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PROF. A. CARDOSO FONTES

Em sessfo quinzenal realizada a 18 de abril de
1943 no Institute Adolfe Lutz o Dr. Luis de Sales
Gomes, chefe da Subdivigdo de Microbiolegia ¢ Disg-
néstico, pronunciou ¢ seguinte elogio pdstumo do Prof.
A, Cardoso Fontes, notdvel clentista brasileire fale-
cido 2 27 de margo ultime, ne Rio de Janeiro:

Mal refeita ainda do profundo golpe gque sofrera, em 1940,
com o desaparecimento de Adolfo Luiz — bem lembrado patrone
desta Casa -— passa agora a cidneia médiea brasileira por nova
e dura provacio com a morte de Antdébnio Cardosc Fontes, diretor
do “Inmstituto Osvalde Cruz”, ocorrida a 27 de margo Gltimo, no
Rio de Janeiro.

Cullura cientifica invulgar, eseulpida numa {ndole boa, senti-
mental e modesta, Cardoso Fontes representava bem o tino do pes-
quisador de laboratério, completamentie alheio ao tumulto da vida
quotidiana, para g6 se dedicar as causas nobres e supremas do bem
e da fraternidade. ) :

De ouvir-lhe o nome, com frequéncia citado por mestres, e
também por companheiros que entfo frequentavam Manguinhos,
desde os bancos acad@micos, na Faculdade do Rio, comecei a culti-
var um sentimento profunde de admiraciio e respeito pelo grande
pesquisador., .

K, quando, acaso, era por ndg estudantes surpreendido nos seus
passeios 4 noitinha no Flamengo, onde aguele tempo residia, apon-
tavam-no logo todes, como sendo o grande Professor Fontes, de Man-
guinhos, cujo vinico ideal era viver isolado entre as paredes soturnas
do seu laboratério, comprazendo-se em investigar detalhes, para
nés misteriosos e transcendentes, da biclogia do germe da tuber-
culose. '

Mais tarde, porém, haveria de conhecd-lo de perto em Bao
Pauley onde periddicamente, apareeis a convite dag Sociedades mé-
dicas locais, expondo os frutos das suas recentes pesquisas e o8 en-
sinamentos clentificos que 86 a experifncia de muitos anos é capaz
de acumular,
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Das visitas que f8z ac antigo Instituto Bacteriolégico, hoje Ins-
tituto Adolfo Lutz, todos guardamos imperecivel lembranca. Seu
delicado trato e a carinhosa atencio que indistintamente repartia
com todos os que déle se acercavam, foram prendas de seu fino
espirito jamais de nds esquecidas.

Fontes pertencen Aguela falange valorosa de mogos gque Osval-
do Cruz, com a visdo e pergpicacia de verdadeiro predesiinado con-
seguira reunir ao seu derredor, para em lufa, sob todos os aspecios
memoravel, riscar do registo nosografico da metropole brasileira,
o flagelo temivel e avassalador do mal amarilico.

Sua carreira cientifica iniciou-se no ano de 1800, quande, ain-
da cursando o 3.° ano médico da Faculdade do Rio de Janeiro, fol
admitido como auxiliar-zlune do entdo Institufo Roroferdapico Fe-
deral, niicleo inicial de onde surgiria posteriormente o famoso Ins-
tituto de Manguinhos.

Af, & sombra benfazeja do Mestre, iniciou-se nos estudos de
bacteriologia e imunologia, publicando em marcoe de 1908 sua pri-
meira monografia cientifica — “Vacinacfo e Soroterapiz anti-pes-
tosas” -— que, como tese de doutoramento, fol defendida perante a
Faculdade do Rio e aprovada com nota distinfa.

Depois de dirigir interinamente o Laboratdrio Bacteriolbgics
TFederal e de ocupar virios cargos nos Servicos de Profilaxia da
febre amarela e de FErradicacfo da peste bublniea, passou-se em
1906 para Manguinhos onde, galgando todos os postos, numa ascen-
sfo0 ininterrupta até o carge de Diretor, produziria t6da sua mag-
nifica obra de medicina experimental,

Os primeiros trabalhos feitos em Manguinhos revelam desde
logo, no iniciado, os pendores pelo estudo da infeeciio fimatosa, Sio
do periodo compreendido entre 1807 e 1809 as seguintes monografias:
“Tratamento ds tuberculose pels Tuberculina T. A, B.”; “Diagnés-
tico microsedpico diferencial entre o bacilo da tuberculose e oz ou-
tros dcidos resistentes”, na gual, j4 preocupado com o estudo das
granulaces graméfilas de Mach, d4 a conhecer uma nova técnica
diferencial de coloracio do corpo bacilar e das granulagbes — 0 ¢o-
nhecido métedo de Cardoso Fontes: e, finalmente, uma outra mo-
nografia — “Sobre a existéncia nos glnglios tuberculosos de uma
substdncia capaz de destruir os bacilos da tuberculose”. 8

Nos anos de 1209 e 1910, Fontes, vivamente impressionado com
os estudos de Much sdbre as granulaces existentes no bhaeilo de
Koch, empreende o seguinte racioeinio:
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“0 papel que a granulacko exerce em relzefio as organismo
infectade por tuberculose é também: preponderante. Ji& Much em
1907 determinava in vitre a transformacio da granulacho em ba-
eilo e, tn wive a natureza infectante da forma granular no pus
tuberculoso; af porém, objetar-se-ia que baciles inteiros pudessem
sey injefados com o material em experiéncia. Tornava-se pois ne-
cessdric obter a granulaglo separada do vesto do matevial para
verificar a sua agdc sébre o organismo vive”, ‘

Com ésse intuito, instituin entdo as duas famocsas experibneias
que viriam, mais tarde, a se tornar eldssicas nos estudos experi-
mentais da tuberculose.

Tomou de b co. de pus caseoso de cobaia infectadsa com bacilo
de origem humsana, diluiu-o em 20 ce. de Agua fisioldgica e fé-lo
passar através de uma vela Berkefeld, cuja impermeabilidade a
baetérias fora préviamente estabelecida. O filtrade fol repartide
em duas porcbes. Uma delag, apds centrifugacio, nada revelou no
depésito, 4 coloracfo de Zichl. A outra porcio serviu para ser
incculada sob a pele de uma cobaia, Sacrificada apds 1 més, reve-
lou esta cobaia, & necrépeia, génglios inguinais enfartados, duros e
hiperemindos. Estes ginglios nic continham bacilos, mas mostra-
vam a existéncia de granulacfes ineluidas nos linfécitos. Bago
esplenomegalico e congesto, apreseniando, aos cortes, infiltraco
infoeltaria e hemorragias infersticiaizs. Nenhum bacilo foi encon-
trado, mas foram viztag granulacfes ineluidas em céiulas embrio-
narias.

Afim de verificar se as reacles tissulares corriam por conta
do germe tubereulose, uma segunda experiéneia foi feita inceulan-
do-se um fragmenio do baco da cobaia n.° 1, em uma segunda
cobaia, Bacrificada so fim de 5 meses, revelou o segunde animal a
presgenca de bacilos da tuberculose caracteristicos, nos génglios e
nos pulmées, sem contudo apresentarem os tecidos reagfes tipicas
de natureza tuberculosa. '

Dessas experineias e de oufras observacdes que véim no mesmo
trabalho, publicado no tomoe I — 1810, das Memérias do Instituto
de Mangunhos, Fontes coneluiu, em resumo, o seguinie: que ¢ ba-
cilo da tuberculose deve ser considerado uma reunifio de unidades
vivas representadas pelas granulacdes reprodutoras; que estaé, s0b
tste aspecto, assemelham-se aos conidios dos cogumelos; gue as gra-
nulaclies existentes no pus tuberculoso airavessam as velas BHerke-
feld, modélo Nordmeyer, deferminando na cobaig o inicio da reacée

-



6 ' REVISTA DO INSTITUTO ADOLFC LUTZ

tuberculigena; gue as granulacfes podem transformar-se em bacilos
revelaveis por inoculactes em série.

HA na parte {inal déste trabalho um detalhe que muito de perto
nos toea. A sua transeriefic aqgui, pelo alto sentimento de miatua
lealdade e cooperacio que éle encerra, vale por uma dupla home-
nagem & Fontes e a Lutz. Ei-lo:

“J4 estava escrito e em provas o presenie frabalbe, quande
tivemos conhecimento pelo Dr. Adolfo Luiz, de uma publescdo
que fizers em 1886 ¢ que saiu ingerta no 1.° facieulo dos “Der-
matologische Studien” do Dr. P, G. Usnns, sob o titule “Zur Mor-
phologie der Microorganismus der Lepra”™. Por &sse {rabalhe se
vé que j& o Dr. Lautz havia verificade o papel preponderante da
granulagdo do bacilo da lepra na reproducio déle. Mostra a ve-
viflcacio feita por mim 24 anos depeis da que Lutz desereven com
relacdo & lepra fe itubertulose), ainda gue com interpretacio di-
versa do processo de veproducfio, a justeza de nossas chservagbes.
B isso serd tanio mais digno de nota dnando se pensar na difi-
culdade da téenica do infeio da bacteriologia, maxime em verifica-
¢6és desta naturcea.

Manguinhos, mareo de 1943."

Publicadas nas “Memdrias” de um Instituto, novo embeora, mas
j4 com renome internacional, essas experiénecias, pela magnitude
da’ sua importancia, foram logo tentadas nos centros cientificos
estrangeiros, ndoc logrando porém confirmacéo.

Trazendo consige a intima conviceio do rigor com gue as
orientou, prosseguiu Fontes, indiferente a criticas, os geus traba-
Ihos, dentro do tema de patologia de sua predilecio -~ a infeccio
tuberculosa, _

Assim é gue publicou entre 1911 ¢ 1922 mais as seguintes mo-
nografias: “Estudos sébre a tuberculose (1911)”; “Sbébre a pes-
quisa do bacilo da tuberculose no escarros™; “VariacSes do poder
cataldsico do sangue na infeccBo {uberculosa e relagdo que &sse
poder mantém com a crase morfolégica sanguinea™; “HEstudos sbbre
a tuberculose (1917)7; “Algumas consideragfes sbbre a infeccio
tuberculosa™; “Sbébre a perda da Acido-resisténeia e a desagrega-
cao granular dos bacilos de Koch em culturas antigas™.

A eonfirmacfo do trabalho de Cardoso Fontes, sbbre a filtra-
hilidade do virus tubercuioso, publicado em 1910, viria, entretanto,
em 1922 e 1923,

Em maio de 1222, no jornal “La Médicine™, e no ano seguinte
‘na Sociedade de Biclogia de Paris, Vaudremer assinalou que nas
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suas colturag de bacilo de Koch em Agua de batata, 8le encontrara,
no fundo do liguido, formas atipicas e nio 4cido-resistentes do
~germe, filtriveis em Vela Chamberland L.

Em 1923, Calmette, impressionado com a verificagho de Vau-
dremer, resolve confiar a seu discipulo Valtis o cuidado de repetir
as experiénecias de Fontes. Os resultados nfio se fizeram esperar.
Valtis confirma integralmente o achado do pesquisador do Institute
Qsvalde Cruz, mostrande a filtrabilidade afravés da Vela L., das
granulacdes existentes em pus, culturas e escarros tuberculosos.

Vanueel e Verdina, em 1924, na Italia, fazermn idéntica con-
firmacéo. '

A seguir, basesdos ainda nas experiéncias do sabic brasileiro,
Calmette, Valtis, Négre e Bougquet demonstram, experimentalmente,
a infecefio granular transplacentaria.

Assim coﬁsagrado pelos centrog cientificos da Europa, o nome
de Cardoso Fontes firmou-se definitivamente no conceito médico-
~gientifieo wniversal.

E suas observacbes de 1910, multiplicadas em centenas e cen-
tenas de trabalhos produzidos em todos os centros cientificos do
mundo, estabeleciam os fundamentos da moderna infra-mierobiolo-
gia, ao mesmo tempo gque refundiam completamente concepgdes ha-
vidas como clissicas nos dominios da tisiologia, da bactericlogia e
da biologia geral.

Publicou ainda, entre 1923 -e 1938, cérea de 12 trabalhoes, entre
os quais se destacam: “Sdbre o ciclo vital das bactérias. Contri-
buicio ao estudo da forma granular”; “Algumasg consideracgdes
sobre o bacilo da tuberculose colocado em condicdes experimentais
proximas as condicdes saprofiticas” (em colaboracio com dJ. B.
Cunha) ; “Sébre a distribuicdo da nucleina no virus tuberculosc™;
“S8hre a morfogénese das bactérias™. '

Foi delegado de Brasil & Exposicio Internacional de Higlene
de Dresden, em 1911; & 1.2 Conferdncia Internacional de Tuber-
culose reunida em Roma em 1912: & 9.2 Conferdneia Internacional
de Tuberculose reunida em Varsévia, em 1834. Foi membro da
6.2 Conferéneia Internacional de Tuberculose reunida em Roma,
em 1923 e do 1.° Congresso Internacional de Microbiologia reunido
em Paris, em 1930. Doutor “honoris causa” pela Universidade de
Vilna, e Professor “honoris causa”™ pels Faculdade de Medicina da
Baia. Além de Diretor do Instituto Osvaldo Criz e dd Faculdade
de Ciéneias Médicas, pertencia & Academia Pontificia de Ciéneias e
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possuia condeeoragdes de inGmeres governos., Em 1942 foi comis-
sionado pelo Govérno Brasileiro para estudar nos Estados Unidos
a organizaciio dos servigos da luta contra o cancer. Nesse mesmo -
ano teve seu nome inscrito no Livro do Mérito Brasileire.

Ei4, prezados colegas e companheiros do Instituto Adolfo Lutz,
em rapida sintese, o que foi o homem e o clentfista que o Brasil
acaba de perder.

A obra cientifica que realizou é fanto mais impressionante e
portentosa, quando se sabe que ela foi conseguida sem alardes e
gem ruidos, Nasceu e, lentamente, se foi plasmandé na placida
quietude do seu laboratério, sob os preceitos de uma fé inabalivel
e dentro dos prineipios da mais rigorosa probidade. Porisse mes-
mo serd imperecivel.

O nome de Antdnio Cardoso Fontes pertence hoje 3 posteri-
dade. #le ird figurar, no panteon dog imortais da ciéneia, ao lado
dos dagueles que, tendo sido grandes estudiosos da tubereulose, foram
ainda maiores benfeitores da humanidade.

Honra pois & memdria do sabic bragileire.



VACINACAO CONTRA A COQUELUCHE

J. P, DE CARVALHO LIMA

Diretor dao Instituto Adelfc Lugz

MARIA ARANTES

Blologista do Institnto Adolfe Tt

Mithares de criangas contraem, anualmente, a cogqueluche e
elevada porcentagem ¢ vitimada pela moléstis on pelas suas terri-
vels eomplicaghes, apesar de possuirmos, hoje, arma segura ¢ pode-

rosa contra a tosse convulsa.

Vacinas curativas. — Desde que Bordet e Gengou! anunciaram,
em 1906, a descoberta do micrébio causador da coqueluche, conse-
guindo, também, a sua cultura no laboratério, houve geral preo-
cupacio de se preparar, como se prepara para oufras moléstiag,
uma vacina curativa usando a prépria bactéria responsavel: o Hemo-
philus pertussis.

(O valor das vacinas bacterianas, curativas da cogqueluche, so-
freu enormes altos e baixos. Nés mesmos, pois o assunto nos preo-
- cupa desde a tese de doutoramento (Carvalho Lima?), preferimos
em 1917, a Antitossing de Krous, preparada com expectoracio de
doentes, a gualquer outra vacina feita com o germe causador da
moléstia,

Fssa preferéneia fol inteiramente modificada, desde gque em-
pregamos o processe de Chiewitz e Meyer ®, em que o isolamento
do germe & obiido fazendo-se o doentfe tossir diante da placa de meio
de cultura, e conseguimos isolar, em SHo Paulo, numerosas racas de
Hemophilus pertussis, que nos permitiram obter vacina dotada de
alio poder eurativo (Carvalho Lima ¢}, N&o nos preceupou, nessa
énoea, verificar se @& vacina teria, igualmente, valor preventivo,
QOutros, entretanto, visaram ésse lado da guestfio.

Madsen ¥, por exemplo, muifo cépiico, afirmou que a vacina
curativa da cogueluche ndo daria resultado se a moléstia estivesse
- gvancada e, adiantou mals. gue nfo produzia efeitos profilaticos,
embora notasse gue 2 infeecBo eras mais branda nos vacinados.
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Vacing preventivg, — () cepticismo de Madsen, cujas experién-
cias foram feitas nas Tthas Fareé, contaminen intimeros pesquisa-
dores, mas nio atingiu a Lowis W Sauer?® pediatra americano,
gue divigon nog resultados de Madsen, alguma cousa de aproveita- -
vel, ¥ fol assim que idealizou uma vacina em que o germe da
eogueluche, em vez de aguecido, ¢ apenas atengado, por um antis-
aéptico.

Sauer ' selecionoun grupos de criancas, variando de 9 meses a
alguns anos de idade e que nfio tinham tido coqueluche. )

Os resultados foram mais que animadores., Entre 24 familiag,
21 criancas gque nioc foram vacinadas contrairam a moléstia, ao
passo que 29 oufras, vaeinadas, apesar de expostas ao contagio,
escaparam inteiramente,

De 1928 a 1933, Sauer fdz, pacienfemente, mais de 1.600 inje-
cBes, em cérea de 300 crisncas. Nifo verificou reacdes locais ou
gerais, de importineia.

Vacing Sauer. — Preparada com 5-7 racas de Hemophilus per-
fussis, recentemente isoladas de casés novos de coqueiache, pelo
processo de Chiewitz e Mever. Cultura de 48 horas em meio de
Bordet e Gengou com sangue humano fresco. Fmulsio em soluco
fisiolégica contendo 0,5% de acido fénico. Newmhum agueecimento.
Permanéncia, entretanto, de 8 diag na geladeira, findo o gue, veri-
ficar a esterilidade e dosar a emulsdo de modo a conter 10 bilhdes
de germes por cc..

Nas experibneias de 4 anos, 1928-33, asg 300 criancas recebe-
ram de 7 a 8 injecdes de 1 cc., com infervalo de uma semana, ou
sejam 70-80 bilhoes de -bactérias. Verificou que as injecdes no
biceps provecam apenas Hgeiro eritema local, com endurecimento
gue desaparece ao eabo de poucos dias. Raramente febre.

Tédas as eriancas foram expostas ao eontagio ou conviveram
com doentes de cogueluche. Das 300 criancas, 8 tinham cohabitado
com doentes e 127 haviam estado muito expostas ac contagio, mas.
néo eontrairam cogueluche, - :

Em 1933, prosseguindo as experiéneias, Sauer verificou que as
criancas nfio injetadas apanharam coqueluche e formulou a seguinte
conclusiio: o vacing pertdssica, na dose de V o § ce., contendo 10
bilhées de germes por ec., profege wma crianca imune, se as inje-
cdes forem feitas pelo menos 4 meses anfes do contdgio,

Apareceram imediatamente numerosos adepios da vacina
Sauner. Hntre 8les o cassl de médicos Dr. Hugh Macdonald e es-
phsa, que aplicaram a vacing em 2 dos zsug 4 filhos, DPepois, com
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um vaporizador, espatharam germes da cogqueluche nas parinas de
todos Eles; oz 2 vacinados néo contrairam a moléstia, enguanio gue
‘o3 oltros tiveram coqueluche fortissima.

Em malor escala foram as experiénecias de Pear! Kendrick e
Grace Eldering 3, dos laboratérios do Departaments ds Satde Po-
Mica do Estado de Michigan. Dividiram em dois grandes grupos
as eriancas de Grand Rapids gue nio hoviwm tido coqueluche. Va-
cinaram & mil criancas e outras tanfas serviram de contrbie, sem
vaeinacdo. Os casos de infeccfo foram reduzidos enfre oz vaci-
nados. -

Miller e Faber?®, vacinaram 211 eriancas com z vacina Sauer.
Cemo controle deixaram 182 criancas. Obtiveram, pelo menos na
maioria dos vacinados, completa imunidade.

Requisitos do vacing., — Sauer ¥ insiste muito sdbre a téenica
de preparacéio da vacina e sdbre o meio de cultura a empregar.

0 meio de Bordet e Gengou com 209 de sangue humano fresco
e desfibrinado, além de constituir o meio ideal, § o meio que mais
conserva a Fese patogénica do bacilo (Fese I de Leslie ¢ Gard-
nerit}., Também recomenda o aproveilamento toial da emulsdo
obtida raspando-se fode o crescimento dos tubos de cultura de 48
horas. N#o & aconselhivel coloear a solucie fisioldgica no préprio
tubo de cultura, porque a quantidade de sangue do meic é a3 vézes
suficiente para tingir levemente a emulsiio. A centrifugacfio para
remover o sangie enfraguece o poder antigénico da vacina.

“Fases” do bocilo de coqueluche. — Em 1910, Bordet e Slees-
wyek 2 provaram gue ndo se pode obter sdro aglutinante para iden-
tificacdo de racas recenfemente isoladas do Hemophilus pertussis,
quando se usam racas velhas conservadas em Agar, pois, verificam-
-se mudancas sorolbgicas em virtude da adaptacio do germe ao
meio. ‘ _

Assim og autores comsideraram dois esfados diferentes do ger-
me dependentes do meio: o estads I caracteristico das culturas em
meio com sangue fresco; o estado II, préprio das culturas em Sgar.
O estedo II reverteria prontamente ao estado I se o germe fOsse
transferido do dgar para meio com sangue. Bordet ¥ verificou,
todaviz, em coliuras velhas, uma lenta alteracio do estado IF com
tendéncia a se estabilizar nesse estado, mesmo em meios com san-
gue; durante ésse processo a toxidez do germe parz a cobaia dimi.
nue ou desaparece, _

Houve discordineia por parte de Krumwiede Jr., Mishulow e
Oldenbusch ** que consideram os 2 estados como dois tipos de baci-
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logs: A e B, £sses tipos, porém, Kristensen® demonstrou serem
sorcldgicamente idénticos,

Nio podendo conciliar og pontos de vista désses aufores, Leslie
e Gardner Iniciaram novas investigaces sbbre a composicio soro-
légica e variaclo das espécies. Analisaram 32 racas de Hemophi-
lus pertussis, pela aglutinagiio, absorcio das aglutininas e dosagem
do poder aglutinogénico. Provaram que cafam todos em 4 grupos
aglutinativos que chamaram Fases 1, 11, I1l e IV. As fases I e 11
eorresponderiam & forma patogénica do germe (smooth); as fases
HI e IV, & forma nfo pafogénica (rough}. Em geral a cultura
transforma as fases patogénicas em Tases nfo patogénicas, mas a
adicdo de sangue ao meio determina a reversdo. Concluiram, por
fim, que a Fase 1 é mais antigénica ou, talvez, a tnica antigénica
para a imunizacfio ativa de cobaia. Os germes recentemente iso-
lados s8o da Fase L

Vacine preecipitede. — A coqueluche ¢ moléstia de evolugio
lenta. Com lentidfo, também, se forma g immunidade que serd, en-
tio, duradoura. FE’ evidente que a prépriz vacina usada com fim
profilitico precisa produzir lentamente a imunidade; nesse caso é
necessaric um preduto de absorcio demorada.

Surgiv a idéias duma vacina precipifada peiﬂ suifato de alumi~
nic e potéssio, da mesma maneira que se usa hoje o tox6ide preci-
pitado na vacinacfio confra a difteria. Foram seus autores Harris-
son, Franklin e Bell ¥, do Laboratdrio Higiénico de Washington.

I sabido que o toxdide diftérico auvmenta, muitas vézes, a sus
eficiéncia antigénica, quando precipitfado pelo sulfato de aluminio
¢ potissio adsorvide pelo hidrdxzido de aluminio. Harrisson 17 diz
que 8sse aumento do poder imunizanie é devido, provavelmente 3
lentiddo com que o precipitado é absorvide. Loégico que se a va-
cina & também de absorcfo lenta e prolongadsa, as possibilidades de
sucesso profildtico serdc superiores &s da vacina comum, de absor-
cfo rapida.

Og autores partiram de 1 litro de vacina Sauer contendo 10
bilhdss de germes por ce., precipitando-a por solucio de sulfato de
‘aluminio e potassio a 4%

Empregaram essa vacina em 82 criancas em dose Gnica de 1
ce., isto &, 10 bilhdes de germes. Como contrdle deixaram 109
crigncas gue ndc receberam vacina. Tédas foram observadag du-
rante 1 ano. Nos vacinados houve cogueluche em 12% e os casos
verificados foram benignos, Ficaram um tanto desanimados com
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os resultados, mas vm dos colaboradores, Bell ¥, persistiu e preeo-
nizou depois de algumas experiéncias, o emprégo de 2 doses de 10
bilhdes, com intervalo de 4 semanas. Pode conclulr gue a vacina
confere real protecio contra a cogueluche.

ORSERVACORS PESS0AIS

No Hstado de 880 Paulo, g3 estatisticas sanitdrias dos 5 dltimos
anos nos dac as segnintes cifras de mortes ocorridas:

Coqualache ... 5.247  3T44
BATAMPO it - 3.428 24,36,
Febres tifoides e parabifoides ..... 3367 23,86,
Difteria ... ..., ... e 1,883 13,44
Paralisia infantil . ... .. .00 i1l 3,89
Egearlatina ., ... .. i 8 0.2%
14,0668

P

% ¥

S 4

g.:i T
A & *~
AR TEN R ]
3 = -
:;_‘,‘_.27 iy :J: .
j) [
100 AL y

3743 08%  02%

Verificamos a coqueluche com obituirio malor que ¢ da febre
+tifoide, escarlatina, sarampo, difteria e paralisia infantil.

Inicidmos em fins de 1241, o preparo da vacina pelo processo
de Harrison, Franklin ¢ Bell. Usiamos racas recenfemente isoladas
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de Hemophilus pertussis, portanto na sua fase I, patogénica e algu-
mas ragas recebidas do Instituto Lister, de Londres e outras con-
gservadas na celecdo do Instituto Adolfo Lutz. Todas mantidag em
meio com sangue de modo a conservarem a Fase 1.

Um dos inconvenientes dos meios com sangue € tingir a vacina,
gquando se quer aproveitar todo o crescimento. Para sd se retirar
levemente o crescimentio por meio da aleca de platina, a producio
da vacina é pequena, tornando-se muito trabalhosa a obtenciio em
maior escala. Porisso, mantemos as racas usadas em meio com
sangue mas a semeadura final fazemos num meio que idealizdmos
partindo do meio de Sauton para tuberculose. Tomémos 100 cc.
de #Agar comum, juntdmos 20 cc. de meio de Sauton e 10 cc. de
gfro normal; nesse meio o crescimento é abundante e a vacina, per-
feitamente clara. A vacina &, pois, preparada do crescimento de
4% horas em dgar-Sauton-séro normol, obedecendo-se & seguinte
{éenica: '

Primeivo dia. — Selecionar as culturas, Fazer preparacio
corada pelo método de Gram. Semear 2 ou 3 tubos de 20x20, de
Agar-sangue, € uma placa de Aagar-sangue, Incubar 48 horas.
Examinar a placa 24 e 48 horag, afim de se certifiear de que nio
hi contaminacio. '

Tereeiro ditt. — Examinar cuidadosamente, o crescimento de
cada tubo e, se houver suspeita de contaminacfo, preparar lamina
corada pelo Gram. Paszzar sébre a superficie do tubo de cultura
um estilete com algodfo estéri], désses usados para coltheita de ma-
terial de garganta. Semear frascos de Kolle contendo 100 cc. de
meio dgar-Sauton-siro, passando 3dbre a superficie do melo o esti-
lete carvegado com material do tubo. Um tubo de dgar-sangue di,
em geral, para semear 2 frascos de Kolle. Incubar 48 horas.

Quinto din. — Examinar os frascos, fazendo preparacfes pelo
Grom. Desprezar es frascos contaminados ou suspeitos.

Colecar em cada frasco 25 ce. de soluchio fisiolégica estéril,
eontendo 9,5% de #cido fénico. Com bastéozinho de vidro, um
para cada frasco, desprender o crescimento da cultura tendo o cui-
dado de nio gquebrar a superficie do dgar. Despejar a emulsio
assim oblida pum frasco de Erlenmeyer esterilizado, com pérolas
de vidro. Agifar, retivar amostra suficienie para a contagem dos
germes ¢ depois deixar na gzeladeira uma semana, '
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Contegem. ~— A vacina é estandardizada de modo a conter 10
Lilhdes de germes por cc.. Para isso, contar, comparativamente,
pelo processo de Wright, o niimero de germes ¢ de hemaitias conti-
do em igual volume de sangue e de emulséo, ou contar usando uma
edmara para glébulos sanguineos,

Prova de esterilidade. — Ao fim de uma semana de geladeira,
sern nenthum aquecimento, os bacilos da emulsfo inicial nfo mais
crescerio, mesmo semesdos em meios adequados. Também nio
deverd haver contaminacho., Farsse-a, entio, a diluicdo de modo a
conter 10 bilhdes de germes por cc.. Al estd a vacing Seuer, que
preferimos para o tratamento e nfio para a profilaxia,

Vacing precipiteda. — Partindo da vacina Sauer, cuja téenica
descrevemos, prepara-se entfio, a vacina profilatica de Harrisson,
Franklin e Bell. '

1. Tomar 1 litro de vacina Sauer, contendo 10 bilhes de
germes por ec. em suspensio em soluefio fisiolégica contendo
G,5% de fenol.

2. Adicionar 20 ce. duma sclucio estéril & 105 de bicarbo-
nato de sédio e 250 cc. de solugo estéril a 4% de sulfato de alumi-
nic e potdssio. Ambas as solugdes filtradas em vela Berkefeld.

3. Agitar fortemente. Ha formaclc de pesado precipitado.
Deixar & horas a 10°C..

4. Decantar o Hquido que sobrenada e substitui-lo por solu-
¢ho estéril de cloreto de sédio a 0,85%. .

5. Deixar uma noite a 10°C.. Decantar novamente e substi-
tuir o lguido que sobrenada por solucfio estéril de cloreto de sddio
a 0,85%, contendo Merihioleto na proporcio de 1:7.500. Comple-
tar ¢ volume para I litro. -

6. Verificar a esterilidade. Ampolar. Injetar, subcutinea-
mexnte, numa cchaia, 2 ce, correspondendo a 20 bilhtes de germes.

Aplicagdo, — Inicidmos a aplicacdo da vacina injetando em
uds mesmos, 1o biceps, & dose de 1 ce. = 10 bilhBes. Nio sentimos
dér e ndo tivemos reaclo. No dia seguinte, vermelhiddo gue durow
4% horas e depois endurecimento gue persistiu varios dias. ’

Néo tivemos ainda oportunidade duma aplicacfio sistematica
da vacina. Por circunstineias alheias 3 nossa voniade, og Servieos
de Medicina Infantil da Capital, aos quais fornecemos vacina, nio
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o fizeram também. Todavia, ja vacinimos gm bom ntmero de
criancas, todas com passado negativo para coqueluche; & prineipio
duas doses de 1 cc., com infervalo de guatro semanas. Mais tarde
adotdmos a vacinacfio em trés doses. Algumas das criancas estlo
sob a nossa observacio ha cérea de 1 ano e meio & embora tenham
estado em contacto ou mesmo convivide com doentes de cogueluche,
nio apanharam a moléstia.

A mie de uma das primeiras ¢riangas vacinadas nos fornecen
uma observacio que vale a pena ser reproduzida, porgue mostra o
quadro da maioria das eriangas gue receberam a vacina:

M. H. P, 18 meses e ¥ de idade.
‘Dha 10-1-42, 1.2 dose, 1 ce. em injegBo imframusenlar, as
20,20 horas. )
Os primeiros sintomas de veagBo foram observados & noite.
A crianga dormiu desassossegada, notando-se elevagice de tempe-
ratura.
DHa 11-1-42, reacdo local mails ou menes intensa, com vermi-
Thiddc e sensacfo dolovesa ao focar,
Temperatara: 9 horas - 3895
15 horas — 379,56
21 horas — 3795,
DHa 12-1-42, reacdio local leve, temperatura normal.
Guatro semanas depeis tomou a 2.2 dose e 0 mesmo guadyro foi
ohservade.

Em um caso, J. P., de 8 meses, e gue obzervamos bem de perto,
notamos nduseas Hgeiras, A primeira dose fol feifla 3 noile e re-
produziu-ge o quadro da observacfico anterior. A 2.2 dose féz-se de
manh& e parecey, a iodos da casa, ser preferivel. A crianca, ape-

gar de febril, distraiu.se duranie o dia e & noite ja dormiu bhem.

Idade para o vacineedo. — Sauer ™, aconselha a vacinaciio do
7.° més aos dois anos e meio, uma vez que a coqueluche nessa ida-
de causa grande nimero de mortes, 4s vézes em cifras superiores
ao sarampo, & difteria e escarlatina. Quanto is eriancas de idade
inferior a 7 meses, Sauer afirma que nem tbdas tém o poder de
formar anticorpos. N&o concordamds muito com é&sse ponte de
vista. E depois, quem j& viu uma criancinha de 2-3 meses num
acesso de tosse convulsa, nfo hesitard em preferir a vacinacio,
mesmo negsa idade.

E assim pensando, Philip Cohen ¢ Samuel J. Scadron ®, de
New York, em trabalho recente recomendam a vacinacio, contra a
“cogqueluche, das mées nos dllimos meses de gravidez, com o fim de



VACINACAO CONTRA A COQUELUCHE 17

transmifiv, por via placentdria, anticorpos protetores contra a
cogueluche.

Partem da idéia ji assinalada que nos deis primeiros anos de
vida a coqueluche causa mais mortes que o sarampo, a difteria, a
paralisia infantil, ¢ a escarlatina. Mas contra estas dltimas mo-
léstias, as criangas nascem, em geral, com certa imunidade passiva,
transmitida da progenitora pela placenta, o que ndo acontece com
a eoqueluche.

As experiéneias dos autores deram resultados satisfatérios,
comprovados pela verificacio de anticorpes, comparativamente no
sangue da progenitora, antes e depois de vacinada, e em seguida
no sangue do cordio umbilical & no sangue da crianca. As vaci-
nacgdes foram praticadas no Glimo trimestre, de modo a estar fer-
minada 1 més antes do parto. Chegaram a injetar um total de
150 bilhges de germes. As reacfes no adulio sfo sempre brandas
¢ os autores verificaram que nenhuma influéncia as injecdes cau-
saram sGbre a marcha do parto, assim como nem uma s6 vez obser-
varam parto prematuro. Concluiram gue as criancas nasceram imu-
nizadas contra a coqueluche, prometendo nova comunicacio depois
duma observacdo cuidadosa de ntimero elevado de criancas nessas
condigdes, nas guais averiguariam, também, quanic tempo persis-
tiam os anticorpos no organismo nfo a6 das criancas, como das
préprias méies. ’

A gquestio das doses. — Tem sido muito digentida, Gitimamen-
te, a gquestdo da dosagem na vacinacdo pertissica. Vimos que a
vacina Sauer é empregada na dose de T7-8 injecbes de 1 ce., de
modo a se inccular de 70 a 80 bilhdes de germes. A vacina pre-
cipitada pelo sulfato de aluminio e potissio foi aconsethada em
duas doses de 10 bilhdes com intervalo de 4 semanas. Mas a fen-
-déncia é se elevar a dose. E Kendrick *, por exemplo, ji prefere-
.8 vacina precipitada em 3 doses de 10 bilhGes, sendo as 2 primeiras
com intervalo de uma semana, e a ferceira injecio quatro semanas
depois. Hsta téenica é a que usimos tltimamente. Todavia, néo
podemos ainda dizer que seja a dose 6tima ou se conviria se elevar
ainda mais o ndmero de bactérias inoculadas.

Vaeinacdo combinada., — N&o é novo o use de diversos antige-
nos imunizantes injetados simultdneamente. Cada um estimulara
a formacio dog seus préprios anticorpos. O exemplo mais comum
de antigenos mistos na imunizacio humana é a triplice vacina tifi-
ca-paratifica A'e B. E mais recentemente se introduziu o uso com-
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binado dos toxédides diftérico e tetdnico, com aparente sucesso. E?
Iégico que se pensasse em combinar o toxéide diftérico com a vacina
pertiissica, ambos tratados pelo sulfato de aluminio e potassio, di-
minuindo com isso o némero de injegBes, com grande alivie para as
criancas e para a propria familia que sente, na maioria, um verda-
deiro desassosségo tdda vez que wma crianca se submete a tais tra-
tamentos. Kendrick ** £6z uma experiéneia. Tomou 3 grupos de
criancas. Num, usou a vacina precipitada padrdo, noutro a vacina
combinada différica-pertissica, tratada pelo sulfato de aluminio o
potdssio e o terceiro grupo deixou como contrdle. Trés injecles,
sendo as 2 primeiras com intervalo de 1 semana e a terceira 4 se-
manas depois. As reagbes foram semelhantes &g que se verifica-
ram quando se usa a vacina pertissiea precipitada sozinha ou o
toxdide diftérico precipitado: vermelhiddo, endurecimento, dor pas-
sageira e, as vézes, febre. Verificou pelos processcs usuais o apa-
recimento de anticorpos pertdssicos e diftéricos no sangue das
criancas vacinadas e imunidade das mesmas contra a coqueluche.

Conclusd@o. — A vacinagio preventiva contra a coqueluche
stingia a sua fase decisiva ¢ ninguém mais, sanitarigtas, clinicos e
0s proprios pais, deixarfio de usa-la em t6das as criancas, sem ge-
rem acoimados de negligentes.

O seu uso sisteméatico serd a barreira firme contra uma doenca
que, pelas complicacbes que acarreta, vitima, anualmente, mais
eriancas do que o sarampo, a difteria, a paralisia infantil, escar-
latina e a febre tifoide: ‘

A vaecina preferivel & a precipitada pelo sulfate de aluminic e
potdssio, segundo a técnica de Harrisson, Franklin e Bell.

A dose aconselhada é a de 30 bilhes de germes em 3 injecdes,
‘ag 2 primeiras eom infervalo de 1 semana e a terceira 4 semanas
depois.

A vacinaciic das mées durante o Gltimo trimestre de gravidez,
poderd ser usada.

Tudo indica que a vacina mista usada simultaneamente contra
a cogqueluche e a differia entrarid para a préatica corrente e segura
da profilaxia dessas moléstias.
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HIPER-ALERGIA AO ANTIGENO DE FREL
28 ANOS APOS AVECUAO
PORADANICA INGUINAL ‘

LUIS DE SALES GOMES

Chefe da sub-diviede de Micrsbislogiz ¢ DHagndstico

Kntre virios ecasos remotos de linfogranulomatose inguinal
venérea por nds ohservados, cujo diagnéstico foi refrospectivamente
obtido por meio da intradermo reacio de T'rei, o seguinie nos
mereceu particular interésse, ndo 36 pelo longo espaco de tempo em
gue a infecefio se havia dado, como e principalmente por se referir
& pessos distinta e amiga. e, portanto, de cuja seguranca no forne-
cimento de dados nosolégicos e cronoldgicos nio nos era licito abso-
Iwtamente duvidar.

Observacdo (1.5 fage: infecedo) — ¥, brasileiro, brance. 48 anos, profes.
sor. Referc, na sua histéria venérea pregressa, ter tido aos 18 anos de idade,
em agdsto de 1914, “época da declaraclo da grande guerra européa”, uma
adenite inguinal esguerda, alpuns dias apds vm coite suspeito. Esia adenite
velo acompanhada de febre gue ndo pode precisar até quande durou. Lem-
bra-se gie procuron ver se tinha algum ferimente no pé e nada encontrou. No
penis também nads de anormal apresentava, nem duranie a ingua nem antes -
dela aparecer. A reacho ganglionar, pordm, fol-se processandg gradual e pe-
nosamente, acompanhnada por vézes de suores frios, principalmente gquande
procurava leeomover-se. Na 2% gemans da moléstia procurou médico que,
dias apods, deecidin pela incisfo do ginglio para drenagem imediata do pus e
atenuacdo das dires de gue sofria. Quando estava em tratamento, oubtro gén-
gHo, vizinho as primeiro, velo também = supurar.

A terapéutica constava de curativos didrios com dgua oxigenads diluida e
com mechas de gaze introduzidas e deixadas nos trajetos fistulosos. A infec-.
¢io levou cérea de § meses até a eura, rvestando dela sdmente as cicatrizes in-
guinals gue apresenta. (Ver a fotografia),

(2.8 fase: dingnose retrospectiva) — Em julho de 1942, portantc 28 anos
aphs a ocorréncia supra reiztada, estande o paciente em Stimag condiedes Ffisi-
eax e nio apresentando nada que de longe se relacionasse com a moléstia que
houvera tido, resolvemos submetd-lo 2 wma prova antigénica de Frei.

Para isso, injetamos no derma do seu antebraco esguerdo 0,15 ce. de anti-
geno. 3 dias apbs a injegdo, {guando habitualmente costumamos. fazer as lei-
turas dos resultados), contrariando nossa espeetativa, nenhumsa veaciio local
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entdo se notava. Nada igualmente no 4.2 o B.° diss. O eritema papulose
caracteristice das reagles intradérmicas positivas 6 comegou a se esbogar no
8.0 dia, tornando-se bem evidenie no 82 Mas o processo reacional, longe de
iniciar sua vegressfio, foi cada vez mals se acenluande, até a formacée de ums
escara eercada de extensa zong de tecido fortemente infiltrado e de eoloragho
arroxeada, (12.0 dia. Ver a foltografia). Niac fol notada a presenga de
ginglios axilares. A eliminacfic do esfactlo processou-se lentamente, dando-se
a cicatrizacfo somenite 50 dias depois, a contar da data da injeciic do antigeno
de Frei. O estado geral do paciente, durante &sse pericdo, manteve-se abscla-
tamente normal.

Vé-se na regifio inguinal duas cicatrizes antigas (28 anos) €, no antehrage,
R. de Frei fortoments positiva {12.° dia) com escara iniclal

COMENTARIO — O antigeno utilizado na prova de Frei, era
originario de bubio humano, tendo sido por nés preparado segundo
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as regras comuns, isto é, diluico a 1:10, aqueeimento a 60°C., 2
horas, 2 dias seguidos; além disso, ja tinha sido experimentado em
inimeros casos anteriores, positives e negatives. Contudo, apds
éste resultado de positividade tAo impressionante, repetimos seu
contrble bacteriologico, em meios agrébios e anaerébics, resul-
tando porém estéréis todas as provas. Preparacdes coradas, feitas
da secrecio soro-purulenta colhida da cratera ulcercsa resulfante
da reacfo, nada apresentaram com relacio a germes plogénicoa.
Para contra-prova final do antigeno utilizado no caso de nossa
observacio, usamomlo posteriormente, em indmeros outros rluentet,
obtendo tanto reacGes fortes, como medias e negativas.

Assim, nenhuma divida mais poderiamos ter de gue tdo inten-
sissima reacfio corresse por conta exclusiva de um estado de hiper-
-alergia, o qual teve sua origem no organismo do nosso observado,
28 anos antes, isto &, qaando da sua contaminacio com o vn‘u% da
poradenite inguinal. .

E’ coisa sabida (& parte a influéncia anergizante de outras
infecches concomitantes como & sifilis e canere mole) que a alergia
poradénica tem seu inicio, geralmente, ao fim da segunda para a
terceira semana da infecco. E uma vez estabelecida, essa alergia,
via de regra, dura anos. E’ eerto que Chevalier ¢ Bernard® cha-
maram a atenclo para alguns casoz em gue ela cessava loge apds
a cura; e, a tal propdsito, temos também a observacio instrutiva
de um caso clinieamente tipico, reagindo fortemente aé Frei, mas
que 1 ano apds a cura lernou-se absolutamente negativo a 3 anti-
genos humanos diversos.

Tais casos, contudo, sdo excepeionais, sendo a regra a sensi-
bilizacfio por longo prazo — o que se poderd retrospectivamente
demonstrar por meic da Reacfio de Frei, como, alids, j4 o fizeram
alguns pesquisadores.

Assim Trei? pensava que a alergia cutinea linfogranulomatosa
persistisse 10 anog; de igual ndmero de anos é também um ecaso
curado, em que Ceruti e Pavanati ® dizem ter obqervado “reacdo
intensissima”. Sannieandro* faz referéncias a uma observacio de 20
anos enguanto que Nieolau e Banciu ®, em sey trabaihe sébre a aler-
gia cutanea na linfogranulomatose, registam 2 observacdes com rea-
¢bes retrospectivas fortemente positivas, uma de 7 e outro de
22 anos (esta dltima de colega). Também Plerards diz ter tido
reacko de Frel positiva “em um merinheiro gue 21 anos antes
apanhara uma adenite no Congo Belga”. Muito além désse
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periodo de tempo; vio porém as observactes de Perrucio e Desana &
que, sbbre 411 doentes velhos de um hospital psiguidtrico, encon-
traram 51 com reacdes de Frei nitidamente positivas, dos quais 2
(“com lucidez mental”) haviam confraide a Infeccho 27 e 42 anos
antes; e, por ltimo, o cago intéressante e, 20 mesmo tempo suges-
tivo, assinalado por May ¢, de um individuo sofrende hi 20 anos de
retracio palmar (sindrome de Dupuvtren) o gual, ses 17 anos so-
fren de bubdes inginais, e teve por fim uma reaclo de Frei for-
temente positiva, 68 anos apds a poradenite inguinal,

() tempo de duracio alérgica do nosso caso, conquanto nfo seja
dos mais espacados, tem, porém, um cunho de absoluta seguranca
no que diz respeito ao depoimento anamnésico prestado pelo antigo
doente. Este depcimento, alidg, se nos afigurs, de importdncia ca-
pital, pols que éle envolve o fornecimento de dados relativos &
data de infeccfio, os quais, precisamente, nos irdo dar a conhecer o
periodo de duracfio alérgica retrospectivamente verificado por teste
intradérmico posterior. No caso em apréco, trata-se de intelectual
contando 46 anos de idade e gue, em pleno uso de sua memdria, pode
referir detalhes precisos a respeito do inicio e evoluco clinica da
sua infeccfio, superpondo-se ela, de resto, infeiramente, & moléstia
de Nicolas-Favre.

Nio deixam, porém, de apresentar algum interésse, na nossa
observacéo, os dois seguintes fatos: resposta tardia a inoculacéo do
antigenc (em oposicio -4 regra comum) e, por fim, a reacio que,
iniciada tardiamente, alingiu, a seguir, um griaa de positividade
verdadeiramente impressionante, produzindo profundz lesfic dos
tecidos, a tal ponto que & cicatrizacio s6 veio a ge verificar mais ou
menos 2 meses depois.

Nio temos elementos para ajuizar das causas determinantes
de uma tal resposta alérgica em snfigo linfogranulomatoso; mas
desejamos salientar gue tipos reacionais assim tdo intensos 86 temos
observado com a Reaclo de Mitsuda, utilizada na exploraciio da
alergia leprética. | -

Supomos ndo existir, entre nés, relato de casoz de sensibiliza-
cio alérgica linfogranulomatosa de téo longa duracio ¢, entre oz de
gue tivemos conhecimento na literatura estrangeira, algum com
teste restrospectivo de td3eo intensa positividade. Dai o darmos pu-
blicidade i presente observacio. ‘ ‘
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SUMMARY

The A. refers to a case of venereal inguinal lymphogranuloma-
tosis in which a retrospective diagnosis was made, by Frei's rea-
ction, 28 years after the infection. Amongst other interestings
features in the case he reporis the following: ZLate answer to
Frei’s antigen (6th.day) and reaction of such strong intensity that
produced a scab. The reaction lasted almost two months to the
cicatrization and during this time the patienfs general health was
excellent. The A. calls attention to these details of the case be-
cause they are not common in the allergic fest on ancient lympho-
granulomatosis patienis, Finally he calls attention to the simila-
rity between the reaction he observed and that which is usually
met with in leprosy allergy when the Mitsuda antigen iz used.
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PROVAS DE ABSORCAO DAS AGLUTININAS
HETEROFILAS ENCONTRADAS NA LINTFO-
GRANULOMATOSE DE NICOLAS FAVRE (%)
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MANOEL DE BRITTO E SILVA

Biclegistn do Institete Adolfo Lutz

Em trabalho publicado no nimevo anterior desta “Revista™d,
tivemos oportunidade de chamar a atenciio dos estudiosos do assun-
to, para asg aglutininas heteréfilas por néds emcontradas em alfos
titulos, nos soros de numerosos doentes de linfogranulomatose de
Nicolag-Favre.

Bsse trabalho teve sua origem, precizamente, no fato de ter
sido omitida aguela moléstia, quando, secundando observacoes de
Davidsohn ® sbbre a moléstia do sdro, Paunl e Bunnell ? chamavam
a atencfio para o alto teor das aglutininas heteréfilas na Mononu-
cleose infectuosa, demonstrando, ao mesmo fempo, praticamente, a
inexisténeia de aglutinacies altas em infimeras e variadas condigdes
patolbégicas humansas.

Além disso, tratava-se de pesguisas a serem realizadas em in-
fecclio eminentemente linfétropa, como o € também a Mononucleose
infectuosa, pelo que, redobrado tornou-se pois o nosso interésse.

Soros de 75 doentes de linfogranulomatose de Nieolas-Favre
foram, entdo, examinados com relacfio ao seu teor em aglutininas
heteréfilas. Os resultados por nés encontrados, podem ser assim
eggquematizados:

{*} Recebide para publicaciio, em 2 de julbo de 1943,
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PROVAS NA LINFOGRANULOMATOSE DE NICOLAS FAVRE

41,339,  64;,009%

Titulo ‘ " Fregquéncia Do

L L 1 ver i 1,33

1:34 o B VEZES e 8,60

128 .o 11 vézes .......... ... 14,66

156 e G VEZES L. il 12,08
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1:3584 ...iiiiiiii.. T R 2,66

L:TI68 .. L wver ..., e 138

75 sbros normais submetidos & mesma téenica, mosiraram titu-
los aglutinantes a 1112 apenas em 2,66% dos casos, sendo que o
titulo de 1:224 nfio foi aleancado por nenhum dos soros.

Em face désses resuliados, lembramos, entfo, a conveniéneia
de, ao ser praticada a 1.2 fase da Reacfio de Paul-Bunnell-David-
sohh para a diagnose da Menonucleose infectuosa, nfo esquecermos
a possibilidade de poder estar em causa nio sdmente a moléstia
do sbro, mas também a de Nicolas-Favre, sob qualquer das suas
modalidades, ¢ ou coexistente com outra infeccio.

Aduzimos, por fim, nosso prop6sito no sentido do prossegui-
mento das investigactes, afim de tentar, pelas provas de absorcio
da 2.2 fase, Identificar o tipo das aglutirinas por nés encontradas
na quarta moléstia venérea,

Os resultados dessas investigacOes sfo os que ora expomos, fi-
gurando éles, pois, como um complemento ac trabalho anteriormente
publicado. '

A prova de absorcio das aglutininas heterdfilas encontradas
no sdro humsno, fol introduzida por Davidsohn+* na pratica da
Reagéo de Paul e Bunnell, com o intuito de lhe tornar mais precisos
os resultadoes.

Esta prova baseia-se na maior ou menor absorcio das agluti-
ninag do sdro {anticorpos) guando em contacto com as suspensdes
antigénicas de rim de cobaio e de glébulos de boi.

Asgsgim, se o rim de cebaio absorve 50 a 70% das aglutininag
de um determinado s6ro & os globulos de bol 100%, essas dgluti-
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ninas corresponderi as da Mononucleose infectuosa; se, porém, essa
absorcdo se der totalmente com os dois absorventes, as aglutininas
rerfo iguals as da moléstin do gbro; finalmente, a absorcio . prafi-
camente tofal pelo rim de cobaio e parcial pelos glébulos de boi,
indica-nos gue elas pertencem as do itipo Forssmann, que sfo as
encontradas nos soros normais, geralmente em titulos baixos e atin-
gindo excepcionalmente o titulo de 1:112.

As provas de absorcio das aglutininas heteréfilas a que sob-
metemos o8 30ros de nosscs doentes de 4.2 moléstia venérea, junta-
mes também o antigeno especifico da moléstia, isto é, o pus colhido
de um ginglio inguinal linfogranulomatose (antigeno de Frei). Com
a adocio desta pritica, tenciondvamos averiguar qualguer relacio
porventura existente entre o virus da moléstia e as aglutininas pre-
sentes no sb6ro dos doentes.

Téenica, — Os antigencs de rim de cobaio e de glébulos de boi
foram preparados de acdrdo com a téenica indicada por Davidsohn 4,
O pus da poradenite inguinal fol, como aqueles antigenos, também
aqueecido a 60°C., por 1 hora, 2 vézes, e diluido a 20% em soluto
fisinlégico. ' ‘ .

A técnica de absorciio ndo se afastou igualmente da usada pelo
autor supra-citado: guantidades variivels désses antigenos, 0,1 e
0,6 ce. foram usadas, conforme os sOros tivessem dosado titulos
aglutinantes abaixo ou acima de 1:224, respectivamente.

As dosagens das agiutininas, antes e depois das provasg de
absorcio, obedeceram a critério analogo ao usado em publicacio
anterior, Infelizmente sé pudemos aproveitar 20 dos 75 sbros uga-
dos na referida publicacdo, sendo os 6 restantes, novos. '

Resultados, — Os quadros que, & seguir apresentames, indicam
a idade, sexo, tempo de moléstia ¢ Reacho de Frei dos doentes, bem
como o titulos aglutinantes antigos e atuais dos respectivos sdros,
Por fim, vé-se neles também indicados, em percentagem, o poder
abzorvente dos antigenos postos em coniacto com os sdros.

Para os 20 $6roy gue nos restaram do trabalho anterior, ado-
tdmos o mesmo ndmero de ordem; os 6 noves a &les adicionados,
- receberam npumeracio a partir de 75.

Em virtude de permanecerem guardados durante virios meses,
embora em geladeira, os goros foram de novo titulados. De um
‘modo - geral, ésses tifulos nfo sofreram grande alteracdo. As mo-
dificacBes mais sensiveis derami-se nos soros que sofreram evapo-
racdo, KEstex soros foram diluidos com guantidades arbitrdrias de-
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Desagem das aglat.

2.a fase

Identif. das aglutininas

Numero Bocente Idade Sexo Forma clinica Tg;:;::ﬁiﬂ Rei;;f; e . : d‘e ai?Sﬂﬁ'(‘ﬁo L
. Rim de | Globulos | Antigeno
Anterior Atbaal cobaio de boi de Frei
el L bt mas., Adenite ing. dir. sup. T omas de b 1142 1/224 5 87 3
33 L. R 27 ferm. Retite estenos. {ist, 8 m ERE N A 1112 1/224 ] ¢ ol
40 M. T, 4] ferm, Retite estenosante 4 a o A - 1224 320 i 94 87
41 V., Z. 23 fem. Fistulas anu-relais 2w 4 1{ahBd 1/886 7 6 a
42 M. A 43 fem, Retite e vle, vaginal 15 a. - 17896 1/884 87 [ 0
43 B. 5. | Tein. Lstenas ret. e uret, 1 & B A 1808 17448 75 a0 0
48 M, T, 28 mas, Adenite bi later. sup. 2 m B HEEH 175496 75 53 50
54 M. G, ] Tas. Prisiio de ventre 3 a RS 1112 g #7 56 50
56 AP, 21 mas, Adenite sup. bi Waler 35 d. <+ 4+ 1156 bii! 57 a0
a9 & G 30 fem, Retite varios a. e 155 1/56 108 a6 0
62 J. P 17 mas. Adenite inguainal o e o 1/224 17204 75 H7 50
£3 0.5, 30 mas Adenite bi lateral 12 4 e 1112 112 87 i} 5
64 L. 25 mas. Adenite ing. esq. 6 . A 4 1224 1/284 50 0 8
i3 L. 8! 28 mas, Lestin’ margem anue - B A 1f56 — BT 87 0
66 a.D 22 mas, Adenite ing. esq. Hyood, R 1112 . 100 o 0
76 BB, 26 mas, Adenite Ing. &, a8 4 R e S 1182 1112 ol it 0
72 oM. 20 . Adenile Ing. esq. J o, W] 4 17168 1/7168 a3 96 7a
75 P, 38 fem. Retite 2 A, -+ 1224 17024 a4 87 o
74 F 15 fmas. Adenite bilaierat 3 m o | 1448 1/808 i 87 0
(] M. G 31 mas. o et A B 112 7 7 50
76 ¢l 29 fem. Retite ) 2 a 1112 - 04 o4 75
77 OB 32 fem Adenite bilateral 1 & 1754 100 75 bty
78 . — — Retite — 1758 56 7 4
4 A3 - - Retile - 1136 — 87 75 &
80 0.8 k5] mas, - Adenite iguninal 40 d. 156 14112 kil 9 i
81 AV 21 mas. Adenite iguival 1 ml 1/56 1/112 ] 0 6
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soluto fisiol6gico, ora aquém, ora além da guantidsde real anterior-
mente existente. N#o foi ouira, certamente, a razéo de encontrar-
mos titulos mais altos nos séros 30, 38, 62, 74, 80 ¢ 81, ¢ mais
baixos nos 41 e 45. )

Com relacio ao seu comportamento em face dos soros, vé-ze,
no guadro junto, gue os trés antigenos agiram diversamente, sendo
que o de gidhulos de bol aproximou-se mais do antigeno linfogra-
nulomatoso.

A acho absorvente dos trés antigencs pode ser esquematizada
da maneira seguinte:

1.2 — O antigeno de rim de cobaio absorvey as aglutininas
dos 26 sbros experimentados, em porcentagens gue va-
riavam de 50 a 100%. A absorcio minima de 50%
deu-se apenas em 6 sOros; as aglutininas dos 20 sbros
restantes foram absorvidas em percentagens entre 75
e 100%. Em nenhum caso, deixou de haver absorcio.

2° — (O antigeno de glébulog de bol manifestou, de um modo
geral, menor poder absorvente que o anterior. Contu-
do, em 4 soros ésse poder absorvente superou ac do an-
tigeno de rim de cobalo, e em 5 soras igualou-o. E’
certo que houve uma absorcio gue atingiu 100% {casc
66) mas, por outro lado, ocorreram 6 absorcies nulas
(easos 33, 41, 42, 64, 80 e 81).

8.2 e O antigeno de Frei (pus linfogranulomatoso) fol o que

' acusou menor poder absorvente: em 1 caso atingiu
879, em 8 — T6%, em 7 — 50% e nos 15 casos res-
tantes fol nule.

O namero relativamente diminuto de soros utilizados nestas
provas de absorcho, evidentemente, nio permite concluses seguras
e definitivas, quanio a detalhes de classificacfo das aglutininas he-
terdfilas anti-carneiro, por nds encontradas,

Tanto guanto, porém, nes sugerem essas poucas provas reali-
zadag, parece-nos gue tais agluiininas poderiam filiar-se a8 encon-
tradicas habitualmente em baixos titulos nos soros humanos nor-
mais, isto &, as aglutininas do tipo Forssmanmn, que, comeo se sabe,
sdo geralmente absorvidas em alia porcentagem pelo rim de cobalo
2 em mais baixa, pelos glébules de boi.

¥ possivel que, estudos porvindouros venham aclarar cerios
aspectos curiosos e ainda mals ou menos obscuros, como éste que
focalizamos, existentes neste interessante capitulo ds imunclogia.
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RESUMO

Os AA. reportam-se a uma publicaclo gue fizeram anterior-
mente, na qual relataram o achado, em altos titulos, de aglutininas
heterdfilag em soros de pacientes de linfogranulomatose de Nicolas-
Favre. No presente trabalbo, procuraram identificar o tipo da-
quelas aglutininas, usando para iss¢ antigeno de rim de cobaio, de
glébulos de boi e antigeno de Frei,

As aglutininag da maioria dos 26 soros experimentados mos-
traram-ge mais sensiveis 3 absorcdo pelo rim de cobalo, sendo essa
absorcfo mais baixa eom os glébulos de boi e, menor ainda, com o
antigeno linfogranulomatoso. ' _

Dizem oz AA. que o nlmero restrito de soros utilizados nas
provas, nfio permite conclusfes seguras e definitivas a respeito da
classificacBo das aglutininasg achadas, mas sugerem que elas pode-
riam, talvez, filiar-se Ag que sfo encontradas habitualmente em bai-
xos titulos nos soros humanos normais, isto 4, s do tipo heterdéfilo
de Forssmann, ' .

Acham por fim 0s AA. que estudos futuros venham, talvez,
aclarar certog aspectos curiosos e ainda mais ou menos obseuros,
eomo 0 focalizado, existentes neste intereszante capitulo da imu-
nologia. '

SUMMARY

The AA. recall an article published by them in which they re-
ported the finding of heterofyl agglutinins in high titre in the blood
serum of patients with Nieolas-Favre lymphogranulomatosis. In the
present work they tried to ideniify the tipe of those agglutining
by means of various antigens made out of guinea pig kidney, ox
erythrocytes or the Frei antigen. . .

The majority of the agglutining of the 26 tested sera were

“more highly absorved by the guinea pig kidney, less so by the ox
erythrocytes and least by the lymphogranulomatosis antigen.

The AA. say that the relatively amall number of sera employed
for the test did net allow sure and definite conelusions about the
clasgification of the agglutining met with bul sugpgesis that they
might perhaps be related to the ones ordinarity found in varicus
titres in normal human blood sera, i. e. those of the Forssmann type.
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Finally the AA. believe that further study perhaps will elear
up some of the peculiar and obscure aspeet of agglutinins, such as
the one just foccused in this interesting chapiter of the immaunology.
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CONSIDERACOES SOBRE ALGUMAS PROPRIE-
DADES BIOQUIMICAS DO BACILO DA DIFTERIA

— Corynebactervum diphtherige

BRUNO RANGEL PESTANA

Chefe de Sub-divisio do Institute Adolfo Lutz

MARIA FLORA QUIRINCG FERREIRA
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Numerosos sdo os trabalhos publicados sébre as propriedades
bioguimicas do Corynebacterium diphtherice. H4, no entanie, di-
vergéncias guanto & sua propriedade de produzir indol, H.S, de
reduzir os nitratos e de fermentar os carbohidratos. :

Lehmann e Neumann {(1896) descrevende o bacilo diftérieo,
dizem que 8le produz: fracamente H,8, nifritos nas culturas velhas,
reacfio de indo! positiva, dande um pequeno pigmento amarelo ou
vermeltho. Fermenta a dextrose e levuloge. Em 1927 descrevendo
outra vez &sse bacilo, dizem que &le produz H,8, nitritos nas velhas
culturas, dando indol com H,SO,, fermentando sempre, dextrina, le-
vulose, maltose, galactoge e glicering, enguanto gue, somente algu-
mas racas fermenfam a sacarose.

Topley e Wilson (1936) deserevendo o bacilo difiériec, dizem
gue ndo produz indol, mas que, de acdhrdo com os resultados obti-
dos por Frieber (1921) o C.diphtherine di reaclc colorida com
H.SO, e nitrito de potassio (reacfo de Salkowski) dada & formacio
de indol-dcido acético, derivado do triptéfano, mas gue nfio produz
8 reagho de indol com o paradimetilamidobenzaldeido (reative de
Erhlich). Reduz o nitrato, nfo liguefaz a gelatina,

Bergey, Manual of Determinative Bacteriology, bth edition -
1939, descrevendo o Corynebocterium diphtherice di como nio pro-
duzindo indol, nio reduzindo nifratog para nitritos, nada se refe-
‘rindo quanto ao H.S. Todas as racas formando 4cido em dextrose o
levulose, algumas fermentando galactose, maltose, dextrina e gliceri-
na, nada dizendo dos demais carbohidratos.
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Referindo-se aos tipos, relata os trabalhes de Durant e Mac
Leod, sdbre a fermentacio dos diversos carbohidrates para a sua.
diferenciacao. .

Knapp (1904) foi, no entanto, quem primeiro empregou os di-
vergos carbohidratos comoe meio diferencial dos bacilos diftéricos e
pseudo-diftéricos, usando o meio gdro agua de Hiss. Achou, 8sge
autor, que o bacilo diftérico fermentava a dexfrose, a manita, a mal-
tose, a dextrina e nfo a sacarose, que o bacilo xeresis fermentava a
dextrose, & manita, a maitose a sacarose e ndo a dextrina. Acha éle
que a dextrina e a sacarose sfo carvohidratos diferenciaizs para ésses
dois germes. Alice Hamilton ¢ Jessie Horton, estudando o grupe
dos bacilos diftéricos, confirmam os resultados obtidos por Knapp,
menos no gue diz respeito av emprégo da dextrina, pois, verificaram
gue algumasg racas de bacilos diftéricos, nfo fermentam a dextrina,
e encontraram 2 racas do grupo semeihante ao bacile pseudo-difté-
rico que fermentavam a dextrina. Hanz Zinsser (1917), verifi-
cando os trabalhos de Knapp e Hamilton e Horton, chegou & con-
clusfo gue certas irregularidades verificadas na fermentacfo, podem
ser devidas as impurezas do carbohidrato e da cultura a que da
grande importdncia. Chegou & seguinte conclusdo:

“0 bacilo diftérico fermenfa a dextrose, a levulose, a galactose,
a maltose e a dextrina, nflo fermentando a manita, a lactose, a gaca.
rose e a duleita.

O bacilo xerosis fermenta a dextrose, a levuiose e a galactose,
a maltose ¢ a sacarose, nflo fermentando a manita, a lactose, a
dulcita e a dextrina,

No grupoe dos pseudos dif’séricos, que fermentam os carbohidra.
tos do mesmo mode que o bacilo diftéricc, todos ésses germes fer-
mentaram a dextrina levemente, depois de 19 dias de estufa e eram
virulentos”

A, Perry, Ona Whitley e Elizabeth Petram (1936), estudando
285 amostras de Corynebacterium diphtherine, verificaram gue tédas
produziam #dcide em dextrose e dextrina e nenhuma em sacarose.
Referindo-se & fermentacio da dextrina, chamam a atencio para
certag racas gue dho pouco acido, sendo neceszdrio fazer-se a leitura
com 24, 48 & T2 horas.

Frobisher (1938) esiudando algumas propriedades bioguimiecas
do C. diphtherive, chegou & seguinie conclusfio: Fermenta os se-
guintes carbohidratos — dextrose, d-manose, galatose, d-levulose.
Nio fermenta xilose, sacarose, lactose, celobiose, melecitose, inuli-
na, l-eritridel, adonita, d-manita, duleita, sorbita, esculina arbri-
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tina, amidaliha, d-metil-glusbside, inosita e perseita. Variam na
sua acho fermentativa quanto & l-arabinose, ramnose, trealose, ra-
finose, amido, glicogénio, glicerina e salicina. N#o reduz nitratos
a nitritos, ndo Houefaz a gelatina, nio produz H.S, indol e acetil-me-
til-carbinol. '

Relata os meios empregados e a téenica usada, sendo esta parte
do trabalho importante, porquanto, para gque os resultados sejam
comparados com os de outros autdres, & necessirio que os métodos
empregados sejam os mesmos. S6 assim, poderemos entfo, tirar
conclusfes para estabelecer uma classificacéo.

Numerosog trabalkos foram feitos sébre a bioguimica do ba-
cilo diftérieo, verificando a maloria dos autores que o C. diphtherice
fermenta a glicese, produzindo sdmente acido, e gue a dextrina é
usualmente fermentada. Quanto aos ountros carbohidrafes, as opi-
rnides diferem, achando alguns autéres que s@o fermentados fre-
guentemente, outros que variam com a espécie estudada.

Guis-se mesmo admitir a classificacio do . diphiherice, em
grupos, baseados na aclio fermentativa dos diferentes carbohidratos.
Purant (1921) estudando diversas racas de bacilos diftéricos ver-
dadeiros, diz que tédas fermentam a glicose e levulose e que a acéo
sdbre a glicering, galactose, maltose, sacarcse e dextrina varia se-
gundo os tipos, o que permite fazer a distincdo entre éles,

Park, Williams e Mann de acérdo eom os {rabalhos de Durant,
estabeleceram b {ipos citados por Bergey no seu Manual,

Maltose, Dextrina, Glic. (Galact, Sacar.
Tipo I — American (n.° 8) i - — — e
*  II — Durant — —_ B o o
* o+ IIT — Nodset - 4 . - —
* IV — Benjamin -+ -+ -k + _—
+ + —

" ¥V ~— Subeaux 4 -+

Macl.eod, baseado na morfologia da eolénia e na acfio fermen-
tativa, divide em trés iipos: um que fermenta dextrina, amido e gli-
cogénio e dois que néo fermentam ésses dois ultimos earbohidratos.

Tendo estado o servico de difteria a nosso cargoe, julgamos in-
teressante fazer consideracbes sGbre algumas propriedades hioqui-
micas de 1.452 amosiras de Corynebacterium diphtherice por nds
isoladas e identificadas.

Antes, porém, vamos descrever os métodos por nés usados.
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As amostras aqui esiudadag, foram iseoladas na maloria de
deentes de difteria recolhidos ao hospital de Isolamento “Emilio
Ribas”, sendo que 283 foram verificadas pela Dra. Jandira Planet
do Amaral, do Instituto Butantd, a viruléncia e a toxigenicidade,
Foram tédas elas identificadas pela sua morfologia, eomo bacilos
diftéricos tipicos e 86 depois de verificar a sua purezs € que foram
estudadas as suas propriedades bloqmmlcas

Empregimos também as culturas Park 8 e as n. 3885 “Gravis”,
3990 “Mitis” e 8988 “Intermédius™, da colecdo do Instituto Lister,

OBTENGAO DE CULTURAS PURAS — B’ &ste um ponto importante,
- E’ necessdric que se tenha certeza de que as culiuras se achem em
estado de pureza, sem o gue, og resuliados serfio falhos.

Dos tubos de Loeffler, foi feita a semeadura em placas de dgar
telurato de s6dio. Isoldmos uma ou duas colépias em meio de
Loeffler, verificando a sua morfelogia e pureza. Os casos duvido-
s08 foram reisolados, afim de podermos fer absoluta certeza de tra-
balharmos com culfuras puras. '

Propucio DE INPOL — Pesquisamos com o reative de Ehrlich
em culturas de 10 dias a 37°, em melo de dgua peptonada.

LIQUEFACAG DA GELATINA — Culfuras foram incubadas a 37°C
por 10 diag. Foi verificada a aclo sdbre a gelatina, por perma-
néncia das culturas na geladeira, durante alguns minutos.. Se nio
liguefeita a gelatina, voltavam og tubos de cultura 2 tempera-
tura de 37° por mais 20 dias, sendo entdo, pesquisada novamente,
por permanéneia na geladeira, se havia ou nfc liguefacio da
mesma,

LEITE COM LITMUS — Téenica comumente usada, prolongando-
-se o periodo de incubagiio por 10 dias.

REDUCAO DE NITRATOS — O nleio de cultura ¢ oz reagentes
foram os recomendados pelo Manual of Methods of the Society of
American Bacteriologist, - ‘

Depois de semeades, eram incubados os tubos 4 temperatura
de 37°, pesquisando-se os nitratos pela téenica ali rewmendada até
dez dias de estufa.

H.S — Foi empregado o papel acetado de chumbo, suspense na
béea do tubo contendo caldo comum. Os tubos foram mantidos na
estufa a 87° por b dias. A peptona empregada foi a de Park &
Davis, pois é sabido que a producio de H varia eom a qualidade
da peptona.
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FERMENTACAO DE CARBOMIDRATOS — Para verificacdc do po-
der fermentativo, usamos o meio de Hiss medificado, adicionando-se
o carbohidrato na proporche de 1 %, indicador Andrade ou ver-
melho neufro. A férmula é a seguinte:

1 — Séro de cavalo ... .. Ll o 206,0 om®
2 e Agua distilada ..o e 8600 cm?
B3 Peplona ... i e 0,0 gr.
4 e Fosfato di-sddico ....... .. ... 0iiuns 1,0 gr.
5 —— Fenol vermetho em sol. a 0,2% ........ 106 em®

6 ~ Carbohidrate ........ .. .ciiiiiiaan. 10,0 gr.

Téenica de preparacio:

Diluir o €dro em 600 cm?* de 4gua, ajustar ac pH 84 e adi-
cionar mais 8 cm® de sol. normal de soda. Auteclavar 20 minutos
a 120° €. Dissolver a peptona e o fosfato de s6dio nos 200 cm® de
dgua, reservados, ferver e ajuntar ao séro acima preparade. Com-
pletar 1000 em® com Agua distilada e ajustar ae pH 7,6. Ajuntar
o carbohidrato e o indicador. Hsterilizar 30 minutos z vapor
corrente.

A pureza do carbohidrato empregado é também de grande im-
portdncia, bem comd o seu poder rotatério, isto &, se & levdgirg,
dextrégiro ou inativo. Estas propriedades deverfio ser sempre
mencionadas, para gue os resultados sejam constantes e compa-
réaveis, '

Outra dificuldade, € a obtencio da dextrma pois o seu
poder de ser fermentada varia muito, eonforme ji demonstraram
Andrews e seus colaboradores em sua monografia sébre a difte-
ria (1923). Verificaram que as dextrinas do coméreic variam
quanto ac seu poder rofatério e o de reduzir, e nio existir relacio
entre o poder de fermentacdo e a guantidade da maltose. Assim,
tivemos ocasific de examinar diversas amostras, gue continham
maior quantidade de amido o que dificuliava em grande parte o seu
atagune. A dextrina por nds empregada foi a Pfanstihel Chemical
— Speeial Bacteriological (pptd from aleohol) cujo poder rotatério
& em solugdo aquosa a 1% [a] 19 = 4- 170.

D

Os carbohidratos por nods empregados foram os segumteq da

firma Pfanstihel Chemical:
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Monosacharides Disacharides: Alcool:
Pentosges ! Sacarose Glicerina
d — lactose Adonita
1 - arabinose Trealose d — manita
d — xilose Celobiose ‘duleits
1 -— ramnose d — sorbita
Trisccharides: i — inosita
Hewxoses: .
Rafinose Glicosides :
dextrose Polisacharides: salicina
d — manose L sseulina
d — galactose 1m1'1ma
d e levulose amido
PESQUISA DE CROMOGENESIS — Fol observada em tubosg de

Loeffler com pH 8, em temperatura ambiente e a 37°C.

Tivemos ocasifio de isolar e identificar 1,482 amostras, as quais,
foram tbédas identificadas como tipicas de Corynebacteriusn diph-
therice, pela sua morfologia. Tédas essas racas fermentaram a
dextrose e dexsrina,'variando guanio i dextrina na sua intensidade,
adevendo, por 8sze motive, ser feita a leitura com 48 hs., e com 72 hs.
Das 1,.4b2 amostras, 184 fermentaram a sacarose, o que da ums
porcentagern: de 12,6% e 32 o amido, ou seja 2,2%.

Das racas consideradas pela sua morfologia como pseudo dif-
téricas (B. xerosis), nenhuma fermentou a dexirina, somente fer.
mentaram a sacaroge e g dextrose. Foram inoculados em cobaias
demonstrando serem avirulentas, ndo dando mesmo reacdio local.

Das racas tipicas de Corynebacterium diphtherivce gue fermen-
taram a sacarose, algumas foram inoculadas em cobalas e verifica-
da a sua viruléncia e toxigenicidade, pela Dra. Jandira Planet do
Amaral, do Institato Butanti, tendo tédas elag demonsgirado serem
virulentas e produzir toxina. Tivemos mesmo occasifio de isolar di-
versas racas provenientes de um pequeno surtc em pessoas da meg.
ma familia. Todas elas fermentaram a sacarose, confirmando as-
sim as pesquisas epidemioldgicas, as guais filiaram os casos a um
primeiro, do qual isoldmos uma cultura gque fermentou sacarose e
era virnlenta e toxica. Algumas mesmo, isoladas da pele, demons.
traram ser bem virulentas e produzir toxina.

As vacas de C. diphiherice por nés estudadas fermentaram os
seguintes carvbohidratos: dextrose, maltose, d-galactose, d-levulose,
d-manose, dextrina e glicerina. Devemos notar que a fermentacio
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da glicerina é muito irregular quanto & sua intensidade. Algumas
racas fermentaram e coagularam em 24 horas, outrag levaram
2 a b dias, para acidificarem. Tédas elas fermentaram a glicerina,
enguanto que as de peeudo diftéricos por nés estudadag, nenhuma
fermentou.

Nio fermentaram: d-lactose, d-manita, d-xilose, adonita, l-ara-
lhinose, dulcita, d-galactose, inosita, inulina, l-rhamnose, (isodulei-
ta), rafinose, salicina, d-sorbita, celobiose, trealose e esculina. '

A sacarose foi fermentada por 148 amostras tipicas de ¢, diph-
therige. As racas que fermentam o amido sfo muito raras entre
nds; [isto estd de acdrdo com os estudos por nds feitos quanto a
‘morfologia da coldnia, pois a forma grovis & muito rara na cidade
de 3. Paulo. -

Das nossas observacies, ndo resta davida ser a dextrina um
elemento bdasico na identificacdo do C. diphtheriae, pois de 1.452
amostras por nés isoladas, nenhuma deizou de a fermentar. O mes-
mo aconteceu com as racas Park 8 3.985 grawis, 3.990 mitis e
3.988 intermedivs, do Instituto Lister. :

2

Acreditamos, gue as diferencas observadas por outros autbres
gquanto & fermentac@o désse carbohidrato, possam talvez ser levadas
em conta da qualidade do carbohidrato usado. Tivemos ocasifo de
experimentar diversas marcas e partidas do mesmo fabricante, as
quais eram sempre impuras, contendo em grande parte granulos de
amido o que dificultava a acBo do baeilo. A dextrina usada por
nés, foi sempre verificada a sua pureza e controlada com racas que
nio fermentam észe carbohidrato (B. xerosis), para termos & garan-
tia absoluta do seu perfeifo funcionamento.

A ‘glicerina é também um bom elemento na classifieacio dos
bacilos diftéricos, pois t6das as amostrag tipicas de C. divhiheriae,
a fermentaram, enquanto que, das nfo diftéricas, nenhuma raca pro-
duziu aecido. As racas Park 8, 3.985, 3.990 e 3.988 também
fermentaram a glicerina.

Bergey, citande os trabalhos de Park, Williams e Mann diz
que ¢ Park 8 néo fermenta glicerina e galactose; no entanto, as nos-
sas observacoes demonstraram que, ndo sd essa raca, como as de nu-
meros 3.9285, 3.990 e 3.988 também fermentam a glicerina e ga-
lactose. :

Pela fermentacio pedemos separar o C, diphtherice em 3 grupos:

I — fermentando dextrose e dextrina e n#do fermentando a
sacarose, ‘
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IT — fermentando dextrose, dextrina e saearose.
11T — fermentando dextrina, dextrose € amido.

NITRATOS- — As racas por nds examinadas; t6das reduziram
nitratos & mnitritos. Os nossos resultados estdo em desaedrde
~com Bergey — Manual of Determinative Bacteriology, 5.% ed., 1939,
0 qual diz que o C. diphtherice n3o reduz nitratos. :

Fsta de acdrdo com as observaghes de Topley e Wilson e
Frobisher, os quais verificaram que tddas as ragas reduzem ni-

tratos & nitritos. Verificamos, no entanfo, que a raca 3.985
gravis &, 3.990 mitis do Inst. Lister reduzem nitratos tardiamente.

A téenica por nés usada foi a mesma empregada por Frobisher
e descrita no Manual and Methods of the Society of American
Bacteriologist. '

INDOQL = Todag as racas deram reacio de indol negativa
pelo reative de Ehrlich. As nossas observagdes estfio de acdrdo
com Topley ¢ Wilson, Bergey e Frobisher,

.8 — A producio de hidrogénic sulfurade varia de intensi-
-dade, sendo que nas racas tipo gravis a producfio foi em geral! mais
acentuada e nas racas tipo mitis, fol onde houve maior ndmero de
producdes minimas e negativas.

TL.ehmann e Neumann, ddo como produzindo H,S o €. diphtherice;
Bergey, em seu Manual, nada refere a ésse respeito e Frobisher
diz, que todas as racas por éle examinadag, nic produziram H.S.
Egsa divergéncia, talvez seja devida & qualidade da pepiona usada,
no método empregado,

GELATINA — Todas as amostras por nds verificadas, nfo
Tiquefizeram a gelatina, estando de acbrdo com as verificacfes fei-
tas por outros autdres.

LEITE COM LITMUS — As racas verificadas ndo meodificaram o
meio ou acusaram uma ligeira acidez, estando as nossas observa-
«¢oes de acdrdo com as de outros pesgiisadores.

CROMOGENESIS — Varios autres tém observado pigmentacio
em certas eulturas de C. diphtherice. Pigmento de cbr amarela, se
produz quande semeadas no soro de Loeffler, na temperatura a 379
e na ambiente, sendo mais intensa nesta. As nossas observacdes
confirmam as de outros autdres, pois, verificimos a existénela de
‘pigmentos nas culturas, quando semeadas em meio de Losffler de
reacao alcalina e guardados na temperatura ambiente ou a 372,
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RESUMO

Foram identificadas pela sua morfologia, 1,452 racas come
tipicas de Corynebacteriuwm diphtherice, as quais fermentaram dex-
trose e dextrina, tendo a fermentacio desta variado de intensidade,
algumas fermentaram a sacarose, cutras o amido.

As que foram classificadas como pseudo-diftérico (bacilo xe-
rosis) n@o fermentaram a dextrina, tendo fermentado a dextrose e a
sacaroge. Tendo sido inoculadas em cobaia, estas racas de pseudeo-
diftérico, nfo mataram nem produzivam reacfo local, demonstrando
asgim serem avirulentas.

Foram inoculadas, também, diversas racas tipicas pels morfo-
logia de O, diphtheriae que fermentaram sacarose, tendo elas demons.
trado serem virulentas e tdxicas. Foram isoladas racas, de diver-
$08 €as0s em uma mesma familia, filiadas a um primeiro caso, do
gual tinha sido isolada uma cultura de C. diphtherice, que fermen-
fou sacarose e era virulenta e téxica.

Tadas as racas clagsificadas como O. diphtherice, fermentaram
a glicerina com mailor ou menor intensidade, enquanto que. as de
psendo-diftérico nfio fermentaram éste carbohidrato.

Das 1.452 racas de . diphtherice, 184 fermentaram sacarose
o que di uma percentagem de 12,69 e 382 amide, ou seja 2,2%.
As racas que fermentam o amido (tipo gravis) sio muito raras
em SBo Paulo, o que concorda com os nossos estudos de clagsifica-
cdo dos tipos, pela morfologia das colBnias.

A dextrina pode ser considerada elemento bhasico na c]asmﬁ-
cacho dos diftéricos, pois das 1,452 ragas nenhuma deixou de fer-
menta-la, apesar de variar de intensidade, tendo procedido da mes-
ma maneira as racas Park 8, 8.985 (Gravis), 3.990 (Mitis) e 8.988
{Intermeding) do Inst. Lister.

A pureza do carbohidrate empregado é de grande importineia,
bem come o seu poder rolatdrio. Estas propriedades deverfio ser
sempre mencionadag para gue og resultados sejam constantes.

A qualidade de dexirina empregada ¢ importante, pois o seu
peder de ser fermentada varia muito, conforme ja verificaram ou-
tros autbres. Foi usada a dextrina Pfanstiehl Chemical — Special
Bacteriological (pptd from alcool) cujo poder rotaidric é em so-
luedio aquesa a 19 [a] 19— + 170,

S

Todas as racas que foram classificadas eomo C. diphtheriae

fermentaram: dextrose, maltose, d-galatose, d-levulose, d-mano-
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se, dextrina e glicerina algumas a sacarose, cuiros ¢ amido. Nio
fermentaram: d-lactose, d-manita, d-xilose, adonita, l-arabinose,
dulcita, d-galatose, inosita, inulina, l.rhamnose (isoduleita) rafinose,
-salicina, d-sorbita celobiose, trealose e esculina. Todos os carbo
hidratos usados foram Pfanstieht Chemical.

Podemos pois, pela fermentacfo, bepa,rar o Corynebacterium
diphtherige em 3 grupos:

1 — Fermentando dexfrogse e dextrina nfo fermentando sa-
carose,

II — Fermentando dexiroge, dextrina e sacarose.
11 — Fermentando dextrose, dexirina e amido.

Tadas as ragas reduziram nitratos a nitritos, nenhuma deun
indol, na producfio de H,S variaram de intensidade, nao liguefize-
ram a gelatina, acusaram ligeira acidez em leite litmus e quanto a
cromogénesis, algumas mostraram pigmento amarelo.

Queremos assinalar os nossos agradecimentos a D.2 Maria da
Coneeiciio Nistal pelo auxilio que nos prestou na parte técnica dés-
te trabaltho. -

ABSTRACT

They were indetified by their morphology 1452 sfraing as
typical Corynebacterium diphtheriae which fermented dextrose and
dextrin, having this one the fermentation varying in intensity. some
fermented saccharose and other starch. ‘

Those which were classified as pseude diphteria (xerosis
bacillus) dit not ferment dextrin, but, fermented gluccse and
saccharose. The strains of pseudo diphteria, when inoculated in
guinea pigs, did not kill them, having not even produced a local
veaction, thuc; proving their avirulence,

- Also there have been inoculated various qtram% typical by their
morphology to C. diphitherice which fermented saccharose, then
proving 1o be virulent and toxic. Straing were isolated in various
cages in a same family, descending from a first case, of which a
strain of . diphtheriae had been isolated, which fermented saccha-
vose and wag virulent and toxic.

All the straing as C. diphtherice fermented glycerine with more
or less intensity, while the pseudodiphteria bacillus did xzot ferment
this carbohydrate.
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In -1452 strains of €. diphtherice 184 fermented saceharose
which gives a percentage of 12,6% and 32 starch or 2,2%. The
strains which fermented strarch (iypo grovis) rarely occurs in
S&o0 Paulo, which is in accordance to our studies of the classification
of types, by the morphology of the colonies.

Dextrin may be considered as a basic element to the classifi-
cation of the diphteria bacillus, as of the 1452 strains all have
fermented it (none hag failed to ferment if), in spite of the different
intensities, having behaved in the same way the strains Park 8, 3985
(Gravis), 3990 (Mitis) and 3988 (Intermedius) Trom the Lister
Institute. - .

The purity of the carbohydrate used is of great importance,
as well as its rotatory power.

These characteristics should be alwéy's mentioned in order the
results may be constant.

The brand of the dextrin used is important, as its pewe'r of
fermentation changes with quality, according to the various authors.

There was used dextrin Pfanstiehl Chemital — Special Bac-
teriological (pptd from Aleohol), the rotatery power of which in
19
a water solution in 1% ( ) — to - 170.
: D

All these strains which were classified by their morphology
to Corynebacterivmn diphtherive form acid from dextrose, maltose,
d-galactose, d-levulose, d-manose, dextrin and glicerine; some stra-
ins also ferment zaccharose and other starch. No acid from d-lac-
tose, d-manitol, d-xilose, adonitol, l-arabinose, dulecitol, d-galactose,
inositol, inulin, l-rhamnose (isodulcifol) rafinose, salicin, d-sorbitel
celobiose, trealose, esculin., There was used all carbohydrate from
Pfantstiehl Chemical.

Therefore we may separate the Corgunebacterium diphtheriae
in 3 groups according to the fermentation:
I — Fermenting dextrose and dextrin, but not saccharose,
Il — Fermenting dextrose, dextrin and saccharose.
IIT — TFermenting dextrose, dextrin and starch.
Alls straing were reduced nitrit, indol not formed, hydrogen

sulfid was produced, varying in intensity, no gelatin liquefation,
litmus milk slightly acid. Some strains showed vellow pigment.
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I — IMPORTANCIA DA IDENTIFICACAQ DO8 ESTAFILOCOCOS
PATOGENICOS

L
{

A identificacdio dos estafilococos patogénicos fem preocupado
muito os pesquisadores em virtude da frequenie necessidade de se
estabelecer se um dado estafilococo determinou ou é suscelivel de
determinar um proeesso patolégico.

A solucio de um problema dessa ordem, indubitavelmente, &
de suma importineia, guer sob o ponto de vista clinico, guer sob o
aspecto higieno-sanitario, ou 'ainda mesmo quando se {rata da clas-
sificacio bhacteriolégica désses germes.

Em 1926, Daranyi ocupou-se do estudo dos estafilococos pato-
géniecog com a intencfo de separd-los dos nio patogénicos. Achava
“gste autor que os estafilococos provenientes do meio ambiente eram
frequentemente ineriminados como patogénicos, dado o descuido
com que se aplicavam os processos de identificacdo. Sem divida
alguma, apdés o isolamento de um estafilococo do sangue, Hquor,
urina, das lesdes da pele e anexos e dos processos inflamatérios em
geral, é necessdario uma prova rigorosa de laboratério para o es-
tabelecimento de sua aclo patogénieca.

Como sabemos, da confirmacao ou n#o desta acho do germe,
vai depender uma resclucho terapéutica que, deixada de ser tomada
a tempo, poderia comprometer a vida dum paciente,

Por outro lado, a ocorréncia frequente de estafilococos em pro-
dutos alimeniicios constitue um problema importante de saude pi-
blica, em vista das intoxicacdes alimentares que ésses germes po-
dem determinar por meio de sua enterotoxina, conforme verificaram
Slocum e Linden. No servico rotineiro de contrdle bacteriolégico
de carnes, conservas, leite e seus derivados, doces, etc., contamina-
dos por estafilococos, percebe-se a necessidade absoluta de uma pro-
va especifica, simples e rapida, para diferenciar og patogénicos dos
nio patogénicos. Numa prova dessa natureza, assim julgamos,
deve residir o critério simples e cientifico, para aprovar ou conde-
nar, sob o ponto de vista bacleriolégico, qualguer produfo alimen-
tfeio contaminado por estafiloeoco.

Com relacdo & classificaciic désses germes, evideniemente &
mais importante o critério de patogenicidade gque o de pigmentaclo
das culturas. Em realidade, na pratica, mais interessa ao médico
e a0 sanitarista saber se um dado estafilococo é patogénico ou nio,
do que se & Staphylococeus aureus, Stophylococcus albus ou Sla-
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phylococcus citréus, uma vez que os estafilococos brancos podem
ser patogénicos, embora os dourados o sejam com mais frequéncia.

A pigmentacio, que tem sido o critério geral de classificacio,
parece ndc ter tanta importlncia, admitindo-se que um Staphylo-
coccus oureus possa, em dadas condicbes, perder seu pigmento
dourado.

Come critério de classificaciio é preciso considerar, pelo menos,
uma propriedade especifica e eonstante do germe, parecendo servir,
neste caso, a prova da plasmocoagulacio que adiante estudaremos.

Considerando a especificidade, a constdnecia e a simplicidade
desta prova, Fairbrother dividiu os estafilococos em Staphylococeus
pyogenes e Staphylococcus saprophyticus, chamando a atencéo para
o fato de Bergey, no seu manual de 1939, ndo ter ainda considerado
tal prova na clagsificagio dos estafilococos,

H . METODOS DE IDENTIFICACAC DPOS ESTAFILOCOCOS
— PATOGENICOS

Numerosos t8m sido os métodos propostog para a identificacdo
‘dos estafilococos patogénicos, Vamos passar em revista os princi-
pais, para depois estudarmos, no capitulo seguinte, o método que
mais nos interessa, o da plasmocoagalagéé,

A, ~— MORFOLOGIA

A morfologia dos estafilococos tem certa importdncia para a
verificacdo da sua acio patogénica.

Bier, em 1932, chama a atencho para éste fato, achando que a
morfologia bacteriana muito orienia na distincio entre os estafi-
lecocos sapréfitas e patogénieos,

(g primeires, também por éle chamades de saprococos, sdo em
geral do tipo' g (grosseiro) ou do tipo m (médio), enquanto gque
os chamados piococos, sfio em geral do tipo d (delicado).

Refere éste autor gue em 30 saprococes da pele, 11 foram do
tipo g, 16 do tipe m e 3 do tipo d.

A morfologia, como vemos, é um cardter simples, mas um
tanto falho, dependendo, ainda, de um fator individual, a avaliacio
do tamanho e forma das células bacterianas,

‘B. — PIGMENTAGAG

Numerosos autbres relacionam a aclio patogénica do estafilo-

Y

coco & pigmentacfio dourada das coldnias.
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O ecarater de pigmentacio das eolénias, podemos dizer, & fa-
the, quando relacionade 3 aclo pafogénica ou nio do estaﬁloéoco
nisto concordando s maioria dos autdres.

J4 tocdmos neste assunie, guande dissemos do seu relativo va-
lor na classificacio.

Kemkes, em 1928, estud&ndo 42 amostras de estafilococos plas-
mocoagulantes, verificou que déstes, 4 'S. albus provinham de fu-
runculos e abeessos e 8 8. citreus provinham respectivamente de
furincnlo, abeesgo e sinusite.

Bier, em 1932, observou que a maioria das amostras patogé-
picas é cromogénica, pois, em 30 amostras patogénicas, 27 eram dou-
radas ¢ apenas 3 branecas, enquanto que em 33 sapréfilas, 26 eram
brancas.

Chapman g outi’@q em 1984, \rerlfmaz‘am gue a pigmentacio
deurada, a hemdélise positiva e a presenca da acfo plagmocoagu-
lante ddo o carafer de patogenicidade.

 Cruickshank, em 1987, observou que, relacionada & hemolisina,
a acio plasmocoagulante estd presente em racas patogénicas, quer
do tipo dourado, quer do tipo branco. Verificou que em 120 racas
de 8. aureus, apenas uma nio foi plasmocoagulante, mas, por outre
lade, de 50 racas de S. albus 20 foram plasmocorgulantes.

Fairbrother, em 1940, concluiu que a pigmentaciio ndo deve ser

eonsiderada o suficiente para se afirmar gque um estafilococo é ou
nfo patogénico.

Em 1942, Dienst ¢ Augusta, usando Agar ielte a 10%, obser-
varam boa ngmez’zt&gao das culturas, verificando gue somente 3
em 86 amostras plasmocoaguliantes eram S. albus.

C. — LIiQUEFACAO DA GELATINA

.

Em 1926, Daranyi, experimeniou a prova da liguefaciio da
gelatina, terminando por abandonar o método, pois concluiu que
ndo dava resultados satisfatérios.

Em 1932, Bier, citando Daranyi, discordou déste Gltiwo, pois,
em 30 amostras patogénicas, 29 liquefizeram a gelatina.

Varios autores concordam com os resultados de Daranyi e ou-
tros estdo de acirdo com os achados no sentide oposto.

Achamos que a prova da liquefacio da gelatina, embora possa
auxiliar na identificacfio dos estafilococos patogénicos, € yma pro-
va relativamente demorada ¢ eujos resulfados dependem, também,
da qualidade da ge}\a‘ima gsada.
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D e COAGULACAO DO LEITE

Daranyi observou gue 2 coagulacio do leife € uma prova maito
eficaz, pois, de 80 racas que coagularam o leite, 29 provinham de
foeos patolégicos. A coagaldgéo do leite, segundo Daranyi; se re-
vela de 1 a 7 dias na estufa, a 37°, sendo que algumas racas pa-
togénicas coagulam nos 3 primeiros dias, enguanto que racas iso-
ladas do melo ambiente coagulam, em geral, ao 7.9 dia.

4, ainda, o estafilococos saprofitas que néo coagulam o leite,
como também, hi os patogénicos, fortemenie hemoiiticos e nio
coagulantes do leite.

A esterilizacfio do leite deve ser feita por tindalizacio e hé
necessidade de um tubo contrdle, para se ter a certeza de gque o
leite nfio coagulou por si s6, por um defeifo de esterilizacio.

Fm 1932, Bier critica as conclus@es de Daranyi, dizendo ser
a prova de ecagulacio do leite m4, entretanto. em 30 ragas patogé-
nicas por éle estudadas, verificou coagulagio do leite em 25.

Em 1937, Cruickshank obteve com 40 racas patogénicag — 40
provasg positivas para coagulaciio do leite, enguanto que, em 30 ra-
cas nio patogénicas, 9 coagularam o leite.

Em nossas experiéneias obtivemos os seguinties resuitados:

28 coagularam o leite entre 2 e 7 dias
De’ 36 estafilocosos patogénices 7 nao coagtlaram o leite (eulturas n.os
3.4-8-21-28-26-43) .
" De 7T estafilococos nio patogénicos 4 cfiagularam (cuituras n.os 30-56-38-39)
. 3 nfo coaguiaram
Diante de tais resultados, podemos concluir que a prova de
coagulaciio do leite, além de nfio especifica para o estafilococo, nfio
reveln uma propriedade constante dos estafilococos patogénicos,
bem como pode ser positiva para os nfo patogénicos.

K. — PROVAS DE FERMENTACACQ

Com relagio & fermentacio dos carbohidratos pelog estafilo-
cocos patogénicos, a maioria dos autdres tém dado algum valor ape-
nas 4 manita e 4 lactose.

Bier, em 1932, da pequeno valor & fermentacfio da manita, como
elemento de diferenciacfio entre estafilococos patogénicos e saprofi-
tas. Verificou que os estafilococos n&o patogénicos podem fermen-
tar a manita, embora os patogénicos a fermentem eom maior fre-
quéneia. ' ' '
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Em 1937, Cruickshank, fazendo prova de fermentacio com a
manita e com a laetose, obteve positividade com tddag as amosiras
plasmocoagulantes. Verificou, por outro lado, em 80 racas sapré-
fitas, 23 de poder fermentative para agqueles carbohidratos (12
para a lactose e 11 para a manita), sendo que de t6das estas ragas
sapréfitas, nenhuma foi plasmocoagulante.

Em 1940, Fairbrother, estudande a fermentacéio da manita, econ-
chiiu-que os estafilacocos patogénicos fermentam-na até 3 dias, en-
quanto que os sapréfitas a fermentam tardiamente,

Em 1941, Chapmann e Berens, concluiram que raramente a
plasmoecoagulacio positiva existe em amostra nfo hemolitica e nio
fermentativa para a manita.

Trabalhando eom 36 racas patogénicas e 7 racas sapréfitas,
obtivemos os seguintes resultados:

das 36 racas patogénicas, fodas fermentaram a maniia;

4 fermentaram a manita — culturas n.os 80-

das 7 racas ndo patogénicas 15 36-88-40,
i

3 ndo fermentaram

Com velacio & lactose, os resuliados foram:

}33 fermentaram a lactose

das 36 ragas patogénicas 2 nio fermentaram — culburas n.os 12-14-31.

das T ragas né,é pratogénicas { 3 nio fermentaram a lactose
i ‘ 4 fermentaram — culturas n.os 30-36-38-39.
Como vemos, embora a fermenfaclio da manita e da lactose
possa ser um Indice de gue a raga de estafilococo é patogénica, a
fermentaciio pelas racas pfo patogénicas fira muito do valor da
prova, '

F. — PROVA DO ACAR-VIOLETA

Chapman e Berens estudaram esta prova, comparando-a com
@ da hemdlise e a da plasmocoagulacio. . . )

Consiste ela em se obter cultura do estafilococo em Adgar-
proteose-peptona com cristal violeta a 1:300.000. Depois de estu-
darem a téenica da prova, concluiram gue sdmente as coldnias com
franjeado violeta sBo patogénicas. Apresenta esta prova o incon-
veniente de nidc ger muito pratica, necessitando melo especial que
deve ser preparado na ccagido do uso '
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G. — PROVA DE AGLUTINACAO.

Noguehi ¢ outros empregaram esta prova para diferenciacio
entre estafilococos patogénicos e nio patogénicos.

Koch e Fisher, citados por Daranyi, também usaram esta pro-
va, verificando resultados pouco nitidos, sendo os cocos piogénicos
muitas vézes inaglutinaveis.

Em 1940, Fairbrother, referindo-se 4 técnica de aglutinacio se-
gundo Cowan (1939), diz ser tal prova de resuliados falhos. Dados
os maus resultados nfo mos utilizamos desta prova.

H. — PROVA DE BACTERIOFAGIA

Em 1932, Bier estudou a sensibilidade dos chamados piococos
a0 bacteriéfago H de Gratia, concluindo ser ela uma prova relati-
vamente falha. Em vista do pequeno resultado que tem demons-
trado, nio a experimentamos. '

I. « PROVA DA HEMOLISE

E’ o processo mais antigo de identificaciio dos estafilococos
patogénicos, achandc os autdres que éstes devem ter o poder de
lisgar hematias. A prova é feita em placas de 4gar-sangue e
a sua execuclo nio é tio facil como parece.

J4 se tem discutido qual a conceniracio em que as hemétias
devem ser adicionadas ao dgar, e Daranyi, que estudou bastante o
assunto, chegou a uma coneclusio que nos parece contraditdéria. As-
sim, o citado autor, criticando Schotftmiiller por ter empregado agar
sangue em uma concentracio excessiva (B ce. de agar para 2 ce.
de sangue humano), diz também que a concentracio muito baixa,
1 a 2%, torna ficil a hemdlise para qualguer germe sapréfita,
Conelue, entretanto, aconselhando que se use Agar-sangue 8 1%
(sangue de coelho}, 0 que nos parece uma perfeita contradicio; da
a prova de hemélise ym valor secundério. '

~ Em 1932, Bier fez também provas de hemolise para estudar os
estafilococos, usando 4dgar-sangue a 109 (sangue de carneiro).
Verificon que de 30 amostras provenientes de pus, 26 foram hemo-
liticas e que de 33 amostras de pele apenas duas produziram he-
mblise. Ch‘apman e outros acharam que a prova de hemélise é -
insuficiente para se afirmar ou negar se um germe tem ou néo
acio patogénica,

Cruickshank recomenda que a prova de hemdlise seja feita com
heméatias lavadas, afim de se evitar a influéncia da imunidade
do animal. '
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Fairbrother é de opinifio que esta prova é mi: sapréfitas po-
dem dar positiva, ¢ patogénicos negativa. Aproveitando nosso ma-
terial, experimentimos também &ste método de identificacfio dos
estafilococos patogénicos. Num primeiro ensaio, verificAmos que
a prova é mais sensivel gquando se usam hemétias lavadas de coelho,
ao invés de hemétiag de carneiro. Em placas de agar sangue de
coetho a 5%, o germe fol semeado com fio de platina, em estria,
levado & estufa a 379 durante 24 horas, permanecendo i tempera-
tura ambiente até completar 48 horas, sendo a leitura feita em mms
de drea de hemdlise,

" Nossos resultados foram os seguintes: _
das 36 racas patogénicas, 35 eram hemoliticas e apenas uma
Gnicas-nfo determinou hemélise, cultura n.9 31, isolada de salsicha
gue havia determinado grave intoxicacfo alimentar (enterofoxina).
As 7 racas sapréfitas nfio determinaram o mais leve grau de he-
mélize,

J. = PROVA DE INOCULAGAD EM ANIMAIS

Daranyi, citando varios autbres, considerou as diferentes técni-
de incculacho (venosa, intramuscular, subeutdnea, ete.), resolvendo
usar a técniea de inocuiar subcutaneamente na face interna da coxa
de coelbo, Com éste método, diz ter oblido melhores resultados.

Kemkes usou o método de inoculagio intraarticular e obteve,
tambem, resuliados satisfatdrios.

Chapman e Bereng usaram o método classico de inoculacao
de 1 ce. de cultura em caldo de 24 horas, endovenosamente, e obti-
veram resultados falhes,

Cruikshank, usando o mesmo método, verificou que de 40 ra-
cas pafogénicas, apenas 21 causaram morte de coelhos {pouco mais
de 509%). v 7

Para uma primeira prova de inoeualacio, lancimos mio de 10
enelhos adultos nos quais inoculamos endovencsamente 1 ce. de cul-
tura em caldo comum (24 hs. a 37%).

Empregamos 10 racas patogénicas e obtivemos a morie apenas
de 3 coelhos, '

]

Dag 10 ragas | 38 deferminaram merie de coelhos — culturas n.o¢ 56 e 37.
patogénicas | 7 ndo mataram os coethos — culturas n.o 5-4-7-33-34-35 e 41. B

QOutras vias experimentadas deram resultados menos satisfato-
rics ainda (subcutinea, ocular, infradérmiea, ete.).
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Com estas mesmas racas patogénicas resolvemos inocular ca-
mondongos, intraperitonealmente, com a dose de 0,5 cc. de suspen
sao de estafilococos em solucfo fisiolégica.

Og resultados sdo os seguintes: _
Das 10 racas ;| 4 deferminaram morte de camondongos — n. 48737,

patogénicag | 6 ndo determinaram a morte — n.os 3-5-33-34-35-41.

Concluimos, depois da comparacfio feita enire os resultados da
prova da plasmocoagulacio com os da prova de inoculacio gue:

1.2 — a julgar pela origem da raca estudada, a prova de
inoeulacfio em coethos foi falha 7 vézes em 10;
2.2 — admitindo-se o contrario, isto é, que as racas de fato

nfo sejam patogénicas, teriamos que concluir gue prova alguma
poderiz servir & identificaciio dos estafilocoeos pitogénicos, senio
& de inoculaglo em animais, pois que plasmocoagulacio, hemolise,
fermentacéio de aclcares e coagulacio de leite foram positivas nos
casos em que a inoculacio fol negativa;

8.9 — pode-se admitir ainda que a prova de inoeulacio resu}ie
'posatwa quando o animal for suscetivel ¢ quando 2 viraléncia da
culiura nio estiver atenuada. Possivelments as 3 racas que mata-
ram o coelho se encaixam nesta hipdtese.

4.9 - somos partidirios, pois, da opinifio de gue a prova de
inoeulagiio para ser bem julgada, deverid ser feita com animais
isentos de imunidade para o estafilococo, o que néo & tdo faeil de
obter. Dla sua pouca seguranca, podemos concluir pelo fato de que
namercsos autbres a tém esfudade e ndo tém obiide bons resulta-
dos. Relembremos, por exemplo, Cruickshank, que, com 40 racag
isoladas de fotos patolégicos, apenas pouco mais de 50% (21 ra-
¢as) delerminaram a morte de coelhos.

Contra a prova de inoculacdo, falam ainda as suas variantes
de téenica, em grande nimero: prova de inoculacio subcutinea;
inoculacio intramuseular; inoculacfio 111traart1cu§ar' inoculacdo en-
dovenosa; inoculacio intradérmica, ete.

11T — PROVA DA PLASMOCOAGULAQ.&G
A, — GENERALIDADES —~ IMPORTANCIA

A prova da plasmocoagulacio, segundo a maioria dos autbres,
foi descoberia por Hans Much, em 1808, Logh, em 1903, havia
estudado a influéneis de certas baciériag na coagulaciic do plasma,
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concluindo que o S. pyogenes aureus tem aclo especifica na coagu-
lacio do plasma e que isto se dava possivelmente pela aclo de um
&nzima. ‘

v Fazendo justica, achamos que a prova da plasmocoagulacao nio
deve ser chamada prova de Much, mas sim prova de Loeb-Much.

Much estudou a prova e sua téenica, porém, ndo Ihe deu im-
portdncia como prova de identificacBo para estafilococos patogéni-
cos e ndo citou o {rabalho de Loeb.

Poateriormente, Daranyi estudou muiio bem a prova, compa-
rou-a com outras {coagulacdo do leile, hemdlise, fermeniacio de
aclcares) e concluiu gue somente coagulavam o plagma, os estafi-
focovos provenientes de processos supurativos,

Kemkes também concluin gue a plasmocoagulacdo tem grande
valor na identificacdio dos estafilococos patogénicos. A seguir, vém
os trabalhos de Gratiaza e Vanbreuseghen, que estudaram mais sob
o ponto de vista do mecanismo de acdo. Finalmente, vém os au-
téres americanos que a t8m estudado sob o zjont@ de vista ftécnico,
Wallston, Neter ¢ Chapman, e tém concluido eomo sendo a ma-
Iher prova para a identificaciio dos estafilococos patogénicos. Hntre
nos, Bier estudou-a ¢, comparando-a com as demais provas, concluiu
gue & a melhor.

Nég estudamos a preova de plasmoccagulacio sob o ponto de
vista de sua técnica e procuramos compari-la com outras provas.

B, — TECNICA

1 — Generalidedes: As técnicas . empregadas sfo  varias
mas os resultados referidos pelos seus auitfres sfo semelhantes.
Alguns ysam sangue lotal oxalatado, outros usam-no citratado, Os
autores modernos usam, ha maloria dos casos, o plasma citratado
ou oxalatado, plasma puro ou diluido com solucho fisiologica. Ex-
perimentimos a téenica do sangue total e verificdmos gue a leiturs
ge torna mais dificil, nfo sendo nitida a formacho do codgulo. Pro-
curamos usar o plasma citratado e éste deu 6limos resuliados, prin-

[l

cipalmente quando diluido a 1 : 5 em solucho fisiclbgica,

2 — Fotores que influem no prova: 1.° — Germes. . Se-
gundoe alruns autdres, os germes mortos tém ainda poder coagu-
lante, embora fraco. Verificimos que o8 germes mortos, centrifu-
gados e lavados nio tém acfo coaguiante sébre o plasma, sendo a
substédncia plasmocoagulante uma substincia elaborada pelo estafi-
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lococo e dependente de sua atividade biolégica. Por butro lado,
apds cultivo do germe em meio adequado, a substinela pode agir
mesme apos squecimente a 60° durante meia hora, com a morte
do germe, portanto (prova de esterilidade); foi o que obtivemos
principalmente com culturas de 5 a 10 dias em estufa a 37°.

Com relacio 3 idade das culiuras de estafilococo, sabe-se que
o 6timo é a cultura em caldo comum, 24 horas, a 37°. As culturas
congervadas no laboratério podem dar a prova positiva mesme apés
aros. Kemkes encontrou uma raca com plasmocoagulagiio positiva,
mesmo-apds 10 anos de seu isolamento de um furtnculo. Usimos
também culturas conscrvadas ha mais de 10 anos no laboratério e
os resultados foram positives. Em nossas provas usimos culfura
em caldo comum duranie 24 horag a 37° mas obtivemos o mesmo
resultado quando a cultura em calde ficou vérios dias & fempera-
tura ambiente, sendo que uma das culiuras deu reacio positiva mes-
mo com & idade de 8 meses.

A quantidade de germes, dentro de certos limites, ndo influe na
positividade maior on menor da prova. Segundo Fisk deve-se usar
V gotas (medidas com pipeta de Pasteur) de uma cultura em caldo
de 24 hs. a 37°  Com esta téenica obltivemos bons resultados.

2.0 e Meio de cultura. Como & malor parte dos autdres, 2m-
pregdmos o calde comum para a prova, semeando o germe na
-véspers, deixando na estufa a 37° e fazendo a prova no dia se-
guinte. O uso de ealdo glicosado impede o fendmeno de coagulacio
segundo a maioria dos autbres, o gue foi também por nds verificado.

3% — Plasma, songue € anlicougulantes. Usdmos o plasma
com melhores resultados, por permitir leitura mais facil, dando con-
gulaclo bem nitida. O sangue total também node ser usado. Em-
pregimos como anticoagulante o citrato de sédio a 3,8% na propor-
¢80 de 1 :5. Fizemos prova com plasma de vérios animais e obti-
vemos resultados com todos éles, menos com o plasma de cachorro.
Achamos que o plasma de coelho se presta muito bem & prova,
podendo ser conservado em geladeira, devendo ser diluide na ccasifio
de ser usado. Usimos plasma com mais de 1 més de geladeira e
obtivemos sempre os mesmos resuitados. Com plasma conservado
em geladeira por 6 meses, os resultados jai se tornam incertos.

8 — Condicdes de prova: Usémos tubos de hemélise comum.
Fizemos também provas em laminag com circulo de parafina colo-
cadas no interior de placa de Petri. Os tubos ndo devem ser muito
estreifos, pois isto pode, com o crescimento do germe em superficie,
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aearretar aprisionamento do plasma e dar lugar a erros de inferpre--
tacio (falsas reagbes). A temperatura 6tima de prova parece ser
370, sendo que a 18-20° a prova se fez quase que com o mesmo resul-
tado. Em geladeira também fizernoz a prova e obtivemos resulta-
do positivo apds varios dias,

O tempo Gtimo de leitura estd entre 2 e 4 horas e nisto tam-
bém concordamos eom a maioria dos autores. Uma prova positiva
somente depols de 24 horas, deve ser repetida para eonfirmacio.
Uma das amostras, em t6das as provas, constantemente deu posi-
tiva, apds 3 horas de estufa. O agpecto do codgule & elaro no dia
da prova e opaco no dia seguinte, em vista do erescimento dos ger-
mes. Num corte de coagulo foi verificado pelo Dr. Jodo Monte-
negre, a presenca de rede de fibrina e de germes no seu interior,
porém em maior numero na periferia.

4 — Téenica adotade: Semear a amostra em caldo comum e
deixar em estufa a 87° de um dia para o outro. Colocar-em tubos
de hemdlise 0,5 cc. de plasma citratado ¢ dilnido a 1:5 em soiucéo
fisiolégica, mais 5 gotas de cultura de 24 horas (com pipeta de
Pasteur). Levar & estufa e fazer leitura cada hora até 4 horas.
Ler também apds 24 horas de estufa.

-

O resultado é expresso em -}-b--b}-, guando a coagulacio for
total; 4+, o coagulo ocupa 2/3 do conteudo do tabo; 44, o
codgulo ccupa a metade; -, o codgulo ocupa 1/8 do conteudo; —,
nio ha formacio de coagulo.
C. — RERULTADOE OBTIDOS:
Empregando a técnica acima descrita, fizemos a prova da plas-
mocoagulacio com todas as culturas estudadas.

Ag 36 racas pa’fogénic\as determinaram, sem excecéo, coagu-
lacdo do plasma citratado.

Com as culturas nos 3 e 37 repetimos a prova de plasmocoagu-
lacio, respectivamente, 49 e 45 vézes, em ocasifes diferentes e ob-
tivemos sempre resultados idéntices,

IV — CONCLUSSES
1 — Na identificacfio dos estafilococos patogénieos, os critérios

de morfologia, liquefacio da gelatina ¢ prova de agluiinacfo, indo-
bitavelmente, sdo falhos.
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2 — Ag provag de coagulacdo do leite e-de fermentacdo da.
lactose niko apresentam espeficidade, sendo positivas tanto para ra-.
cas patogénicas como sapréfitas,

3 - A prova da manita parece ter valor apenas quando nega-
tiva, porque os estafilococos nfio fermentadores déste dlecol sio
sapréfitas, :

-4 —— A pigmentaciio tem valor relative na diferenciacio dos
estafilococos patogénicos e sapréfitas; é um cardter inegpecifico e.
varidvel.

5 — A prova de inoculacdio em animais sé tem valor gquande-
¢ animal for sensivel e nfio apresentar imunidade especifica; a cul-
tura, por sua vez, deverd ter viruléncia exaltada. Tais eondicfes
tornam a prova de pritica gifieil no sérvigo rotineiro.

8 — A prova de hemdélise com hematias lavadas de coelho é.
de ala egpecificidade e sensibilidade, constituindo dlimo método.
auxiliar na identificacido dos estafilococos patogénicos. _

T — A plasmocecagnlacio nos parece a prova ideal na identifi-
cacio dos estafilococos, dada a sua especificidade, sengibilidade e sim-
plicidade de execucfio. £ da mesma opinifio a maioria dos autdres.
que z tém esiudado. Pretendemos experimentd-la em malor esca-.
fa, até que possamos obter niimere tal de observacdes, que nos per-.
mita conclusdo sob o ponfo de vista estatistico. '

SUMMARY

1 — Morphological appearance, gelatin liquefaction and ag-
glutination tests are not satisfactory criteria for the identification.
of pathogenic staphylocoeel. -

2 — The coagulation of milk and lactose fermentation are not
speeific, showing positive resulfs both for pathogenic strains as
well as for the saprophytic ones.

3 — The mannitol test seems fo be of value only in the nega-
tive case, as the staphylococci, which do not ferment this aleohol,
are saprophytic.

4 — Of little value is the pigment production as a means of
differentiating pathogenic from saprophytic strains of staphylo-
coced, this plgmentation being a non-specific and variable biological
feature, ‘
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5 — Animal inoculation is valuable provided susceptible ani-
" mals showing no specific immunity and strains of staphylocoeci of
increased virulence are used. These conditions make the application
of the test difficult in routine work.

6 — Hemolysis of washed rabbit red blood-cells is of a high
specifieity and sensibility, being an exeellent auxiliary methed in
the identification of the pathogenic staphylococei.

7 — The coagulation of plasma seems o be an ideal test for
the identification of the pathogenic staphylococei because of its
~ specificity, sensibility and the gimplicity of its perfomance. Most
authors who have studied this subject are of the same opinion.
We intend to try this test in a larger secale until such a number
of ohbservations are obtained that will lead us to conclusions of the
statistical standpoint of this subject.
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CONTRIBUICAO AO ESTUDO DAS PASTEURELAS

. L. o+ . 1, ,. .
Grupo da septicemia hemorrigica dos animais. Hapéeie,
tipo: P. avieida (Gamaléia) Trevisan.

BRUNO RANGEL PESTANA

Chefe de subdivisio do Instituto Adolfe Lutz

ETTORE RUGAI

Biglogista do ¥nstitute Adolfo Lutz

O agente etiolégico do cblera aviirio, descrito por Perroncito
em 1878, Toussaint em 1879, fol isolado e estudado por Pasteur em
1881, que ¢ denominon Bacillus cholerae gallinarum.

Kitt, (1885) estudando os germes da septicemia hemorrdgica
de varias espécies animals, considerou-os idénticos e denominou-os
Bacterium bipolove-mullocidum.

- Hueppe (1886), féz a mesma constatacdo, propondo, porém, a
denominacio de Baclerium seplicaemice-hemorragic.
Trevisan (1887) criou para estes germes o género Pasteurelia.

LY

Lignidres (1900) denominou pasteurclose & moléstia e estabe-
leceu também os caracteres culturais, bicquimicos e tintoriais dos
germes. Este aufor reconheceu a existéneia de caracteres gerais
semelhantes entre os germes isolados de varias espécies anirﬁais, mas
gquanio 4 acio patogénica, congiderou-os cspecificos para a espécie
animal hospedeira, Dividiz entfo o3 germes em 6 grupos: I —
aves; II — porcos; III — carneiros:; IV — bois; V — eavalos;
VI — cies. Criou assim a classificacfio zoolépica com inUmeras
espécies, contrariamente a Kitt e Hueppe que 36 admitiam uma.

Matsuda (1910) pela fixag:ﬁo do compiemento, usando sores
preparados com duas inceulacdes apenas, verificou a existéncia de
especificidade zoolégica, confirmando, portanto, os trabalhos de
Ligniéres.

Contra a escola pluralista de Ligniéres, surgiram logo Cham-
berland e Johan (1906) que, baszeados na aglutinacio e na patoge-
nia contestaram os trabalhos daquele autor. ‘
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Tanaka (1926) ndo conseguin diferencar os germes por pro-
cessos bioldgicos. Pela fixacho do complemento e pela aglutinacio
concluiu gque ndoc ha relacdo entre os germes e a espéeie animal
hospedeira. Admitiu, porém, a existéneia de grupos diferentes.

Corneliug (1929) estudou 26 amostras pela absorcio de aghu-
tinings, DHvidiu 17 delas em 4 grupos. Para as 9 restantes nfo
conseguiu classificacic. Pela fixacfio do complements verificou
nao existir relacio com o animal de origem.

Yusef (1921) também pela abscrcio das aglutininas de 21
amostras estudadas conseguiu veunir 14 amostras em 3 grupos,
nada conseguindo com as demais,

Numi (1924), citade por Cernelius, considera a aglutinacfo
cruzada muito complexa.

Roderick (1822}, pela fixacio do complemento admitiu dois
grupos de germes: um constituido pelas amostras iseladas de bois e
porcog e outro censtituido pelas amostras isoladas de aves, carnei-
ros, coelhos e cobalas. A

Lal {1927}, pela fixaco do complemento em geladeira, con-
seguiu demonstrar certa relaclio entre o germe e o hospedeiro. A
diferenciaco & porém, dificilima.

Frohbise (1926) sstudou 50 amostras e concluiu que pela fer-
mentacio nic é possivel classificacio alguma.

Morch e Korgh-Lund (1930) pela fermentaciio de varias subs-
tédncias, dividiu 140 amostras em 6 tipos, nos quais se incluiram
indiferentemente racas de vArias espéeies animais. Rejeita a elas-
sificacfc de Ligniéres. ' '

Rosenbusch e Merchant (1931}, também pela fermentacio de
varias substéncias, contestam a existéneia de varias espéeies, pro-
pondo a criacho de uma Unica com a denominaciio de P, maultocidumn
Kitt, 1885. .

Khalifa (1936} pela fermeniacio da xilose, arabinose e mani-
ta, dividiu 49 amostras em 3 grupos: a) fermentador de arahi-
nose e da manita, todas patogénicas para aves: b) fermentador da
xilose; e¢) fermentader da xilose e manita. Estes dois grupos ndo
sdc patogéncios para aves. Admite a existéneia de varios tipos
mas ndo aceita a classificacio zoolégica.

Da Hteratura consultada, podemeos deduzir que:
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1.2 — Pelas reacdes sorologicas — fixacdo de complemento, aglu-
tinacdo e absorcdo de sglutininas — fol demonstrada a exisiéncia
de grupos antigenicos diferentes, mas pouco nitidos para estabelecer
ums clagsificacio.

2.0 . Qs germes comportam-se diferentemente em face das
seguintes substéncias: d-xylose, l-arvabinose, d-manitol, duleitol,
maltose, trealose. .

3.°% — A classificacfio zoolégica defendida por Ligniéres, nioc
fol confirmada.

4.2 «— Nio obstante o grande namero de trabalhos realizados,
a gquestdo da classificaciio déstes germes continua insoldvel. Os
compéndios em geral adotam a classificacBo zooldgica. O manual
de Bergey (1939) regisira 5 espécies; Haudoroy, 17; Zinsser e
Bayne Jones, 5; K. Wassermann, 5; A Svstem of Bacteriology, 9;
Topley e Wilson, 6. Porém, nenhum désses autores ensina como
diferenciar as espécies entre si, havendo mesmo espécies com pro-
priedades bloguimicas idénticas. E’ que nfio temos nenhum método
para isso. Além disso, a classificacfio zool6gica é impraticavel por
ser infinita. Terfamos uma nova espécie para cada nova espécie
animal infeccionada. '

A literatura registra vérios casos de infecc@es humanas pro-
duzidag por estes germes. A que espécies perfencem éles? Nas
condicBes atuais ndo é possivel responder, a nio ser que se crie
uma nova eapéeie: P. homiseptica. Méfodo comodoe, sem divida,
mas destituido de base cientifica.

Urge, portanto, gue se preencha esta lacuna da sizstematica.
E’ éste o sentido da contribuicio gue frazemos.

N

Os nossos trabalhos obedecem 4 seguinte ordem:

I — Relacio das amostras empregadas;

II — Classificacdo pela aglutinacio;
1 — Classificaco péla fixacdo do complemento;
1V — Classificaciio pelss pr@priedaées bioguimicas.
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I — RELACAOQ DAS AMOSTRAS EMPREGADAS:

Amostras Pasteurella
127 — Manninger .........ciieiiiiian e a et Avis,
128 — Manninger ... vierint ity #
129 —— Manninger ...t cnn et ”
151 — Imstituto Pasieur ... .. 0.t iiiiiainienann *
1716 A — Instituto Biologico 8o Paule ... ... 0. .. ..., ”
e - Instituto Biclégico (Faz, B, Visia R. Prcief ”
114 - Instituto Biolégico (isol. p/ Dr, Penha) ........ "
—  — Recebida da Dra. J, P. do Amaral ............. "
2479 — N. C. T, C. orig. do Prof. Eber — Leipzig .. .... ?
1287 — Inst Lister N. C. T. C, .....oooinan. e Bovis.
e Institnto Bioldgico ... i, i
e Instituto Bioldgico fLeme) ....vuiiiiiaiiiian. :
8863 — Instituto Biolégico (Pindamonhéngaba} ........
124 — Instituto Osvaldo Cruz — col, Dr. G. Pacheco .. ”
1 - L. R. Leite {(por interm. Dr. Vasconcelos) ..... . i
2 — L. R, Leite (por interm. Dr. Vasconcelog) :..... ?
v — Recebida da Dra, J. P. do Amaral ... ......... i
2484 - Instituto Lister ............ s Cavis.
Pirie — Por interm. Inst. Bioldgico 8. Paulo ........... Desmedilli,
322 — Inst. Adolfo Lutz (isol. de homem) ............ Homem.
1033 - Inst. Adelfo Lutz (isol. de homem) ............ ”
1876 ~— Inst, Lister N. C. T Co ottt Lepis.
2417 — Inst. LASEEr ... erreviennninennns s i
0187 — Tnst, BIol6gIo . ..ieirvne i eeiniininanns
—  — Recebida da Dra. J. P, do Amaal .............. "
491149 — Insgt. Baet, Buenos Alres ... vrvrerininnnnnn Muris.
8 — Inst. Baet. Buenos Ajfres Ars. Naval ... ........ *
— — Inst. Osvaldo Cruz — col. D, G, Pacheco ....... Myocastori,
1875 « Inst, Lister N, C. T. C. (98368} ,.............. Suis,
881 — Inst Listor ... ..ot -
Southerland — TImst. Lister ... 0000 A
T3 e Mamninger it it vt e i inin i m e ”
126 — Manninger ... ... i i i ”
368 — Inst. Osvaldo Cruz — col. Dr. G, Pacheco ...... i
4w T, R. Lelte {Por interm. Dr. Vasconeelos) ...... ¥
B — L. R. Leite {Por interm. Dr. Vasconcelos) ..... it
8w L. R, Leite (Por interm. Dy, Vaseoncelos) ...... -
6532 - I, Bioldgico .. ... e e *




PASTEURELAS 63

I — CLASSIFICACAO PELA AGLUTINACAG:

a) aglufinacio com germes vivos.

b) aglutinacio com germes aguecidos, 1 hr, & 1060°.

O sbro aglutinante foi preparado com culiuras de 24 hs., em
Agar sangue, Inicialmente culturas mortas a 60°C., 14 hora, inje-
~tadas subcutdneamente e depois na veia. Finalmente inoculagGes
endovenosas com germes vivos. Inoculacées feitas cada 4 dias.
Sangria no déeimo dia apds a UHima inoculacio.

Conforme i foi verificado por varios auidres {Langener —
1941), ha grande dificuldade para se obter soros com titulo eleva-
do de aglutininas, Dificilmente alcancamos o titulo de 1:1.600 e,
as vézes, nfo superior a 1:200. Com a amostra 1.287, boviséptica,
do Instituto Lister, nflo conseguimos mais do que 1:50 e isto, com
varios coelhos. Esta amostra  mosirou-se, depois, Inaglutinivel
com todos os soros como pode-se verificar no Protoeolo n.® 1.

As amostras produtoras de sdro foram as seguintes:

1.876, hoviséptica, Institute Lister.

Pesmodilli, Pirie.

30.914, Myocastori « recebida do Dr. F. Ahneida.

2.479, .avigéptica — Eber, Leipzig,

8 — muriséptica - Arq Naval — Inst, Eaeteriolégi;ﬁo de Buenos
Aldres.

a) Aglutinacdo com germes vivog:

As aglutinacdes foram feitas a 37°C.,, 24 hs. Ver proto-

colo n.® 1.
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ProTOCOLO N.O 1

Aglutinagdes a 37°C., 24 hs,, com germes vivos.
]
o] .-
5 e5 1 ET
Pastereula 2. g 0 1= g
B & . P a'zm
e BE N -
£ AR SE1C
TITULGS BOS SOROS AGLUTINANTES 1669 408 400 400§ 300
127~ Manninger Avis 2y B9y — - 84
28—, " sor § me ] 208 soo | sob
189 -, R sebosod 1] w0 f sm
18 — Instiiuto Pastms " 7 2001 208 F - 100
1716A — Insiituto Biolégico S. Pcm!e B a0 | — 50 1 200
—  — Inst, Biologico (Faz. B. Vista-Rio Preto) Yo 140 gy} 1061 004 800
e, » (ol pf Dr. Peaha. 1964 0] 90| 200] 800
e Receh. da Dra. I P do Amaral . 501 w8y — 50§ 800
2478 — N. € T. C, orig. do Prof, Eber-Leipzig " 104 5] 50 1 4800 100
1287 — N.CUT. C Instliuto Lisier Bovis - o - -
- - Instituto Bislogico . 160 541 106 50 1 100
- — » y» (Leme) " W] LN - -
— " " {Pmddmonhangaba) o — - — 50
124 — Instituio Oswalde Cruz . .. ” I - AN S -
i — Laboratorio Raul Leite (por mtekm‘
Dir. Vuseoncclos) » 50 — - — -
2 — L.R. Leite (p/ interm. Dr. Vascem.eios} . TSI - e 59 —
-~ Receb, da Dra. J. P. do Amaral.. » fiet] — — - 140
2484 — institute Lister . Cavis T 108 204 #il) 58 400
Pirie - porinterm, inst. 131036,9;1c0 d(\ S §~“"mio Desmaditli . 400 - — 100
1496 — N O T, O Tnstitute Lister . Tepis 18060 50 200 Bl B0
R T S " - 400 | 100 i w0 f s 400
0187 — Instituto Biclogico . » 50 B bl - 106
e Beeebida da Dra, J. P do Amdrai ., 280 56 50 . 100
481140 — Intituto Bacieriologico Buenes Aires. Muris 190 — 10 - 5060
§ .— Inst. Bacter. Buenos Alres- Ars. Naval n a60 3 068 100 — &0
—  — Instituto Oswalds Cruz . Miocasiori 50 230 206 50 160
1875 — N.'C. T. €. Ipst. Lister (98368) Suis 840 59 180 — 100
93 — " " ” 1490 —_ ol 50 5
Sntherland — . - . 160 — a0 ] bt
181 — Manniger . » — — — — —_
126 — . . » 280 o] 60 — 160
368 — Instituto Osw&ide sz . . 100 — — o 50
4 ~- L.R. Leite {p/ interm. Dr. Vasco:}ceios) > - - — — —
B— 1w n o w " 860§ BB} 0| 0] 400
S un » " 860 0 a6} 360§ 100 § GO0
6332 ~— Tunstituto Baohigzco » - — — — —
322 - Inst, Adolio Luiz {isolado de Hamem) Homem 440 o] iy - 100
W — ., . ” S0 f 100 ] 400 ] 50| 408
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O resultado demonstra que nfoc hi relaclo entre os germes e
a ¢spéeie animal hospedeira. Com o sbro da amestra boviséptica
1876, aglutinaram em titulo alto as amostras isoladas de homem,
aves, porcos e ratos; enguanto que houve aglutinacdes em haixo
titulo ou negativas com amostras bovisépticas. O mesmo comenté-
rio pode ser feitoc com os resultades dos demais soros. As amos-
tras 1287 hoviséptica, Instituto Lister; 6.582, suis, do Institute Bio-
16gico de S. Paulo, foram inaglutiniveis por todos os sores. Isto
dificults muito .os estudos por meio de aglutinacio.

Concluimos pois, que, pela aglutinaciio verificou-se que ha di-
ferenca antigénica de uma amostra para outra, mas que esta dife-
renca néo é suficientemente clara para autorizar uma classificacdio,
ndo sendo assim confirmada a classificaciio zooldgiea.

k) Classifica‘@‘ﬁo pela aglutinaciio com germes aguecidos 1
hora & 100°C.. ‘

Como ndo foi possivel uma elassificacfio pela aglutinacdo ‘com
germes. vivos, repetimog as experiéncias eom antigeno agquecido,
Nessas condicbes, a aglutinacio foi mais uniforme. As amostras
inaglutinaveis quando ndo aquecidas, foram tédas aglutiniveis. Os
resuliadios, porém, foram em geral os mesmos obtidos com germes
vivos. Por &ste motivo, deixamos de apresenfar o protoeolo da
experiéneia e o comentéirio,

I — FIXACAO DO COMPLEMENTO

A fixacBo foi feita com os mesmos soros usados para a agluti-
nacfo. Antigeno preparado com germes mortos a 60°C., 14 hora.
Como dose usamog a quantidade maxima nio anticomplementar,
Fixaclo de 134 hora a 37°C.. Sistema hemolitico anti-carneire,
Leitura feita no momento da hemélise total do tubo testemunha do
antigeno. Como na aglutinacio, os resultados foram mauito com-
plexos. Nio foi possivel, na sua base, estabelecer classificacio al-
guma e tampouco confirmar a classificaciic zooldgica. Também
nio apresentamos o profocole da experiéncia por nio oferecer
interésse.

IV - CLASSIFICACAO PELAS PROPRIEDADES BIOQUIMICAS

Como ndo conseguissemos pels sorologia, constatar fatos que
autorizassem coneclusbes seguras para reunir os germes em uma
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tnica espéeie, como querem alguns autores, ou dissocia-los, em va-
rias espécies, como querem outros, orientdmos as nossas pesquisas
para as propriedades biogquimicas, base importante de classificacdo
em bacteriologia.

Os substratos empregados foram os seguintes:

I-Arabinoge, d-xilose, d-manitol, d-sorbitol, duleitol, dex-
troge, d-manose, d-galactose, d-lactose, sacarose, maltose,
trealose, dextrina, amido e salicina, marca Pfanstiehl.

Verifi_cémos também a produgéo de indol, H.S, crescimento em
adgua de levedo, em batata natural e em leite tornasclado.

Para as provas de fermentaciio, empregidmos o melo semi-sélido
de Hiss, com 1% do substrato (Pfanstiehl) a estudar. Sulfo-fenol-
-ftaleina como indicador. Encubacdo de 15 dias.

Sendo as pasteurelag germes fracamente produtores de acidos,
é necessério preparar o meio com bastante cuidado, com pH ndo
superior a 7,4 e sempre recentemente preparado. Sem estes cuida-
dos pode haver discorddncia principalmente com l-arabinose que,

além de tudo, constitue o’ elemento bésico para a classifieacfio que
proporemos. Ver os resultados no protocolo n.° 2.

Nenhuma amostra fermentou a d-lactose, dextrina, duleitol e
amido. Tddas as amostras fermentaram com 4cido sem gés a dex-
trose, d-manose e d-sorbitol. Nenhuma amostra cresceu em badtata
natural e na dgua de levedo e nem alterou o leite tornasolado. Té-
das produziram indol e H,S.

Foi variavel a acBo sbbre a l-arabinocse, d-xilose, frealose e mal-
tose. N&o observimos relaclo entre estas diferencas e a espécie
animal hospedeira., Observa-se, pdrém_, uma significativa relacho
entre a acdo sbbre a l-arabinose e & classe animal hospedeira. A
trealose e a maltose ndo tém valor diferencial, A d-xilose ([a]
D = +18,5) tem certo valor.

As amostras iscladas de aves fermentam com expressiva regu-
laridade a l-arabinose, enguanto que as amostras isoladas de ma-
miferos nfo a fermentam. Féto também digno de nota é que, quan-
do ha fermentaciio da l-arabinose, ndo hi fermentacio da d-xilose.

Em varios trabalhos publicados, a arabinose figura eomo carbo-
hidrato infermentecivel, tanto pelas amostras isoladas de aves, como
pelas izoladas de mamiferos. Og autbres nfio fazem, porém, alusio
& variedade 6tica da arabinose, empregada. Levantamos aqui a
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hipdtese de que foi usada a d-arabinose em vez da [-arabinose. Os
resultados sdo bem diferentes, conforme a variedade dtica usada.
Ver a éste respeito o trabalho -publicado por um de nés (E. R.),
neste ntmero da revista.

Dos nossos estudos, podemos dividir as pasteurelas em dois
grupos:

1.2 w Grupo da l-arabinose positiva;

2.2 — QGrupo da l-arabinose negativa,

As amostras por nds estudadas (9 originadas de aves e 31 de
mamiferos) distribuem-se da seguinte maneira:

. L { 8 das racay isoladas de aves .......... 88,88%
l-Arabinose positiva 5 das racas isoladas de mamiferos .... 16,12%
} . ! 26 das racas isoladas de mamiferoz .... 83,87%
I-Arabinose negativa ] 1 das ragas isoladas de aves .......... i1,11%

Se computarmos as ragas estudadas por Khalifa _(18 isoladas
de aves e 31 de mamiferos) e as estudadas por Rosenbuseh e Mer-
chant (5 isoladas de aves e 39 de mamiferos) teremos:

KHALIFA .

Arabi L ][ 18 dag isoladas de aves ............... - 100%
rabinose positiva H 1 das isoladas de mamiferos .......... 3,22%
Arabi ’ i { 39 das isoladas de mamiferozs .......... 96,78 %

rabliose negativa 0 das isoladas de aves ............... 0
RosunNBUSCH ¢ MERCHANT:
‘_ L \[ 5 das iscladas de aves ............... 1007
Arabinose positiva L 11 das isoladas de mamfiferes .......... 28,20%
28 das isoladas de mamiferos .......... 71,809%
Ambinose_g negativa {

{ das isoladas de aves ............... Gl

Em conjunto, os estudos désses autdres e o8 hossos, teremos
(32 cepas isoladas de aves e 96 de mamiferos) :

R L { 31 das isoladas de aves ............... 96,889
l-Arabinose p ositiva 17 das isoladas de mamiferos .......... 17,70%
I Apabi . { 79 dag iscladas de mamiferos .......... 82,30%
” 1,‘;”2)1“05@ negativa 1 das isoladss de aves .......... ..., 3,129%

Assim vemos que, das racas iseludos de aves 96,88% fermen-
taram a [-arabinose e sdmente 3,12% nfo fermentaram e que das
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racas isoladas de mamiferos, 82,30% nio fermentaram a l-arabi-
nose, enquanto que 17,70% fermentaram.

Pelo exposto podemos concluir:

I — Existe uma relaciio estreita entre a fermentacfio da l-ara-
binoge e a classe do animal hospedeiro do germe.

11 — Em condigGes naturais as amostras fermentadoras da
l-arabinose sio patogénicas para os mamiferos, mas, principalmente
para as aves.

IIT — Nas mesmas condicfes, as amostras ndo fermentadoras
désse carbohidrato sdo patogénicas para os mamiferos e raramente
para as aves,

Posgivelmente a diferenca entre a temperatura normal das aves
(42°C.) e a dos mamiferos (36° 5 (C.) explica o fato. As amos-
tras fermentadoras da-l-arabinose, que consideramos préprias das
aves, podem com certa frequéneia (17,70%) segundo & estatistica
acima, infeceionar os mamiferos; enquanto que as amostras da l-ara-
binose negativa, que consideramos préprias dos mamiferos, infec-
cionam as aves, mag com frequéncia muito menor (8,12%) se-
gundo a mesma estatistica.

A passagem de um germe de um animal de temperatura eleva-
da (aves) para um de temperatura mais baixa (mamifercs} é mais
faeil do que o inverso. '

Tipos de mutacio e adaptacio podem aparecer, mas v que nfo
resta davida é que &stes grupos por nés estabelecidos, sio consti-
tuidos por entidades de caracteres bioguimicos constantes.

Cabe aqui relembrar que Pasieur conseguiu, em 1878, infeccio- -
nar galinhas com o bacteridia do carbinculo, abaixando-lhe a tem-
peratura, pela imersio em Agua fria.

Finalmente, considerando que pela sorologia nfo se conseguiu
preencher a lacuna que a sistemitica apresenta com relagio a esta
bactéria;

considerandoe gue a classificacdo zoolégica nAo resistin incd-
Iame As criticas;

considerando que guasi tddas as clagsificacbes se baseiam nas
"propriedades biogquimicas e no habitat dos agentes infecciosos; e

considerando gue existe uma relacdo estreita entre as proprie-
dades bioquimicas e a classe do animal hospedeiro, pois vimos que
das racas isoladas de aves 96,87% fermentaram a l-arabinose e so-
mente 8,129% ndo fermentaram e que das racas isoladas de mami-
ferog 82,30% nio fermentaram a l-arabinose, enguanto que 17,70%
fermentaram: '
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Propomos reunir estes germes em duas dnicas espéeies dando,
para o grupo das pasteurelas fermentadoras da I-arabinose a de-
nominacio de Pasteurello gomaleine e para as que nio fermentam
a l-arabinose, o de Pastewrclla bollingeri.

De conformidade com as regras internacionais de nomencla-
tura biolégica estabelecidas, damos a denominaco “gamaleiae” em
substituicfo ao adjetivo “avicida™ da espécie tipo, eriado por Gama-
léia, para as fermentadoras da l-arabinoge; conservando-se a deno-
minacio P. bollingevi, para as ndo fermentadoras de I-arabinose, por
ter sido esta a primeira pasteurela isolada de mamiferos (Kitt —
1885), assim denominada por Trevisan em homenagem a Bollinger,
gue T8z os primeiros estudos sbbre a secticemia hemorrigica dos
bovinos, ‘

Teremos entdo:-

Género Pasteurella — Trevisan,

Bacilos Gram-negativos, ovéides, apresentando coloracio bipo-
lar com métodos especiais; aertbio facultativo; requer baixo poten-
cial oxi-redutor nas eulturas primérias, capacidade fermentativa
baixa; ndo fermenia a d-lactose; ndo produz gas; nio liquefaz &
gelatina; ndo coagula o leite; parasita o homem, outros mamiferos
e aves.

Espécie tipo: Pasteurella gamaleiae; Pasteurella avicida (Ga-

maléia) Trevisan; (Pasteurela é,viseptica {(Kitt)
Schiitze).

CHAVE DAS ESPECIES DO GENERO PASTEURELA

I — Cresce em meios comuns; cresce em leite,
" A, Imével, ndo flagelado a 18° — 26°C. N3jo altera, ou aci-
difica levemente o leite, sem codgulo. "

1 — Produz indol e H,S. N&o cresee em bile. TFer-
menta a d-sorbita.
a) Fermenta a l-arabinose — 1. Posteurelle
gamaleice, '
aa) N&o fermenta a l-arabinose — 2. Pasteu-

rella bollingevi.
2 — Né&o produz indol. Cresce em bile. N#o fermenta
a d-sorbita ~— 8. Pasieurella pesiis. ' '

B. Moveis, flagelados a 18° — 26°C. Alealiniza o leite.

Produz I.S. Nio produz indol — 4. Pasteurella pseu-
dotuberculosgis,

IT — N#o cresce em meios comuns: néo cresce em leite — 5,  Pas-
teyrella tularensis.
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RESUMO

Os A.A. revendo a literatura verificaram que niio fol ainda
apresentada uma classificacfo satisfatéria para as Pasteurelas do
grupo da Septicemia hemorrigica dos animaiz.

A classificacio zooldgiea proposta por Lignidres é impratici-
vel, ndo resistindo & critica e deve ser substituida por nfe haver
relacfio entre a espécie animal hospedeira e as propriedades bio-
gquimicas ou sorolégicas dos germes isolados,

Verificaram que, antigénicamente, os germes apresentam dife-
rengas que ndo sfo satisfatérias para permitir wma classificacio.

Estudando as propriedades bicqguimicas, wverificaram existir
uma relagio entre a acfo fermentativa da l-arabinose e a classe do
animal hospedeiro. Dag Pasteurelas isoladas de aves, 96,88%
fermentavam a l-arabinose e somente 3,129% ndo fermentavam e,
das isoladas de mamiferos, 82,30% nfo fermentavam a l-arabinose,
enquanto que 17,7% fermentavam,

Baseados na fermentacio da l-arabinose, propuseram reunir as
pasteurelas do grupo da septicemia hemorrigica em duas tinicas es-
péeies: Pasteurelle gamealeige, para o grupo que fermenta a l-ara-
binose e Pasteurelle bollingeri, para o grupo ¢ue ndo fermenta a
I-arabinose.

Propdem a seguinte chave para o género Pasteurella:

GENERO PASTEURELLA — TREVISAN

Baciles Gram-negatives, oveides, apresentande coloraciio bipolar com mé-
todos especiais; aerdbio facultativo; reguer baixo potencial oxi-redutor nas
culturas primdrias, eapacidade fermentativa baixa; ndo fermenta a d-lactose;
nio produz ghs; nio liguefaz a gelatina; nio coagula o leite; parasita de ho-
mem, outres mamiferos ¢ aves. T

Espécie tipo: Pasteurclla gamaleise; Pasteurella avicida (Gamaleia)

TFrevisan (Pasteurella aviseptica (Kitt) Schiitze).

CHAVE DAS ESPECIES DO GENERO PASTEURELLA:

I — Cresce em meios comung; cresce em leife.

A. Tmével, ndo flagelado, a 18°—26¢C. Nio altera ou acidifica leve-
mente o leite sem coiagulo.

1 — Produz indol. e H,S. N&o cresce em bile, Fermenta a
d-sorbita, .
z) Fermenias a l-arabinose — 1, Posteurelle gamaleina,

aa} Niao fermenta a l-arabinose - 2.. Pasteurells bollingeri.
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2 — N&o produz indel. Cresce em bile. N&o fermenta a d-sorbita —
3. Pasteuwrelle pestis,

B. Mével, flagelado a 180—26°C. Alcaliniza o leite. Produz H,S.

Nio produz indol — 4. Pasteurclls peeudotubereulosis,
II — Nio cresce em melos comuns; ndio eresce em leite, — 5. Paer‘ewel[a tu-
berculosis.
ABSTRACT

On going the rough the literature the authors verified that
there was not yet proposed a satisfactory classifieation for the Pas-
teurella of the hemorrhagic septicemia group of animals.

The zoological classification proposed by Lignidres is impracfi-
cable, eannot resist the eritics and ought to be substituted as there
is no relation between the animal host and the biochemical or sero-
logieal properties of the isolated germs.

It was observed that, with reference to the antigen, the germs
show such differences which are not sufficient to establish a clas-
sification.

Studying the biochemical properties, the authors obgerved that
there exists a relation between the fermentative action of the l-ara-
binose and the class of the host animals. Of the Pasteurellae iso-
lated from fowl, 96,88% fermented the l-arabinose and only 3,12%
did not ferment it and, from those isolated from mammals 82,50 %
did not ferment the l-arabinose, whilst 17,7% have fermented it.

Based on the fermentation test of the l-arabinose, the authors
proposed to group the Pasteurellae responsible for the hemorrhagie
septicemisn in only two species: Posteurella gamaleine, for the group
fermenting l-arabinose and Pasteurelle bollingeri for the group
which does not ferment the larabinose.

The following key was proposed for the genus Pasteureila:
Genus 1. PASTHURFELLA Trevisan

(Octopsis Trevisan, Atti della Accad. Fisio-Medico-Statistica,
Milano, Ser. 4, 8, 1885, 102; Trevisan, Rendiconti Reale Instituto
Lombarde di Scienze e Lettere, 1887, 94; Coceobacillus Gamaleia,
Cent. F. Bakt., 4, 1888, 167; Fueystic Enderlein, Sitzber. Gesell.
Naturf. Freunde, Berlin, 1917, 317.) Named for Louis Pasteur,
the French scientist.
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Small, Gram-negative, oveid to elongated rods showing bipelar
staining by special methods; aerobie, facultative; require low oxi-
dation-reduction potencial on primary isclation; powers of carbo-
hvdrate fermentation slight; no lactese fermentation; no gas pro-
duction; gelatin not liquefied; milk not coagulated; parasitic on
man, other mamals and hirds.

The type species is: Pasteurelle gomaleine — Pasteurella avicide
{GGamaleia) Trevisan {(Pasteurelle aviseptice (Kitt) Schutze).

K@y 1o THE SPECIES OF GENUS PASTEURELLA )

1 — Growth on ordinary media; growth in milk,

A,

Non-motile and non-flageliated at 182 fo 26°C.. No change or
slight acid in milk without clot.

1 — Indel and H,8 produced. "No growth in bile. d-sorhitel fer-

mented.
a) I-arabinose fermented — 1. Pactewrelle gamaleine.
aa} l-arabincse not fermented — 2. Pasteurelln bollingeri.
2 — Neither indol nor H,8 produeced. Growth in bile. d-sorbitol
not fermented — 3, Pusteurelle pestis.

B. Motile and flagellated at 18° to 26°C.. Milk alicaline. Hydrogen
sulfide produced. Indol not produced. — 4, Pnst_em‘ella, paeudotit=
herculosis. '

11— No growth on ordinary media; no growth in milk. — B. Pasteurelle
tularensis.
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DA TMPORTANCIA DA VARIEDADE OTICA DOS
SUBSTRATOS EMPREGADOS NA IDENTIFICACXO
DAS BACTERIAS '

ETTORE RUGAI

Biologista do iInstituto Adelfo Lutz

A identificacfo das bactérias por meio das suas propriedades
bioguimicas constitue, atualmente, um méiodo precioso e impres-
cindivel em bacteriologia.

Referimo-nos, especialmente, & identificaclo pela acfo das ba-
ctérias sébre hidratos de carbono, &leooes, etc., com producio de
acido ou 4cido e gas nas reaches positivas. %, sem ddvida, um mé-
todo pratico e de grande valor quando cercado dos devidos euidados.

O objeto déste trabalho é demonstrar a influéncia exercida pela
variedade 6tica dos substratos, stbre a fermentaco,

Consultando as obras e revistas de bacterioclogia veremos que
08 autbres, via de regra, nfo levam em consideragio éste fato. Na
descricio das propriedades fermentativag das bactérias, nfio men-
cionam qual a variedade ética dos substratos empregados.

Para exemple, entre as substincias mals empregadas em
bacteriologia, citaremos a arabinose ¢ a xilese, nas variedades -6ti-
cas d el

Como veremos mais adiante, as bactérias nfe fermentam indi-
ferentemente as duas variedades, KEniretanto, estas pentoses sfo
mencionadas, em geral, pelos bacteriologistas, sem alusfo alguma
as suas propriedades éticas. O manual de Bergey, uma das obras
‘mais completas em clasgificacio baeterioldgica, é falho neste ponto.
O mesmo podemos dizer dos eompéndios de bacteriologia, em geral,

Possivelmente, esta omissfio é uma das causas de divergéncia
de resultados obtidos, as vézes, entre autfres, em matéria de fer-
mentacio. '

No protocolo abaixe, registramos os resultads que obtivemos
com ag variedades Oticas d e I da arabinose e da xilose.
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PROTOCOLO DAS FERMENTACOES

REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

P < o
" = = = =
i + L+
AMOSTRAS EMPREGADAS fé Iz ‘ég I 3 = 1=
Eagl Eni 1803l
) S SE P TEE ISBEIEEE
E. typhosa ........ . Amostra 4.446 — Tast. Idster - —- 4~ s
E. typhosa ... Amostra 901-H -~ Inst. Lister . .. - = - -
k. typhesa ... ..., Ameostra 23 — Inst. Fdster ...... - e + —
E. tsfhose . .o.uee.- Armosira 638 — Imst. Lister ...... . R “
B typhese ... 00 Amostra 627 — Inst. Lister ...... - - + -
E. dyphosg o o...aa.. Amostra 621 - Tust, Lister ... .. . - o -
E. fyphose ... Amostra 600 — Inst. Lister ... ..~ . + —-
E. #yvphosa ... Amostra 362 - Inst. Lister ...... . - -fn e
E. typhosg ...... .. .- Amostra 364 - Inst. Lister .. ..., - - =
E. typkose ... .- Amostra 661 - Inst, Lister wenem - e
E. 23phoss ... .. s Amostra 604 — TInst. Lister ...... - - -
B tuphosa ... ... Amostra 348 . Enst, Lister ...... ]  — - d -
E. #vphose ... Amostra 190 —- Ingt, Lister ...... - - -+ -
E. tvphose ....... .. Amostra 63% -— Inst. Lister . — -+ 5 dias -+ -
E. tvphosa Amostra 657 — Inst. Lister ..., .. — . -+ -
E. typhosa Amostra 638 — Inst. Lister ... ... - - B -
E. jyphosa Amostya 662 — Inst. Lister ......} - - A -
5. peratyphi de EauffMan .ovvviuiviniiriiiiins @10 dias | o - --
S, pavaiyphi ... | N 1 . deste Inmstituto .......... @ s " & - o
8. paratyphi ... ... N.e 2 — deste Institute .,........ @5 7 %] e -
8. poratyfhi ... N 3 +~ deste Instituto [ B & - -
S, peratyihio..... .. N.o 4 e deste Inmstituta ,......... [T @ e -
S, paretyphi ........ N.e § o deste Instituio .......... a8 e -~ -
S, boratyphi ... ... . Ne 6 -= deste Insiituto .......... & 43} e -
S, paratybhi ... N.o 7 — deste Instituto @& 5 dins @D i
S, paratyphi ... NO 8 e geste Imstituts . ........ & s " €] —
8. schotimiit. ....... de Kauffman ...t iaiaiaan 3] [42) & o
8. sp. Osle o ...o... (K. 47) de FHormaeche ,........ ... @ 5 diss & e -
S. emteritidis . ...... (K 64} de Hormaeche ............ @5 " & &) -
& sp. Lomdon ...... (K 763 de Hormaechz ............ (I & $2] -
8. sp. Aberdeen (K 96} de Hormaeche ... ......... R 23] D -
5. sp. Poanz ... (K 91y de Hormasche ............ @5 " & ] -
3. sp. Hvittingfoss . (X 953 de Hormaeche ............ — 4-10 dais | 0 - -
S. enteritidls ........ Chicags — 333 — Am. T. C. €. ..} B § dias @B 2 -
5. enteritidis Chicage — 633 — Am. T. C. C. ..} &5 7 @® @D -
8. enteritidis Chicago — 905 — Am. T. C. €. &1 " & T -
8. paradysenterin: .. | Amostra Willesden — Inst. Lister — + — -
S. paradysentesiaze .. | Amostra Oxford — Flexmer ....... — + — .
S. paradygsenteriac Amostra 24 — deste Instituto - e -
8. paradysenteriac Amostra 710 — dester Institute ... | - 5 dias - — -
5. paradysenteriac .. Amosira 79 - deste Instituto — - - -
5. paradysenteriae Amostra 645 -— deste Instituie ... v — - -
S. paradysenterias .. 1 Amostra Northampton 1934 — - — -
8. ambigua .......-. AMOSETE 21 oenennan .. e - — - -
5. ambigua ......... Amostra 23 ..., e — — — -
8. dysenterize ....... Amostra 49 —— deste Institute ... — — — -
5. dysenferime ....... Amostra Parkey — Inst. Lister - o —
S somael Li...o.eaen Amestra N. C. T. C. 268 Thysotta
Christ, 20 — 1 - —
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!(1 uy
4 3 I
- i -l P
+ + i
AMOSTRAS EMPREGADAS %ﬂ = gn o | = -
o & o [
o R REE ke
=oE | FEE PLEEAEE
S, SOmNeE L ...aien00 Amostra N. C. T. C. 2182 Allen ..§ 4 5 dias N — .
8. a'kalescens ....... ] Grupe A. - Dr. A, de Assis + 5 " + A
&, akalescens ....... Grupo B. — Dz, A. de Assis 43 o0® e + -
3. a'kalescens .,..... Amostra 347 — deste Tostitwte ... -+ § 7 N + .
8. akalescens ....... Amostra 363 — deste Imstituto ...} 4 5 7 N - .
S, akaleseens ... .. ~§ Amosira 190 - deste Instifuto ... fp+ 5 " + ER e
S, “;}_'ls:'alescens ....... Amestra 584 — deste Instituto ... | + 5 7 . 4+ e
S. a'kaleseens ....... Amostra 746 —— deste Imstitute ... f -+ 3 7 + B .
Pastourelia seis. .. .- Am. 6532 _—. Imst. Bioldgice ...... — - 4 .
Pasteurclla bovis. ... | Am. 1287 -~ Inst. Lister ........ — . & .
Pasteursila iepis ...} Am. 1876 - Inst. Lister ,....... — — R
Pastourella suis. L. Am, 1873 — Inst. Lister ........ — - 4 .
Pasteurella avis, ... | Am, I5L - Inst. Pasgtear ........ e e e -
Pasteurelia bovis. ... | Am. Leme — TInst. Biclégleo ... .. — i ¢ —
Pastenrella suwis. . ..., Am, 931 — Inst. Lister ......... — - = -
Pasteisrelia desmodili o | Am. Pizxle .oiiriiiiiiii i R s — .
Pasteurella bovis. ... | Am. 6633 — Inst. Bioldgico ....... - 4-
Pasteurella lepis ..., | Am. 0137 — Inst. Bielégico ....... — — + .
Pastzurelfa suis. ..... Am Sutherland ... ..l iiieeeeea b . o+
Pasteureila cavis. ... Am. 2484 . Inst. Tdster ......... e — o .
Pasteurelln murle, ..., | Am. 491148 — Inst. Bact, B, Alres . . o+ .
Pastearelia avis, ..., § Am. epv, pela Dra I P, Amaral .. oo e o -
Pasteurclla avis. ...} Am. 128 — Manninger ............ - -+ - e
Pasteurella avis, .... | Am. 129 — Manninger , ....... B ot —
Pasteyrella avis. ... Am, Faz B Vista — Inst, Bio’, .. o B - -
Pasteurella avis. _... | Am. 1716 — Iast. Bioldgico ...... NS - -
Pastewrella avis. ... ] Am. 114 — Dr. Pepha ..........0- — g — -
Pasteurelly suis. ..., Am. 363 -~ Da cob. Dr, . Pacheco — S — —

LEGENDA: 1 == fcrmenta com produgio de acide; ¢ = fermenia com produghe de Aeido e gis;
o fermentacio duvidesa; - = nio fermenta.

Na fermentaciio com o bacilo tifico a d e I arabinose diver-
giram uma vez em 17 e com a d e | xilose divergiram'iﬁ vézes.

Com as esalmonelas, a d e [ arabinose divergiram duas vézes
em 19 e a d e ! xilose 10 vézes, .

Com a 8. paradysenteriae a d e [ arabinose divergiram duas
vézes em 7 e a d e I xilose funcionaram da mesma maneira,

Com a 8. sonnei a d-e { arabincse discordaram uma vez em
duas e com a d e | xilose nio houve discordincia.

Com a 8. alkalescens nao houve disecordéancia entre a d e | ara-
binose mas com a d e [ xilose a divergéneia fol total

Com as pasteurelas & d e [ arabinose divergiram 8 vézes em
20 e a d e ! xiloge divergiram 11 vézes em 20.
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Russo, (19839) em trabalho sbhre pasteurelas ji verificou que
a d-arabinose portava-se de maneira diferente da l-arabinose.

Além do exposto, podemos notar ainda que a fermentacio da
d-arabinose & sempre mais lenta, mais fraca e menos frequente, ao
passo que a [-arabinose fermenta com mais rapidez, intensidade
e frequéncia.

A IL-xilose revelou-se infermenteeivel com t6das as espécies en-
saiadas, enguanto que a d-xilose fermentou com metade das amos-
tras, aproximadamente,

Os sais de Acidos orginicos também déo resultados diferentes,
segundo o podér rotatério. Os trabalhos de Brown, Duncan e
Henry (1924) demonsiraram claramente a diferenca entre os 4ci-
dos d e I-tartarico, conforme pode-ge ver no quadro que transcreve-
mos dos trabalhos dos referidos autores:

Organism and number of Trigodinm i Sodium Sodium
giraing fested. citrate d-tartrate | I-fartrate
5 — B. paratyphosus A . ....... — —_ —
18 — B. paratyphosus B ......... 4 — +
1l — B, paratyphosus C ......... - -+ _
12 — B, sulpestifer .............. -+ -+ e
16 — B. Acrtrycke Mutton ....... + + -+
2 — B. ” Newport ...... -+ + 4
2 — B. 7 Binns ........ + -+ -
2 . Type Stanley .............. -+ . +
1 — Type Reading .............. -+ - _
2 — Type “G” . + e —
2 — B. Gldsger .......... e, —_— — —
2 — B. Voldégsen (Damman) — — —
1 — B. Volddgsen (Wegener) + + +
{- = decomposition, — = no change)

A diferenca enfre as duas variedades do Acido tartarieo é evi-
dente e dispensa gqualquer comentario. ° }

Alias, estes ensinamentos siic bastante antigos, pois Pasteur ja
fazia, quando as pesquisas sdbre as propriedades ética dos corpos
ainda estavam no nascedoure, a separacio dos 4cidos d e Il-tarta-
rico entre si, pela fermentacdo com ¢ Penicilllum glaucum gque des-
troe a forma d e respeita a [
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Pelos resultados obtidos podemos afirmar categOricamente que
¢ imprescindivel citar as variedades 6ticas dos substratos empre-
gados para a determinaciio das propriedades bioquimicas das
bactérias. '

N&o ha davida gue no coméreio, por motivos viarios, encon-
tra-se guasi sempre uma sé das variedades Oticas das substdneias
usadas em fermentacio. Este fato constitue o bastifio gracas ao
gual gfo afastadas, quasi totalmente, as possibilidades de enganos.
Mas, é obra do acaso; nfo oferecendo garantia, nio merece fé e nao
deve ser consideradc convenecional.

. Nés jé'nos vimos na contingéncia de oplar para uma ou outra
das variedades d e ! da xilose. Este fato nos embaracou e esti-
mulou a publicaclio destas notas.

E’ intéressante notar, ainda, que a xilose natural, dextrégira,
denominada por Fischer, l-xilose, é chamada d-xilose em grande
niimero de publicacBes inglesas. (J. Schmidt — Traité de chimie
organique, p. 818, nota 6).

RESUMO

Os autdres, em geral, guando falam em fermentacles nio se
referem & variedade otica dos substratos empregados na identifica-
¢do das hactérias.

A fermentaciio da mesma substincia varia conforme a sua va-
riedade ética.

A d-arabinose ¢ menos fermentecivel que a j-arabinose. A
I-xiloge {[a] D = — 18,56) mostrou-se infermentecivel com todos
o8 germes ensalados enguanto que a d-xilose ([o] D = 4+ 185)
fermentou com grande ntmere déles.

Nas provas de fermentacfo, sempre que a substdncia empre-
gada pode ser oticamente ativa, € necessirio mencionar quai a va-
riedade empregada.

SUMMARY

The authors, as a rule, when speaking of fermentation, do not
record the optical property of the subsirate used for bacterial
identification,

The fermentation of the same substance varies In accordance
with its optical activity.
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The d-arabinose is less prone to fermentation than the l-ara-
binose. No fermentation at all was produced in the I-xylose ({a]
D == — 18,5) by the bacterial strains tested, whilst about half of
them set up fermentation in the d-xylese (fo] D = 4+ 18,5).

Whenever the substance uysed for fermentation test is opticaly
active, it iz necessary fo record, which is the optical variety used.
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ANAEROBIOS EM INFECCOES DE FERIDAS

CELS0O RODRIGUES

do Instituto Bioldgico de 8&0 Paulo

ARIOSTO BULLER SOUTO
do Institute Adclie lutz

Entre os graves acidentes das feridas, se colocam as infecgdes
por microorganismos anaerdbios patogénicos.

Hstéo registadas nog anaig da medicina militar, as enormes de-
vastacles entre os exércitos em Iuta, produzidas pela infecclo dag
feridas por germes do tétano e da gangrena gasosa, nos séculos
18 & 19. |

Com o advento de Pasteur e de Lister, todos os esforgos foram

dirigidos para serem obtidos processos destinados a combater os
microorganisinos de infeccio dag feridas.
' Os métodos de tratamento visavam, quase exclusivamente, os
germes de contaminacfio; os problemas da defesa dos tecidos, de-
higiene e de medicina preventiva, foram relegados a planos se-
cundarios.

A guerra de 1914 velo evidenciar noves aspectos de infeccbes
das feridas. Prejulgava-se que o aperfeicoamento da técnica ci-
riirgica e a introducfio da esterilizacio sistemdbtica haviam imposto
a certas infeccles das feridas, um cariter de raridade. O desen-
volvimento de batalhas em terrenos cultivados e adubados e, em
épocas frias e Umidas, o uso de roupas de 1§, a fisionomis parti-
cular que tomou a guerra de posiclo, contribuiram para o apareci-
mento de infeccdes julgadas rarissimas: a gangrena gasosa e o
tétano fizeram seu dramético reaparecimento nos ferimentos.

Os.médicos militares foram tomados de surpresa. A mortal-
dade por essas infecgdes anaerdbias assumiu fal reléve gue parecia
haver retornado o perfodo anterior a Lister.

A questfic pois, ndo se resumia sé na técnica cirdrgica apura-
da, na remocio dos focos gangrenados ¢ no uso de antisséficos ade-
quados; era necessdrio tammbém euidar dos teeidos vizinhos e, sobre-
tudo, do estado geral do paciente; além da remocio dog tecidos com-
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prometidos, deviam ser tomadas medidas adequadas, destinadas a
combater o choque, o fric, a fadiga e as hemorragias; sem estes
cuidados estaria perdido todo o esfbrco empregade no tratamento
das feridas de guerra.

Demonstraram ser medidas de grande alecance, o estabeiem-
mento de postos avancados de socorro, a limpeza pronta da ferida,
4 excisfo rapida das partes afetadas, a safura precoce oy retar-
dada, e o uso de soros especificos. Revelou-se impossivel e desin-
fecedo rapida e total das infeceles depois de estabelecidas, porqué
as bactérias nfio poderiam ser removidas nem mecanicamente pela.
excisdo, nem quimicamente, com antisséticos fortes. T'rés orienta-
cdes distintas se mostraram vantajosas:

a) no exéreito francés, a combinacido da drenagem livre, ¢
curativo absorvente abundanie e a imobilizacic no apa-
rélho gessado; )

b) a téenica preconizada per Carrel, da irrigacfo infermi-

" tente com solugdes de hipoclorito de sédio;

e) no exéreito inglés, os “linfagogos™, sob a forma de boium

¢Oes hipertOnicas de cloreto de sédio e sulfato de magnésio.

Era comum a todos estes métodos a insisténcia da drenagem
perfeita e, da imobilizacio, tdo rigida quanto possivel na sua exe-
cucfio. Além disso, cuidadosa hemostasia, reconstituicdo dos pla-
nog no fim da operaciio com perfeita obliteracdio de grandes espacos.
mortos e uso de material de sutura de calibre mais fino, mostra-
ram também utilidade como fafores de melhor afrontamento e de
coaptacio mais perfeita dos hordos das feridas, condiges promo-
toras de cicairizacfo mais consistente e por primeira intencio.

Caracterizou-es o periodo de apbés guerra pelo interésse que
tomou o cirurgifo pelo cosmos bacteriano e, pela influéncia déste na.
evolucido das feridas. Com o continuc progresso da bacteriologia
fol verificade que espécies bacterianas tidas ¢ havidas como alta-
mente temivels, 86 eram na realidade patogénicas quando concomi-
tantemente presentes os germes de associagho. O sinergismo mi-
crobiano désses germes de associacio era seguido pelo efeito coad-
juvante dag espécies.em simbiose, fator importante para o estabele-
cimento das gangrenas pliridas.

A guerra civil da Espanha, trouxe como novidade o tratamento.
gessado oclusivo da feridas. O cirurgido espanhol Trueta (1939)
obteve bons resultados em 976 casos, registando sdmente 6 mortes
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em um total de 1.073 casos tratados. Conforme acentuou poste-
riarmente Trueta (1942), esta proporcio de recuperados deveria
ser, em grande parte, atribuida ao virtual desaparecimento da gan-
grena gasosa e ao, extraordinarie bem estar que 8sse tratamento
proporeionava aog feridos. A combinaclo da excisfo eompleta e
precoce, da drenagem livre e da imobilizacio gessada oclusiva, fo-
ram o8 fatores do grande sucesso da técrica espanhola.

# #* £

Novos e importantes problemas estfio se apresentando na guer-
ra atual, sobressaindo entre outros, o aspecto particular da guerrs
aérea que, transformou t6das as zonas da retaguarda e do interior,
em outros tantos “fronts” de batalha, consequente ao bombardeic
indiseriminado. das populacfes civis, '

O perigo das infeccGes de feridas por germes anaerdbios nas
campanhas atuais, parece estar diminuido. A vaecinacido profila-
tica antitetinica, os progressos da téenica eirirgica, os aperfeicoa
mentos infroduzidos no preparo de soros especificos, a dosagem
mais rigorosa désses soros, conforme padrbes internacionais, o uso
local e geral dag sulfanilamidas, o atencioso cuidado com o estado
geral do paciente, concorreram fundamentalmente, para o evenis.
E’ necessirio, porém, nio perder de vista que o problema nio &
idéntico em todas as regides. Com efeito, com excecio da campa-
nha da Rigsia, a “Campanhsa do Pacifico Sul” se processa em re-
gides poueo propicias As infeccdes pelos anaerdbios. A “Campanha
do Norte da Africa™ se desenvoelveu quase t6da em terrenos pobres
de germes anaerébios. Ogilvie (1941), ja havia verificado a rari-
dade da gangrena na Africa do norte, principalmente no Egito. As
areias tdrridas predominantes nestas regifes, nio oferecem condi-
¢Oes propicias & sobrevivéncia quer das bactérias anaerdbias, quer
dos seus espores. O exame dos solos das regides de Kl Daba e de
Benghozi (inclusive a Depressio de Quoaffare) para a procura de
espores do tétano, deu resultados positivos em 8,8% das amostras
examinadas. Entre El Doba e Tobruk, regido mais deserta, o téta-
no foi verificado trés vézes em 60 amostras de terras examinadas.
Nas terras mais férteis e malis cultivadas do Oeste de Tobruk, Boyd
¢ Maclennan (1942) verificaram a presenca de 16,4% ou seja, em
5 das 31 amostras examinadas. Todas ag amostras de Closiridium
tefani isoladas, demonstraram pvoder toxigénico.

Nzo obstante a relativa raridade do bacilo do féfano nesses
solos, &le foi assinalado em 18 casos ou sejg, 8,4%. Em um hospi-
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tal, de janeiro de 1941 a julho de 1942, em 494 eagos examinados,
uma ou mais espécies de bacilos anaerdbios foram assinalados em
66, sendo que em 20 casos foram vistos anaerobms €om esporos
terminais.

Mas, se no Norte da Africa o problema da gangrena gasosa
nide tem sido motivo de grandes preocupagbes, é de supor e prever:
que o desenvolvimento da campanha em campos de batalha onde o
solo seja mais intensamente cultivado e adubado com excretas ani-
mais, ricos de esporos de anaerébios, resulte numa frequéneia
muito maior das gangrenas gasosas e do télano,

Assim, o exame do solo em 193 zonas de guerra, feito na
Europa por Zeissler e Rasfeld (1928}, na guerra de 1914, demons-
trou que o Clostridium Welchii estava presente em 100% désses
solos, o Clostridium septicum em 8%, o Clostridium Novyi em 64%,
o Clostridium histolyticum em 2% e o Clostridium tetani em 27%.
Ewmbora um térco. das amostras de Clostridium Nowvyi se tenha re-
velado nfio patogénicas para os animais de prova, 100% das amos-
tras de Clostridium Welchii isoladas désses mesmos solos se reve-
laram patogénicas. Na Inglaterra, o exame feito por Fildes (1929)
em amostras de terras provenientes de campos cultivados, demons.-
trou a presenca de Clostridium teteni em 57 das 79 amostras exa-
minadas. X, pois, admissivel que a gangrena gasosa venha a cons-
tituir ainda um problema e devemos. estar preparados para ir ao
seu encontro. ‘

O problemsa da gangrena gasosa acha-se estreitamente condi-
cionado ao tempo decorrido entre o momento em que se produziu a
ferida e o socorro prestado ac ferido. Em apbio a éste ponto de
vista, fem trés exemplos recentes: 1.°) a campanha da Polénia;
2.%) o ataque & Pearl Harbour; e 8.%) a campanha da Rissia,

Na “Campanha da Pelénia” a gangrena fol bastante ff_equente.
Liwen (1942) atribuin éste fato 4 extrema mobilidade da guerra
motorizada, tornando dificil o tratamento dos feridos pelo desloca-
mento -rdpido das tropas. As amputacBes, por esta razdo, foram
muito frequentes na campanha polonesa, :

No atague a Pearl Harbour, devido ao perfeito socorro aos fe-
ridog, a mortalidade “post™ operatéria ndo foi além de 3,8%
Moorhead (1942) verificou gracas 43 medidas tomadas “the almost
complete preventwn of suppuration and the absence of deaths fron
gag gangrene”,

Finalmente, na “Campanha da Rdssia”, embora a proporcio
dos soldados gravemente feridos seja malis elevada do que na guerra
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passada, 0 numero de morios é muito menor e, sobretudo, o nétmero
de “recuperados” é incomparivelmente maior. Isto se deve ao es-
tabelecimento dog hospitais de campanha completamente aparelha-
dos, junto as linhas de combate. Esses hospitais deslocam-se
paralelamente a essas linhas. Assim, as infervencles cirtirgicas
muito precoces, concorrem tanto para o grande decrescimento da
mortalidade baixado a 1,1%, como para a elevada recuperacio dos
feridos, que atingiu a incrivel proporcéo de 78%. KEmbora a maior
forca viva dos projetis e a constituicio mais complexa dos novos
meios de destruiclo, causando muito maior nimero de fraturas e
de ferimentos nos membros, a proporcéo de amputacbes na frente
russa foi reduzida de um térgo em relaclio as estatisticas da guerra
de 14-18. De 18% de amputagdes naquela época, passou atual-
mente para 6%.

Ag téenicag cirtrgicas adeguadas e o socorro precoce, preve-
nindo as complicacBes gangrenosas, concorrerarn de mateira subs-
tancial e evidente, para o resultado alecancado pelos médicos russos.

I

E’ de se admitir a existéneia de alguns outros pogsiveis fatores
de infecciic anaerdbia, além da terra. Entre 8sses fatores, alguns
investigadores tém lembrado a possibilidade das roupas de 13 pode-
rem ser as promotoras de maior frequéncia dos casos de gangrena.

Foi Maes (1940) quem aventou a teoria de que o vestudrio
de 18 poderia ser considerado como uma das causas de infeccfio gan-
grenosa e néo o solo, tendo em conta a malor frequéncia dos casos
de gangrena gasosa em estaclo Umida e fria. Em apdio de sua teo-
ria lembrou &le, gyue, na guerra ialo-etiope, onde os soldados usa-
vam roupas de algoddo, a gangrena gasosa guase néo foi registada.
Para confirmacio da sua teoria refere que Wall (1939) observou,
em relacdo & atual luta sinc-nipbnica, que nfio existe solo mais in-
tensamente cultivado que o delta do Yang-tse, sbbre o qual estd si-
inada Shangai; comparativamente, poucos cagos de gangrena oas0sa
foram observados nos feridos em combates naquela regifo. Somos
de opinifc que, nem a campanha italo-etiope, nem o econflito da
. China apresentaram condicdes muito favoraveis ac desenvolvimento
da gangrena. Pensamos que esta teoria requer documentaciio mais
abundante.
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A gangrena gasosa evolue rapidamente e se manifesta em ge-
ral, dentro das primeiras horas ou dos primeiros dias, raramente
apds o 7.° dia seguinie ao ferimento; ao contrario, justamente, do
que ocorre na infeccio tetinica, onde o periodo de incubaciio varia
entre 3 e 21 dias, dependendo do local do ferimento ¢ da inoculacio
preventiva do séro, podendo o periodo de incubacio se prolongar
por tempo muito maior em casos andlogos. '

Os germes da gangrena gasosa sio eminentemente toxigénicos;
s intoxicacfio, é um dos sinfomas dominanies porém a pululacio
microbiana, sempre muito ativa, desempenha tambem papel impoy-
tante.

E’ pois, indispensavel que oz soros antigangrencsos usadoes para
a profilaxia e para o tratamento dessas infeccfes gue evoluem tio
rapidamente, sejam, além de antitéxicos, tambem antimicrobianos.

Og ingleses (1928), usande profilaticamente a antitoxina do
Welchii associada 4 antitoxina tetinica, conseguiram sensgivel dimi-
nuicio de incidéncia da gangrena gasosa, fazendo calr com isso a
mortalidade de 50%.

No Chile, no terremoto de Janelro de 1939, a sorcterapia anti-
gangeronsa foi sistematicamente aplicada aos socorridos, em gran-
des doses e por via venosa, depois de 24 e 36 horas do acidente,
produzinde essa prética, excelentes resultados.

" Zonas de “barragem” pelo sbro especifico, a0 redor da area
atingida, sfio auxilio de grande alcance no tratamento da gangrensa;
no combate do chogue secundario que facilita a evolugio da gan-
grena gasosa, sdo recomendadas ainda a transfusfio de sangue total
e do plasma (Nota A).

Devendo s sorogs antigangrenosos ser também pohva}ente%
condiciio imposta pela etiologia polimorfa da doenca, seu preparo
é forcosamente influenciado pela figionomia da guerra, através de
sua correlaciio com o quadro etiolégico.

Na guerra de movimento o Clostridium W@lch% é 0 germe pre-
ponderante, a0 passo que, na guerra de estabilizacio a f]ora se tor-
na maiz complicada, com predominfincia ora de um, ora de outro,
ora de varios dentre os germes anaerdbios de contaminacio como o

NOTA A — Em virtede dos inconvenientes gue o use de plasma acarreta, estio sendo ati-
vamenta procurados substitutes pera ésle; substincizs nflo téxicas, obtidas da adequada digestdo
de proteinas e associados amincdeidos, muito prometem neste sentido, em razio de sua estabi-
fidade, concentragio, uso facil e ausbneia de efeitos tdwives. A plasmofereze, colocande o ani-
mal de experipela em condigfes de hipoproteimemia, temy permitido realizar observagbes séhre o
use das misturas de amincdcidos. Estas observacdes talvez venham a ter aplicacfio no  trats-
mento do choque secunddric, cousequente z gangrend gasoss, onde o metabolisme do niirogdnio
s2 cacontrg alterado,
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Clostridiuwm septicum, Clostridium Novyi, Clostridium histolyticum,
Clostridium sporogenes, aliados & rica flora anaerébia de invasdo
secunddria. Além déles, inclue-se o Clostridium tetani, frequernte
também no-selo e euja significacfio particular todog conhecem.
Poderdo surgir como coadjuvantes da infeccld gangrenosa, bacté-
rias como o Streptococeus pyogenes, o Staphylococeus aureus, Pro-
teus, Pseudomonas, Fscherichio coli e outras, que exercem influén-
cia nio pequena na evolugdo das infeccles das feridas.

Em consequéncia déstes fatos, importante aspecto deve ser le-
vado em consideracdo no preparo dos soros antigangrenosos poliva-
lentes e de estoque: é o exame da frequéncia ou o percentual dos
germes responsaveis pelas infeecdes das feridas, da relativa signifi-
cacdo dos anaerébios na flora dos ferimeuvtos complicados de
gangrenas gasosa. Numerosas observacles procedidas em dife-
rentes sectores de Juta, em guerras anteriores, tém verificado que
o Clostridium Welchii esta presente em 60 a 80% dosg casos exami-
nados, o Clostridium septicum em 15 a 30%, o Clostridium Novyi
em b5 a 83% e o Clostridiwm histolyticum em 2%,

O Clostridium Novyi é& sobretudo toxiglnico; o Clostridium
Welchii é mais toxigénico do que invasivo, enquanto que o Clogtri-
dium septicum & igualmente toxigénico e invasivo. Assim, o Clos-
tridinme septicwm poderd ser encontrado no sangue de pacientes,
duranie a evolucBo do processo gangrenoso, a0 passo gue a invasio
do sangue pelo Clostridivm Welehii s6 ocorre no perfodo final, em-
bora possam ocorrer bacteriemias femporérias,

Difere, fundamentalmente, a 8sse respeilo, a gangrena gasosa
dos ferimentos de guerra ou de acidente, das septicemias de Clos-
tridium Welehii, que se desenvolvem nas infeccdes puerperais.
Com efeito, nestag infeccles causadas pelo Closiridium Welchii, de
acdrdo com o especificado por um de nés (Souto - 1942): “As
condicdes do tdtero apds o parto ou o abdrto sfo favoraveis ao de-
sencadeamento da infecciio. Um foco local ou mauscular pode se-
mear continuamente grandes quantidades de germes nos plexos
venosos, os quals, dilatados, acarretam focos metastatices no figado
e em outroz érgdos”. A presenca do Closiridium Welchii no san-
gue e a hemdlise intravascular sfo sintomas demonstrativos da in-
vasdo por aguele germe,

Na infeccdo puerperal por Clostridiwm Welechii “A ictericia é
um dos sintomas tipicos™ e precoces do estade mérbido, -ac passo
que, na gangrena gasosa, de outros 6rgios, a ictericia s6 aparece
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tardiamente, nos periodos finais do proeesso infeccioso, no estado
pré-agbnico. ‘

Qutro fato importante a eonsiderar & a particularidade de se-
rem os germes de infecclo iniclal da gangrena gasosa pouco pro-
teoliticos, sendo a maior parte da destruicio dos tecidos e digestio,
seguintes & infiltragdo gasosa e ao edema, devidas a comensais pro-
teoliticos dos quais o mais frequente ¢ ativo & o Clestridium
sporogenes. .

A questfio da dosagem terapéutica do sbro antigangrenoso, de-
pende da natureza da infeccio, Doses maiores deveriio ser empre-
gadas no tratamento de feridos, socorridos fardiamente, com inter-
valos grandes de tempo. Estas doses deverdo ser malores do que
as doses empregadas no tratamento de pacientes, nos casosg de in- .
feecio puerperal anaerdbia. As doses de 7.500 unidades para o
Clostridium Welchii, de 4.000 unidades para o Clostridium sepli-
cum, de 2.500 unidades para o Clostridium novyi e de 1.000 uni-
dades para o Clostridium histolytiewm, parecem ser satisfatérias
no tratamento profiiatico dos feridos e acidentados. Nog casos de
diagnéstico firmado, o tratamento curativo deverd comportar doses
4 a 5 vézes maiores do gue essas,

Cabe aqui um reparo ao método usual de mistura dos soros
antigangrenocsos monovalentes para preparacio dos soros poliva-
lentes. A técnica normalmente seguida, consiste em agrupar quan-
tidades de antitoxinas relacionadas & frequéncia percentual das i-
versas espéeles de anaerdbios existentes na regido onde se conta-
mina ¢ ferido, esperando-se desta forma simplista usar uma arma
igualmente eficiente conira gualquer gangrena al surgida.

Num local em cuja flora predomina o Clostridium Welchii, pre-
dominam gangrenas por Clostridiom Welehii. Onde predomina o
Clostridium seplicum, teremos em majoria gangrenas por Clostri-
dium septicum. Nos casos de gangrena de etiologia mista, todos
os agentes etioldgicos terfo, possivelmente, a mesma infludneia, in-
dependentemente de sua presnca original na substdneia contami-
nante. Acresce que poderemos ter, naturalmente, gangrena mono-
tipica e por Closiridium septicum ou por Clostridixm Novyi, em zo-
nas de predomindneia do Clostridium Welchii, desde que og outros
anaerébios estejam presentes, embora se mostrem raros na subs-
tincia contaminante que entrou em contacto com a ferida.

Torna-se evidente a necessidade de criar com a sbro prevencio,
uma protecio passiva igualmente efetiva contra os componentes da
flora de gangrena da regifio, independente de sua proporcionalida-



ANAEROBIOS EM INFECQOES DE ¥FERIDAS 29

de. E para gue o tratamento seia de fato eficiente e econémico
h4 necessidade da determinacfo prévia das eapécies de significAn.
cia etiolégica existentes na regifio onde ha possibilidade de luta, como
se faz durante as guerras atuals.

Petrie e Steabben (1943) descreveram um método que permite
um diagnéstico bastante precoce dos Clostridie patogénicos produ-
tores da gangrena gasosa. Baseia-se o método no crescimento da
semeadura feita em Agar-sdro-especifico. Este método ji4 havia
sido gptilizado por Petrie como “test” diferencial para o meningo-
coco, pneumococo € bacilo disentérico de Shiga, e, parece ser tam-
bém eficiente para o bacilo diftérico. Os resultados obtidos sfo a
formacdo dos anéis de Liesegang, muito caracteristicos, nos placas
de culturas em tdrno das colonias dos germes correspondentes dos
goros onde se formam. Talvez o método venha permitir o uso das
antitoxinas monovalentes pelo emprégo precoce de s6ro homélogo
ecurativamente.

Na guoerra de 1914-1918 a antitoxina tetdniea reduziu a incidén-
cia do tétano de 9 por mil em 1914 a menos de 1 por mil em 1915, e
abaixon a& mortalidade dos casos de 53,3% para 22,6%. A antito-
xina tetinica deve ser empregada sistematicamente em todos os
feridos, nfio vacinados com o toxdide, ou em casos de profundag
laceractes tissulares.

O tétano local ccorre com alguma frequen(ua nes casos trata-
dos pels antitoxina. Atualmente, com ¢ usc intensivo de vacinacio
com toxbide tetdnico, o problema do tétano estd mais simplificado.
A imunizacio ativa conira o tétano, por meio de toxéide fetfinico,
verm dando resultados excelentes. Na campanha do norte da Afri-
ca, as tropas da Inglaterra e dos Dominios foram préviamente inc-
culadas com o toxdide tethnieo. As tropas da Unifio Sul-Africana
ndo foram vacinadas preventivamente, de modo sistematico contra
o tétario, nem as tropas do “Africa Korps”™, ne inicio da campa-
nha, sendo baixa também a porcentagem nos soldados italianos va.
einados; s0 nos Gltimos periodos de guerra é gque as farmdacias ita-
Hanas de campanha capturadas, incluiam no seu estoque vacinas
TAB-T.T.. (0O toxéide dessas vacinas era bhastante atwo, confor-
me comprovaram as dosagens).

Pois bem, entre as tropas dos Dominios e da Inglaterrd que
receberam o toxéide, a incidéncia do tétano foi de 0,18 por 1.000
feridos, ao passo gue, entre as fropas Sul-Africanas nfo vacinadas,
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no mesmo periodo, a incidéncia foi de 1,6 por 1.000. Na aprecid-
cdo désses resultados é necessirio ter em conta a baixa incidéncia
do esporo do tétano (8,89 ) nos desertos africanes. Vimos acima
entre poucos feridos alem@es e italianoes fratados, foram observados
7 casos de tétano, demonsirando o fato, elevada incidéncia do téta-
no nessas tropas. Embora o nimero dos casos observados até ¢
presente seja muito pequeno, conforme observaram Boyd e Mac-
lennan. (1942), a evidéneia da protecio a favor da imunizacho ativa
contra o tétano é bem definida.

Os compostos sulfanilamidicog de real valor no curativo dos
feridos, nio substituiram totalmenie o s6ro antigangrenocso no tra-
tamento das toxemiag gangrencsas, principalmente nos feridos tra.
tados fardiamente. Nesseg casos, além da abundante pulalacio mi-
erobiana, também a foxemia gangrenosa desempenha importante
papel. Assim, o sbro antigangrenoso eminentemente antitéxico,
embora também antibacteriano, encontra indieacdo formal na neu-
tralizacio das toxinas circulantes e, portanto, na desintoxicacio
do organismo, . Em trabalho anterior, ym de n6s passou em revista
o tratamento geral e local das infeccBes anaerdbias com os sulfani-
lamidicos (Souto - 1942), razlo pela qual ndo abordaremos &sse
assunto com mais detathes, :

Algumas outras substéncias medicamentosas modernas pare-
cem também exercer acio no tratamento da gangrena gasosa. As-
sim, Maecintoxh e Selbie (1942) investigaram comparativamente
a acfio da penicilina, da proflavina, do peréxido de zineo e da sul-
fanilamida sdobre a infeccio pelo Clostridium Welehii. Em suas
maos & pehicilina demonstrou ser superior As demais drogas expe-
rimentadas. Estd sendo investigada também a acfo de certos pro-
dutos do metabolismo das bactérias esporuladas aerébias: a tiro-
tricina, gramicidina e tirdeidina e substancias guimioterapicas como:
as moncaminoacridinas ou proflavinas.

O raio X, nas verificactes de Braislford (1940), Kelly, Dowell,
Rossun e Collien (1988), parece de valor no diagnéstico preecoce e
produz bons resultados no tratamento da gangrena. Harris. {1988)
assinalou gue og resultados dessa terapéutica se aproximam da te-
rapéutica especifica, em certos casos.
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' evidente que o melhor processo no tratamento da infeccéo
gangrenosa serd o itratamento preventivo, por meio de toxdides
antigangrenosos, suficientemente ativos, capazes de gerar um subs-
tancial estimulo antigénico contra a infeccko gangrenosa.

A continuacfo das investigacbes bem iniciadas por Penfold e
Tolhurst (1987 e 1938) e por Kolmer (1942), talvez permitam, no
futuro, a preparacdo de toxéides gangrenosos bastante ativos e ca-
pazes de produzir o aparecimento em niveis elevados, de antitoxina
suficiente para. promover protecio contra esta terrivel complicacio
das feridas ,a exemplo do que j& se obleve com relacdo ao Clostri-
divm tetand,

A obtencio de toxdides igualmente eficientes conira o Clostei-
dium Welchii que concorre em 60 a 80% das infeccbes civis e mili-
tares contra o Clostridium Novyi (que concorre com 5 a 8558%),
contra o Clostridium zepticun: (15 a 80%) e contra o Clestridium
histolytieum (29 ), torpariam a gangrena gasosa, como o tétano,
um problema resolvido: seria esta uma das questdes que mais de-
veria preocupar a atencho dos que estudam os problemag correla-
eionades aos germes anaerdbios.

B b #

O tratamento cirdrgico da gangrena é o bésico em todos os
cagos; as feridas de paz e de guerra, em prinecipio, nfo oferecem
diferenca aprecidvel, porém, devido 4 alla percentagem das contami-
nacbes das feridas de guerra, as complicacbes sfo nelas mais fre-
quentes, Nas feridas de guerra, ag laceracdes dos tecidos, o extra-
vagsamenio difuse do sangue, as extensas feridas cutdneas, os feri-
mentos profundoes, principalmente nas nadegas, eom o comprometi-
mento do reto e da bexiga, e a penetraciio de fragmentoy de roupa
e terra largamente contaminados, sfio sucetiveis de gerar aspectos
figionomicos particulares, As feridas de guerra apresentam condi-
cles GOtimas para o desenvolvimento da gangrena gasosa. Como
escrevem Ross e Paterson (1942) : “Futhermore, they would appear
to be ideal for establishing gas gangrene, especially as the orga-
nisms are present not only in soil, but also in rubble which con-
tains enough calcium to encourage their growth”.

N&o existe cirurgia de guerra e de paz. © mecanismo das de-
fesas orginicas é idéntico no soldado e no civil; no entanto, existe
uma regra diretriz na cirurgia de guerra: “Salvar ¢ maximo de

feridos e salvar o maximo de membros dos feridos”. As interven-
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¢Oes eirirgicas tém éste escopo primarcial, mesmo que. depois se-
jam necessirias novas intervencées para corrigir o que, de certa
maneira, ndo fol possivel ser bem feito da primeira vesz.

340 notaveis og resultados obtidos pela excisio precoce e debri-
damente largo, segundo verificaram Carling (1942), Ross e Pater-
son (1942) nos ferimentos produzidos pelos fragmentos de bombas.
de vidro, de madeira, e de pedra. A excis@o precoce e o debri-
damento largo, removendo mecanicamente og espacos mortog, dimi-
nuindo as condicées potenciais de infeccho que constituem 6timos
ninhos para a proliferacio de anaertbios, sAo a melhor salvaguar-
da conira as infeegbes grangrenosas,

Trueta (1942), estabeleceu pelo processo de tratamento das
gangrenas, denominado “tratamento biolégico das feridas™, 5 pon-
tos: tratamento cirlrgico precoce, limpeza e excisdo da ferida, pro-
visdo de drenagem, imohilizacio pelo gésso. Para Trueta, a gran-
de vantagem désse fratamenio estariz na possibilidade de impedir
ou diminuir as perigosas consegudpcias das gangrenas gasosas.

RESUMO

1.2 . Qs microorganismos pafogénicos anaerdbios sfio a causa
das mais graves infeccbes de feridas,

2.9 . B’ nas feridas de guerra gue as complicacles por germes
anserdbios s&o mais frequentes.

8.2 . O bombardeio aéreo indescriminado das populacdes elvis,
acarrefou novos problemas com relacdo 4s infecgles de feridas por
germes anaerébios. '

4. — A despeito da maior fér¢a viva dos projetis e o uso de
novos engenhos de destruicio, diminuin a mortalidade entre os feri-
dos de guerra e aumentou & proporcio dos “recuperados”. Hstes
fatos sdo devidos ao deslocamenio dos hospitais de campo, parale-
lamente aos deslocamentos das linhas de combate. A perfeita apa-
relhagem désses hospitais, permitimdo realizarem-se operacdes nas
linhas de frente, possibilita uma eficiente prevencio dag gangrenas
£a80Sas, -

5.2 — Como consequéncia do tratamento cirtrgico precoce, fa-
tor da mais alta importdncia na prevencdo das gangrenas gasosas,
a porcentagem de amputacdes foi reduzida de um terco na frente
russa, a proporedo dos recuperados para as linhas de combate subiu
a 73%.A mortalidade nos hospitais russos baixou a 1,1%.
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6.9 — Nas guerras de movimento como as do inicio da guerra
atual, a flora de contaminaciio das feridas é pobre. Nas guerras

”

de estabilizagfio, a flora de contaminaciio é muifo complexa.

7.0 — Nas guerras de movimento o Clostridium Welehil é o
anaerdbio contaminante mais frequente,

8.9 w. Nas guerras de estabilizacio a flora anaerdbia & rica,
sobressaindo como contaminante mais frequente o Clostridium sep-
tieum, e o Clostridium Novyi.

9.° — Os exames das amostras dog solos do Norte de Afriea,
onde se desenvolveu a campanha, demonstraram ser extremamente
baixa a porcenfagem de germes anaerdbios nos mesmos.

10.° — E' elevada a proporcfio de microorganismos anaerdbios
nos solos das regides cultivadas da Europa.

11.° — Os exames do solo das zonas de guerra da Furopa
(1918), demonstraram estar o Clostridium Welchii presenie em
100% dos casos; o Clostridium Novyi em 64% ; o Clostridium septi-
cum em 8%, o Clostridium hislolyticum em 2% e o Clostridium
tetani em 27%. _

12.° — B’ possivel que, com o desiocamento das linhas de com-
bate para outras regides, volie a se apresentar o problemsa das in-
feccdes de feridas por germes anaerdbios.

18.° — A wvacinagdo profilatica antitetdnica, og progressos da
‘téeniea cirdrgica, os sulfamidicos, a obienclo de soros antigangre-
nogos mais atives e o rigoroso cuidado com o estado geral do pa-
«ciente, estlo concorrendo para diminuir perigo das infeectes dag
feridas por germes anaerdbios.

14.% e F’ ‘possivel esperar que a exigéneia de dosagem dos
soros antigangrenosos em unidades internacionais, permita obter
resultados ainda nio suspeltados no tratamento profilatico e cura-
tive de grangrena gasoss.

15.2 — Os progresses no diagndéstico rapido das Hlfecgoeq anae-
‘réhias permitem esperar que possam ger usados 085 soros mono-
valentes.

16,0 . O método atual de mistura dos soros polivalentes é su-
Jjeito a criticas,
17.° «— SBHo0 excelentes os resultados obtidog das primeiras

observacdes dos feridos vacinados anterigrmente contra o tétano,
" por meio do toxdide tetdnico.
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18. — E’ necessirio estimular os estudog para obtencdo de
toxéides igualmente atives contra os prineipais germes da gangre-
Na gasosa. .

19.% - As experiénciag em animais permitem esperar a obten-
cfo de toxdides ativos contra os principais agentes da gangrena
2a808a.

20.9 — Os sulfamidicos tém dadoe excelentes resultados no tra-
tamento das infecces anaerébias. Porém, nas infoxicacdes que
ocorrem mnos feridos socorridos tardiamente, o sulfamidicos tém
pouca ou nerhuma agio.

21.2 — 86 o sbro especifico é capaz de neutralizar as toxinas
cireulantes e desintoxicar o organismo.

229 . Véarias substancias medicamentosas novas tém produ-
zido bons resultadoes terapéutices na gangrena experimental, entre
outros: a penicilina, gramicidina, a tirocina, a tivotricing, e o perd-
xidoe de zineo. '

23.% — 0O raio X permite o diagndstico precoce da grangrena
gasosa e produz resulados aprecidveis no tratamento de certos
€aso0s. :

24.° — O tratamento cirirgico precoce pela exciséio e o debri-
damento largo é o tratamento bisico da gangrena gasosa.

25,0 — (O tratamento biocldgico das feridas, segpundo Trueta,
impede ou diminue o perige das gangrenas gasosas.
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CONSIDERACOES EM TORNO DA CULTURA DA
ENDAMEBA HISTOLITICA

JOSE DA SILVA COSTA

@écnica de Laboratério do Tnstitmto Adelfo Lutz

Entre muitos assuntos gue tém servido de tema para demora-
dos e exaustivos trabalbhos dos estudiosos de parasitologia, desta-
ca-g¢ pela sua grande importdneia, a cultura da Endameba his-
tolitica, .

Degde longa data tern-se procurade vealizar culturas desse mi-
croorganismo, gque é responsivel por uma série de perfurbacdes da
satde humana. _ ,

Entre os frabalhos de valor que tém sido publicados sdbre a
culiura da Endamebe hisiolitica, merecem especial mencfo os rea-
lizados no Instituto Adolfo Lutz, pelos Drs. Augusto de E. Taunay
e Marcelo Osvaldo Alvares Corr®a e Sr. (abriel Garcia de Fi-
gueiredo.

Reconhecida a possibilidade de se cultivar in wvitro, a Enda-
meba histolitiea, nfo tem nosso trabalho outro mérito gue o de pro-
curar tornar mais pratico aguilo que j4 se vinha reslizando entre
nos.  Assim sendo, eomecimos a experimentar meios de cultura
diferentes dos que eram empregados, modificando algumas vézes,
a composicio désses meios, e outras, apenas a técnica de prepara-
cfo.  Apds uma série de pesquisas conseguimos resultados que con-
sideramos plenamente satisfatérios.

MEIOS DE CULTURA

Entre os meios por nds preparados e modificados, dois reve-
laram condicdes 6timas para o desenvolvimenio da Endamebe
histolifica. S

Desereveremos em detalhes a técnica de preparaco: fomam-se
1.000 cm3 de sangue de boi, estéril, em baldo Erlenmeyver de 2.000
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crm3, deixa.se éste sangue em repouso até a coagulacio espontéinea
e completa, retivando-se por pipetagem ou sifonagem o sdro sobre-
nadante. HBste, ird servir para a preparacio do meio de cultuyra
claro, que chamaremos “B”; o codgulo que ficou no balde, servird
para a preparacio do outro meio, escuro, que designaremos por
“A” 0 rendimento em codgulo para sangue de boi, pode ser esil-
mado em cérea de 450 gramas. :

PREPARACAO DO MEIO ESCURO “AY

O baldo contendo o eocdgulo, tendo o gargalo convenientemente
protegide com tampdo de algodfo, é aquecido em banho-maria pelo
espaco de 80 minutos; depois do aguecimento é o balio transferido
para a geladeira & femperatura de 2-4° C.. E’ conveniente repetir
esta operacdo por duas vezes com intervalog de 24 horas,

Consegue-se_assim, nfo s6 a esterilizacio do coagulo, como tam-
bém a coagulaciio, pelo calor, dos protideos nele existentes, E en-
t&o refirado o balfio da geladeira e a éle juntados cérea de 400-500
cm3 de solugho Locke estéril (pH 7,9 — 8,2).

Teita a mistura, o baldo é levado & geladeira, onde permane-'
cerd 6-10 dias, agitando-se-o suavemente duas vézes por dia,

Reeonhece-se que o meio estd em condigdes de ser usado, quando
o liguido sobrenadanie apresentar-se com wuma coloracdo vermelho-
-escutra. Por decantacdo, distribue’se-o em tubos esierilizados, na
quantidade de cérea de 4-5 emB para cada tubo. ¥fisses tubos assim
preparados, devem ger guardados em geladeira até o momento da
gemeadura. Nio esterilizar. :

PREPARACAO DO MEIO CLARO “B" °

S6ro de sangue de boi ou de eavalo ......... N 3650 emB
Solucdo de Locke .......... e R 600 cm3

Coloca-se o sbro em balio Erlenmeyer de 2.600 ¢m3, cuja aber-
tura é protegida por um tampfo de algodfo. O balfo é levado ao
hanho-maria até obler-se a coagulacho do sbéro. Uma vez obtida
esta é ele imediatamente retivado do banho. Deixa-se_resfriar e jun-
tam-gse aos poucos, 600 emB de solucdo de Locke estéril, abandonan-
do-se & mistura ao repouso, & temperatura ambiente tendo-se o
cuidado de agiti-la suairex_nente 2.3 wvezes ao dia. O liguido sobre-
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nadante (solucfio de Locke) tem, a principio, um pH igual a 7,9 —
82. Em virtude da incorperacho, por difusfo, pela solucdo de
Locke, dos principios solivels eontidos no sore ecoagulade, o pH
desta solucfio tende a baixar progressivamente, atingindo, ao cabo
de trés a quatro dias, o valor de 7,6—7.2. (%) -

Quando o pH atinge ésse valor, o Hquido sobrenadante se apre-
senta eom coloraclio amarela caracteristica. E’ de grande impor-
tancia frisar que o pH & uma das condicles essenciais para obten-
gdo de um meio capaz de gatisfazer as condicbes exigidas pela
téenica, Por decantacio, transvaga-se o liquido sobrenadante para
- balBes estéreis, os guais deverfio ser congervados em geladeira. No
momento de semeadura distribue-se o liguido déstes baldes para
tantos tubos de ensaio estéreis, quantos forem necessarios, voltando
a sobra dos baldes & geladeira.

Este meio claro B é preferivel ao meio escuro A para as cul-
turas iniciais e pars repiques sucessives, pois (ue parece ser um
tanto impediente para o desenvolvimento de Blastocistis,

Meios semelhantes foram preparados, partindo-gse de sbro de
sangue humano. Os resulfados obtidos com 8les em provas euliu.
‘rais, foram concordantes com os alcancados com o sangue de boi,
Presentemente, estamos experimentande & preparacio de meios de
culfura partindo de sangue de animais de oufrag espécies, tais como
sbro de cavalo, coetho, carneiro, ete. e podemos adiantar que og re-
sultados obtidos com é&les sdo bons, sobretudo eom o sdro de eavalo,
de obtenciio facil e em bdas condicles de assepsia.

Esperamos. poder, oportunamente, relatar estes resuyltados em
nova publicacéo.

ESTERILIZACAO

Aconselhamos nio filtrar nem esterilizar pelo.calor éste meio.
A pratica nos mostrou gue o crescimento das Endamebas é tanto
maior quanto menos sofrer o meio a aclo do ealor.

No momento de se fazer a semeadura dos cistos, distribue-se
o meio do baldo para os tubos de ensaio estéreis (16x16) na quan-
tidade de 4 a 5 em3 para cada tubo. Conforme ja foi dito o baldo
contendo ¢ melo deverd ser sempre congervado na geladeira.

{*} \Este wvalor ¢ atingido natoralmente pela pripria mistara,
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Uma vez exposto o modo de preparacdo dos meios de culmra
passaremos a fazer aigﬂmas congideracbes sbbre o processo para
a obtencdo da culturas da Endameba histolitica.

TECNICA

B’ evidente que a obtencio de culturas de Endameba histolitice
estd condicionada & semeadura partindo de material contendo cistos
desta espécie; entretanto, cuidados especiais devem ser tomados
para esse desiderato.

Esses cuidados resumem-se nas duas eondicBes seguintes: se-
paragio dos cistos das fézes e demeadura dos mesmos em meios
apropriados.

MANEIRA DE PROCEDER

Reconhecida a existéncia dos cistos nas fézes examinadas, pro-
- cede-se do seguinte modo: 5-10 gramas das fézes s&o colocadas em
pequenos recipientes de vidro {(cope Becker, caliee comum, frasce
de Borrel), no gual se juntam alguns centimetros edibicos de dgua.
Agita-se a mistura com bastio de vidro e val-se juntando adgua até
que ela perca a consisténcia pastosa, tornando possivel a centri-
fugaedio do liguido. Essa mistura fluida, de dgua e fézes, é entho
passada através de uma tela fina, para reter as particulas gros-
geiras. O ligiido que passa, é recebido em copo de vidro, distri-
buido em tubos e centrifugade. Cuidados especiais devem ser to-
mados durante a centrifugacfo. Assim, a velocidade de cenirifu-
gacdo nio deve ulirapassar a 2.000 r/m., durante cérca de 5
minutos e nunca além de 10. Separa-se o liguido sobrenadante por
decantacdo, junta-ze 4gua, agita-se bem com um bastio de vidro
o sedimento, atritando-o conira as paredes do tubo. Centrifuga-se
de novo, repetindo-se essa operacio de lavagem do sedimento tan-
tas vézes quantas sejam necessdrias para obler o Hquido zobrena-
dante mais ou menos ¢lare. A pratica ensina-nos & conhecer o
momento em que o sedimento estd convenientemente lavado; nestas
condices, temos um sedimento rico em cigtos de mistura com ou-
tros detritos, porém razodvelmente lavados. Em geral, trés lava-
geng s4o suficientes.

Segue-se entfio a suspensdo dos cistos. O método por nés em-
pregado é o de Faust, lgeiramente modificado. Ao sedimento que
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ficou no tubo, junta-se pequena quantidade de solucfio de sulfato
de zinco, de densidade 1.180 e, com um bastdo de vidro, por agi-

-

tacdo, procede-se & suspens@io dos cistos procurando-se fornar a
mistura bem homogénea. Novas quantidades de solugio de sul-
fato de zinco sfo juntadas até completar o seu volume util, agitan-
do-se o tubo enérgicamente.

Esta operaco deve ser realizada no minimo espaco de tempo,
porgue o contacto demorado dos cisfos com o sulfato de zinco pode
determinar a morte dos mesmos, apesar da sua eonhecida resistén-
cia. A seguir, centrifuga-se a suspensio dos cistos, em velocidade
de 500 r/m., pelo espaco de 60-90 segundos.

¥ importante lembrar que a velocidade néo deve ulfrapassar
BO0 r/m., poi'qué poderia ocasionar a ndo flutuacio dos cistos. Re-
tira-se o tubo, cuidadosamente do centrifugador e, com uma pipeta
aspira-se a camada superficial do Hquido, rica em cistos gue, gra-
cas & densidade da solucio, vem & superficie juntamente com pe-
qguenas cuantidades de outros defritos. A solucio de sulfate de
zinco que ficou no tubo, pode ser recuperada. (*)

»

O liguido aspirado é rétpiéa’menf;_e transgvasado em outro tubo.
Junta‘se entdo 4gua distilada, agita-se para homogeneizagio e cen-
frifuga-se por espaco de 5-6 minntos, com velocidade de 2.500 r/m,

Repete-ge esta operacio de lavagem tendo muito cuidado du-
rante a decantacdo, para gue og cistos ndo passem com s dgua. . A
lavagem dos cistos é terminada guando todo o sulfato de zinco tiver
sido retirado por diluicdo. Em geral {rés lavagens sHo suficientes.

Asggim isolado, o sedimenio composto em suz malor parte por
cistos, deve ainda sofrer o tratamento seguinte: - ac tubo con-
tendo sedimento, junta-se um pouco de solucko normal de gcido

(%) A recuperaciis do sulfaio de zineo, 34 usade no Processo de Fawst, representa um
fator ccondmico que deve ser levade em linha de conta.  Depois de ntilizada para a2 suspensio
dos cistos de Endameba histolitica das fézes a solugko é armazenada em um recipiente a2 isso
destinado. Quando o volume da solugfie de sulfate de zinco atingir vwma quantidade razodvel
entiio procede-se & sua purificagin. Esta coosiste em filtracko do Houido coutendo detritos a'i-
mentares, cistos, ovos, ete., em papel de filtro comum. Depeis de diversas filtvacSes, o lguids
se apresenta mals ou menns claro. Ao filtrado junta-se 3-8 gramas de carvio ative que ficard
em contacto com ele cérea de.2-4 horas, agitando-se de vez em quando a mistura. Filtrase o
tode wma oft mals vézes até que o filtrado forne-se completamente glaro e desodorado.

Toma-se 5 densidade do filtrado e corrigese a falta de sulfato de zingo, juntando-se pequenas
quantidades désse sal. Pode-se ainda, acertar a densidade da soluco de sulfato de zinco. evape-
rando-se a Agua. ’ .

Bste processe, apesar da sua simplicidade, permite s recuperagio de quase 1080% da solughe
de suifato de zinco cmpregada.
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cloridrico (86,5 em 1.000 de 4gud), agita-se a mistura com hastéo
e deixa-se em repouso por alguns minutos (5-10). Decorrido éste
prazo, leva-se o tube ao cenirifugador (eom velocidade de 2. 000-
2.500 r/m.) durante cérea de 5-6 minutos. Retira-se o acido clo-
ridrico por decantacio e lava-se o sedimento com agua distilada 3
a 4 vézes por centrifa;gagéd {2.000-2 500 r/m,, cérea de 5-6 mi-
nutos). ‘ '

T’ de notar que se pode obter cultura de Endameba histolitica
sem o tratamento do sedimenic pelo 4eido cloridrico. Mas, nesse
easo, as culturas apreseniam-se alfamente contaminadas., E essa
maneira de proceder é aconselhdvel para reduzir tanto quanto pos-
sivel o desenvolvimento de microorganismoes outros que nfo a En-
dameba histolitica e que acarrefariam consequentemente ymsa re-
ducfio no crescimento do parasita desejado.

Antes de semear é sempre conveniente o exame microseépico
de uma peguena porcde de sedimento, corado pelo lugol, afim de
verificar se a morfologia dos cistos nfio for alterada pelas cpera-
cGes sofridas.

SEMEADURA

O sedimento separadoe, por decantacio, da Ultima agua de la-
vagem é {ratado dor 1-2 cm3 do meio claro B, e semeado apés ser
bem misturado por aspiragbes sucessivas com pipeta.

HEssa semeadura serd feifa em 2 ou 3 tubos contendo meio,
tendo-se o cuidado de juntar s ecada um désses tubos alguns mili-
gramos de amido de arroz, préviamente esterilizado e conservado
em estufa a 37°C., para que se mantenha sempre séco.

Levam-se o3 tubos & estufa, & temperatura de 37-38°C..

Ao cabo de 20-24 horas, o exame microscépico revela a pre-
senca de 2-5 amebas em foTma vegetativa, por campo (ocular 3b,
objetiva 40, E. Leitz Wetzlar), : '

Decorridas 48 horas, constata-se cérea de 15-20 amebag por
campo microscépico, '

A experiéneia tem demonstrado que se pode aumentar a capa-
cidade de desenvolvimento da Endemeba histolitica, eﬁriquecano-se
o meio., Junta-se, para isso, a um ou dois tubos contendo meio
claro B, além do amido de arroz, um pegueno fragmento de codgule
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do sangue de boi que fol préviamente agquecido em banho-maria
(100°C.) * (Fotografia n.° 1). -

A prineipio usavamos o cobgulo sem ser tratado pelo calor,
mas os resultados ficavam prejudicados pela presenca de hemétias
que, disseminadas 1o meio, atrapalhavam o crescimento dag ame-
bas, como também a sua boa observacio. Nessas condigbes, ob-
tém-se culturas que apresentam, por campo microsebpico, 40-50
amebas, como mostram as microfotografias 1, 2 e 3,

Vimos, anteriormente, que o pH do meio de cultura é um fa-
tor primerdial para obtencio de resultados culturais satisfatérios.
Ag nossas experiéneiag mostraram gue o pH nfo influe tho sdmente
no desenvolvimento da Endomeba histolitica mas, determina tam-
bém, uma modificacio no tamanho de cada forma vegetativa de
per gi. Assim, verifieAmos que, culturas realizadas em meio ezeuro
A com pH 8,2 tiveram wum crescimento satisfatéric com relacio ao
namero de amebas, apresentando-se porém, estas, sensivelmente di-
minaidag em tamanho. Amostras dessas mesmas culturas repica-
das para novos tubos contendo o mesmo meio, porém com pH
baixado para 8,0 cresceram de maneira satisfatéria, com relacéo
a0 nimero de amebas por campo; mas o mesmo hio acontecen com
referéneia ao famanho deszas formas vegetativas, que, muito em-
bora se apresentando malores do que as anteriores, nfio tinham,

£y Na preparacio déste codgule devese obedecer 34 téonica zeguinte: recorfa-se wma fpe-
quens porgie as cedgule fresco, em  pedacinbos, numa placa de Petri e lova-se ap banho-maria
{100°C), Depois de aquecidos, oz pedacos de codgulo sBo resfrindos na geladeira e transferidos
para iubos de ensais estérels 203420, passande por esterilizaglo ac vapor corrente durante 20-30
minttcs apds o que, serfo conservades em geladeira,

Ne momente da semeadura dos cistos, junta-se ag mels clare B, um fragmento minimo déste
coigulo, juntamente com alguns miligramos de amide de arroz; &te processo, conforme & o
dissemos, serve para enriguecer os primeiros tuhos .de epltura, ndo devendo ser wsadp para o5
casos de repigue.

Para enriquecer os repigues usaremos o sére de boi ou de cavals {de oreferéneia éste filtimo),
segunde a téenica que {remos descrever: tfomam-se 20-38 cmd de sbro de cavalo em halio estéril de
500 cm3, contends pérolas de vidro, Coaguwlawse o ghro em banho-maria; assim gue 0 sdro comegar
o coagular retira-se ¢ halfs do banho e com um hastie procura-se fragmentar o sdro, agitando-se-Q
enidrpicaments para facilitar & malor {ragmentago do sérp pelas péiolas, Deixe-se vesfriar o
tode ¢ juntase 188-150 cml de solugio fisiolégica. Agita-se diversas vezes e deixa-se rvepousar
a mustura, IDdecanta-se o solute fisioldgico, repetindo-se 4-5 wvezes a mesma operagio, afim de
se ohter completa lavagem dos fragmentes do sdro coagulado, DPepois da dltima lavagem, junta-se
an sedimenio mals ou menes o dObre do volume de solugdo fisiolépica e esteriliza-se a suspensiia.
por tindalizagdo, levando, depeis, 4 geladeira.

No memento de se fazer o repique de Endamebas, ijunta-se pecuenissima porcio déstes frag-
mentos do sbre a0 meio clare B, juntamente com algpuns miligramos de amide de arrez. Desta
maneira obtém-se um extrasrdindrio crescimento de amebas, nos repigues sueessivos, gragas 4 adigie
da séro lavade.
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contudo, atingido as dimensdes normais. Com o abaixamento do
pH para T,8 verifica-se que o desenvolvimente obtido di-se de ma-
neira satisfatéria, atingindo seu tamanbho guase normal. Com pH
ignal a 7,6-7,2 em meio claro B, obtém-se finalmente, formas vege-
tativas exuberantes em qualidade e quantidade. O exame micros-
cbpico revela entfio, nio s6 a rigueza por campo, como fambém,
permite observar que as formas vegetativas apresentam-se em suas .
dimensdes normais, como se se fizesse culfura partmdo de um meio
de pH 7,6-7,2,

¥az-se a verificacdo das amebas semeadas, colhendo-se amos-
~tras que s8o colocadas entre lAmina e laminula ¢ examinadas ao
mieroscédpio,

Nos exames microscdpicos para verificacio e contagem das
amebas por campo, cuidadog especiais devem ser tomados pars ob-
tencio de resultados concordantes, principalmente no que diz res-
peite & tomada da amostra. Descrevemos em detalhes 8sse parti-
cular. O tubo contendo a cultura é retirado da estufa, cuidadosa-
mente, e mantido em posicdo inclinada. Com uma pipeta estirada,
munida de pera de borracha, retira-se da porciio junto aos gréos
de amido, uma quantidade de sedimento suficiente para a preparacio
de uma lamina. Insistimos na necessidade de se seguir rigorosa-
‘mente essa téenica porgué a pratica tem demonstrado que é junto
‘208 graos de amido depositadog no fundo do tube, gue as ame‘ioas
se apresentam em maior nimero.

Aconselhamos também o exame periddico apds 24 e 48 horas,
‘porgué, em alguns casos, & passagem dos cistos para as formas ve-
getativas, da-se ac cabo désse tempo; casos hid em gque, decorridas
48 horas, nio se encontram ainda no tobho de cultura amebas em
formas vegetativas. ZRsse fato nioc quer dizer que o desenvolvi-
‘mento nioc venha a dar-se, mas mostra que hi apenas um retarda-
mento na transformacio dos cistos, podendo-se atribuir isso a um
Brro de téeniea ou gqualguer outro fator ainda desconhecido.

Nosgsa experiéneia e obsgervaciio conduz-nog a admitir que o
tempo de desenvolvimento dos cistos em formas vegetativas & de-
pendente do ndmero de nidcleos existentes nos cistos. Assim, se
semearmos cistos ou formas pré-cisticas predominantemente mo-
nonucleadas, as culturas desenvolvem-se em geral no espaco de
18-24 horas; se partirmos de amostras cujos cistos predominantes
sejam binucleados, veremos que o crescimento se di depois de 24
‘horas.
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De um modo geral, podemos, pois, adiantar que, quanio malior
for o nimero de nidcleos existentes nog cistos, maig vagarosa é a
passagem da forma de registéncia & forma vegetativa e dai o maior
tempo para se obter culturas ricas partindo-se de material conten-
do, predominaniemente, cisgtos com quatro ntcleos. -

(O material que serviu para o exame em lamina, poderd servir
de elemento de repique, uma vez que seja rico em formas vegetati-
vas. DPara isso basta que, por meio de wma pinca, retire.se a la-
minula, fazendo-se escorrer sbébre ela cérea de 0,5 em3 do meio
elaro B, deixando-se cair o liquido de lavagem sdbre a outra parte
do material gue ficou na ldmina. O fodo ¢ entdo levado a ump
outro tubo de meio de cultura ao qual se juntam alguns miligramos
de amido de arroz. Ao cabo de 48 horas temos outrg tubo de
cultura. ' ’

REPIQUE DA CULTURA DE ENDAMEBA HISTOLITICA

Quando procurdmos realizar culturas de Endameba histolitica,
tinhamos em mira 2 obtencio de meios ricos désses parasitas, vi-
sando o emprégo pratico das suas multiplas aplicacBes,

Ag eulturas pelos métodos usuals sfo geralmente pobres de
amebas (12-20 amebas per campo), porisse que, ao seu lado, hi
uma enorme proliferacio de bactérias que muito lhe prejudicam o
crescimento. K, sabe-se que, como nico melo de purificacio des.
sag culturas, usam-se apenas os repiques sucessivos. E’ nos repi-
gues, entretanto, que residem as maiores possibilidades de 8xifo nas
culturas de Endameba histolitica ¢ porisso chamamos a atencio para
os detalhes que exporemos a seguir,

Acontece que, nem sempre a primeira semeadura de cistos de
Endameba histolitice, isolados diretamente das fézes, atinge o de-
senvolvimento desejado. Desenvolvimento aprecigvel, porém, po-
deremos obter nas sub-culturas, se seguirmos a itécnica abaixo in-
dicada. '

A cultura obtida como anteriormente descrevemos deve ger exa-

minada cada 48 horas. O primeiro repique sera feito sempre de-
poig de 48 horas,

Um outro fato que se deve levar em consideragéo na obhtencio
de bons repiques de ameba é o referente & presenca de Blastocistis,
cuja maior capacidade reprodutiva, como ja o demonstraram variod
pesquizadores, inibe o desenvolvimento daquele protozoario. As-
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gim, se durante og primeiros repiques, os Blastocistis estiverem
comprometendo o bom desenvolvimento das amebas, a cultura de-
verd ser forcosamente despresada, :

As vezes acontece de se ter poucos Blastocistiz na eultura, po-
dendo &les desaparecer com os. repigues sucessivos; dai a vanta-
gem de se tentar um ou dois repigques para ver si os Blastomstls
continuam ou ndo a sua proliferacdo.

Uma vez conseguida uma cultura livre ou quasi livee de Blas-
toeistis, estamos em condicdes de praticar o primeiro repigue. Doig
sdo os caminhos a seguir para éste repique:

1.% . Fazé-lo depois de 48 horas, utilizando-se para isso do
sedimento do tubo de eultura, que serd transferide para novos tubos
contendo meio claro B e ao qual se juntou alguns miligramos de
amido de arroz.

2.6 —— Fazé-lo lavando-se primeiro ¢ sedimento em sbro fisio-
logico, para depois entéio transferi-lo a novos tubos de cultura com
meio claro B, aos quais se juntam alguns miligramos de amido de
arrcz e, também, uma parcela minima da suspensfc do séro coagnu-
lado de cavalo, de cuja preparacio falamos. o

O sedimento de cada tubo de cultura pode ser repicado para
5 outros tubos novos.

A técnica déste segundo processo é a seguinte:; depois ds 48
horas retira-se do fundo dos tubos das culturas iniciais, por meio
de pipeta, todo o sedimento que serd fransferido para tubos de cen-
trifuga. Ao sedimento juntamos solucfo fisicldgica até completar
o volume Gtil do tubo. Por meio da mesma pipeta, mistura-se
solucio fisiolégica e sedimento, o que se poderd também fazer com
pequeno bastio de vidro. Centrifuga-se com velocidade de 500-600
r/m. durante 3-4 minutos. Isia operacio deve ser feita mais ou
menos rapidamente e s0mente uma dniea vez. Ao sedimento rico
em amebas, junta-se entfio pequena porcio do meio elaro B; depois
de bem homogeneisado o material, é éle digtribuide em tubos de cul- -
tufa, contendo sempre o meio claro B, juntamente com alguns mi-
ligramos de amidc de arrvoz ¢ 1-2 gotas da suspensio de sorc de
cavalo em solucdo fisiolégica. Os tubos s@o levades & estufa a
B7C-88°C.. .

Depois de 48 horas processa-se nove repique, fendo-se o cuida-
do de nao lavar mais o sedimento em selucdo fisiologica.

O nfimero de amebas vai entfo aumentando gradativamente
de um repigue para outro. Notédvel é porém, o desenvolvimento

-
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das amebas do segundo até o quinte repique. Quando, portanto,
se pretender grande quantidade de Endameba histolitica em cul-
tura, deve-se fazer o segundo, terceiro e quarto repiques, ndo para
poucos tubos de cultura, mas para mauitos, gtilizando-se sempre o
meio claro B, com alguns miligramos de amido de arroz e quando
necessario, 1-2 gotas da suspensio de séro de cavalo para ¢ enryi-
guecimento dos repigues.

Procedendo dessa forma obtivemos culturas cujos campos i
crosebpicos revelaram a existéncia até de 140 unidades {ocular 3b,
objetiva 40, idem).

Durante nossos estudos em enlturas que apresentavam 30-40
elementos por campo, o Dr. Marcelo O. Alvares Corréa, competente
g laborioso biologista déste Instituto, logrou contar céreaz de
1.500.000 amebas em média, por centimetro etibico de cultura. Esta
cifra ultrapassa de muito os resultados até entéio obtidos nos ouiros
laboratérios que estudam o assunto. :

Dai para cé, temos conseguido ainda culturas muito mais ri-
¢as cujas contagens, porém, nio fizemos.

0O faio de se conseguir culturas ricas e em relativa pureza,
gracas a téenica de repique acima descrita, permitiu-nos a obtemao
de Endameba histolitica em estado séeo.

SECAGEM DA ENDAMEBA HISTOLITICA;
PREPARAGAO DO ANTIGENO

Depois de lavado duas vezes com agua distilada (por centrifu-
gacio) ¢ sedimenio da cultura é espalhado nas paredes do tubo e
pdsto no secador a vdcuo. 30-40 horas, em geral, sio suficientes
para a secagem. Depois de séco é o zedimento triturado e conser-
vado em fubo fechado a ldmpada.

Nessas condigbes femos a Ameba histolitica sob a forma de
um pé branco-amarelado, contendo alguns defritos mierobianos ao
lado de fragmentos de grios de amido. (Fotografia nt 2.

' bvio que, quando se pretende reduzir as culturas a po, deve-
se colocar nos tubos do Gliimo repique apenas o minimo possivel
de amido de arroz, devendo-se ter o cuidado de ndo coiomr fragmen-
tos de séro lavado.

Dessa forma, obtém-se um pé com o mdximo de puresa em
amebas.



CULTURA DA ENDAMERBA HISTOLITICA 107

- A partir désse pé eonseguimeos antigeno alcodlico ineolor e ino-
dore que, experimentado nas reacfes de fixacho do complemento
para amebiase, deu étimog resultados,

Continuamos estudando a atividade do antigeno em funcio do
pése da subsidncia géea, por unidade de volume de Aleool absoluto
empiregado, e do maior ou menor tempo para a sua preparacio.

O método habitual de obtenc¢io do antigeno para as reacdes de
fixagio de complemento é o deserite por Craig, que se resume no
seguinte: lava-se uma vez em soluto fisiclégico e por centrifugacio
a 2.500-3.000 r/m. durante 8-10 minutos o sedimento econtendo
amebas. Junta-gse depois, a ésse sedimento, idleool absolute na pro-
porcdo de 1 de sedimento para 7.5 velumes, de 4lcool absoluto, con-
forme preconisa Craig. Coloca-se o todo em frasco estéril contendo
pérolas de vidro para facilifar a fragmentaciio dos trofozoitos.

Este extrato alcodlico de amebas deverd permanecer quinze dias
na estufa a 37°C., tendo-ge o cuidado de agitd-lo 2-3 vezes por dia.
Filtra-se em papel de filtro, obtendo-se finalmente o antigena. -

CONCLUSGOES

Pelo exposto & licito concluir:

1.9 — que & possivel a obtengfio de cultura de Endameba his-
tolitica em meio preparado a partir dos soros de boi, cavalo, car-
neire ou de coelho;

290 — quega adicio a 8sses meios, de uma pequena parcela de
codgulo de sangue de bol, previamente aquecido, enriquece grande-
mente as prime-culturas, o mesmo acontecendo com o0s repiques,
quando ao meio se adiciona fragmentos de sdro coagulado de cavalo,
suspensos em soro fisiolégico;

3.9 w. que 08 meios de cultura por nés preparados e alguns
apenas modificados, prestam-se ndo s6 as culturas iniciais de En-
dameba histolitica, partindo de cistos isclados de fezes, como tam-
bém ao repique das formas vegetativas ja desenvolvidas;

4.° — que pelos repigues sucessivos obtém-se culturas de En-
dameba histolitica razoavelmente puras e com um nimero tal de
unidades vegetativas que poderid atingir numa gota de material, a
cifra de 140 por campo microscédpico {obj. 40, oc. 3b);
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5.2 — qgue dada a sua faecilidade, este método cultural apre-

senta-se vantajoso sempre que houver dividas referentes 3 identi-
ficacfo direta dos eistos de Amebas;

6.% ~ que é possivel obter-se de culturas ricas, a Endameba
histolitica em estado séco;

7.0 — que este pdé de Endameba histolitica presta-se & prepa-
racio de um antigeno para reacdes de fixaciio do complemento,
mais purd e ativo e sem o cheiro repugnante caracteristico das
preparactes semelhantes até entfio conhecidas,
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“Parg consegrar o acério e o 1:ealﬂlzcz-g:£fo dagqueles
dispositivos preciosos do nosse Regulewente, ndo hd
sendo apelar parva wm esforco de conjunto, afim de

. que todos os nosses labevatdérios, pelo menos mgueles
que tém sébre os ombros o péso dos encarges oftciuis,
se inscrevam na tavefe de proteger, amanhd, os inte-
résses da coletividade, empenhiando-se hwm entendimen-
to miltuo sébre o gue poderd conrstifiir, tdo solidamen-
te quanto ¢ ficwr provede, as buses de wma uniformi-
zagdo de téeniras™. ARLINDG DE ASSIS.

Ly

Esclarecimentos necessarios relativos & uniformizacfo de tée-
nicas oficiais para o conirdle e 3 interpretaciio da dosagem dos so-
ros antigangrenosos e antitetinicos, nos Institutos Estaduais de
Conirdle, constituem o motivo do presenie trabalho.

I — SORO ANTIGANGRENOSO

Diante de um caso de gangrena gasoss, existe sempre a incer-
teza quanto ao agente etiolégico responsével e, portanto, quanto a
anfitoxina especifica a ser smpregada.

Devido & complexidade da floras da gangrena gasosa, 0 $8ro
antigangrenoso dificilmente poderd conter t0dag as substincias pro-
tetoras especificas contra os agenfes infeetantes encontrados nas
infecches gangrenosas. E’ porém necessario que contenha os an-
ticorpos especificos contra os ‘germes mais frequentes, tais como:
o Clostridivm Welchii, o Clostridium septicum, o Clostridium Novyi
Clostiidium Sordellii, o Clostridium sporogenes e outros. O efeito
flora das gangrenas gasosas, agentes secundarios, tais como o

© Clostridiuwm sordellii, o Clostridium sporogenes e outros. O efeito
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coadjuvante que resulta da coexisténcia dessas espéeies microbianas
~em simbiose, explics, pelo sinergismo microbiano, a gravidade in-
sdlita que apresentsm certas infeccbes gangrenosas. Essa sinergia
de efeitos téxicos. tem grande importidncia, na evolugio de certos
tipos de gangrena gasosa. ‘

Dai a importante consequéneia terapéutica resultante da con-
corréncia dos antisoros especificos monovalentes antigangrenosos
no soro polivalente. A acfo reforcadora désses antisoros é do mais
alto interésse, tanto na profilaxia, como no tratamento das feridas
fortemenie confaminadas.

(s antisoros antigangrenosos monovalentes agem sinérgicamen-
te, reforeando-se reciprocamente no séro polivalente. A catfazia, a
paraespecificidade dos soros e a sinergia dos anticorpos, permitem
explicar essa acio coadjuvante dos soros gangrenosos monovalentes
nos soros polivalentes.

-

- Denomina-se calawic & ruptura de afividade da associagiio mi-
crobiana, isto €, do sinergismo microbiano, guando se neutraliza a
toxina do germe dominante da infeccfio pelo antisbro especifico,
permitindo ao organismo dominar oficazpzente 05 germes secunda-
rios de menor atividade no processo mérbido.

Na explicacio do mecanismo da aggo paraespecifica do sdro é
admitida a hipotese seguinte: os soros polivalentes exercem uma
dupla acdo — 1.° pelos anticorpos especificos de que sfo dotados;
2.% pelog anticorpos “normais™ ou “inespecificos™ presentes no séro
de grande nimero de espéeies animais. Esseg anticorpes “normais”
ou “inespecifices” s&0, em muitos casos, éficlentes para ajudar o
organismo a combater os germes secundirios de associacio. Além
disto, os anticorpos “nermais™ ou “inespecificos™ existentes nos so-
ros, reforcam de maneira consideravel, o efeito dos anticorpos es-
pecificos que entram na composicBo do s0ro polivalente. Torna-se
assim, o sdro polivalente, muito mais ativo, pela acdo sindrgica dés-
ses anticorpos “normais™ ou “inespecificos™,

L4 b &

Tendo em conta a malor frequéncia do Clostridium Welchil

-z

na fléra das gangrenas, éle & considerado como o agente principal
dessa infec¢io. Esta espécie é muito espalhada na natureza: fol
encontrada em 100% das amostras de terra examinadas em 1917,
em todas as frentes de batalha; fol encontrada em cérea de 99%

das fezes humanas & em 90% dos cascs de apendicite.
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A rigor nfo existe um Clostridium Welchii, porém um grupo
dessas bactérias. No grupo Welehdi, o tipo humano & designado
como tipo A, o tipo B é o Clostridium agni, o tipo C é o Clostridium
paludis e o tipo D é o Clostridium ovitozicus. Sdmente o tipo A,
por suag propriedades toxicolégicas e sorolGgicas oferece interdsse
na patologia humana.

O Clostridium Welchii tipo A produz uma exotoxina verdadei-
ra, termolabil, neuntralizada pels antitoxina especifica; produz tam-
bém, nog meios glicosadog, um veneno de aclo aguda, nfo especi-
fico,, capaz de maftar instanténeamente os camondongos inoculados
por via venosa. A toxina verdadeira possue diferentes fatores té-
xicos:

a) hemotéxicos: hemolisinas, hemoaglutininas, leucoagluti-
ninas; '

b} ndo hemotdxicos: neurotéxicos, miotéxicos, hepatéxicos,

A imunizacic de animais com a exotoxina Welchii tipo A, rica
de diferentes componente {éxicos, produz um sbro antiloxico espe-
cifico capaz de neutralizar &sses componentes toxicos nos seus efei-
tos hemolitico, necrosanie e na toxicidade geral.

Baseia-se o processo de dosagem do séro antitéxico na neutra-
lizacfio de alguns désses efeitos t6xicos. Fol verificada a possibi-
lidade de certos désses falores tdxicos ndo estarem presentes na
toxina que serviu para a producio da antitoxina especifica. E &
légico que, estando ausentes, ésses fatores foxicos, ndo produzirie
os fatores antitéxicos correspondentes. Assim, o8 soros que conte-
nham sodmente alguns fatores antitéxicos, jamais poderfio neutra-
lizar a totalidade dos fatores téxicos, tantce “in vitre” como “in
vivo™. E isto & possivel verificar experimentalmente. Com efei-
to, as dosagens feitas em animais, pelos mesmos métodos e com o
mesmog soros, mas nfo com as mesmas toxinas, podem fornecer
resultados discordantes, ultrapagsando grandémente os limites do
&rro. Porém, se forem sempre empregados nessas dosagens os
mesmos métodos e “toxinas equivalentes™, serfio obtidos resyitados
estatisticamente aceitiveis, tendo em conta o nimero de animais
empregados.

B’ possivel afagtar, em grande parte, as diferencas de resul-
tados chservadas, quando se realizam az medighes de antitoxinas
por meio de toxinas cujo conteudo de fatores tOxicos é equivalente.

O efeito téxico da toxina do Clesbridium Welchii foi primeira-
mente atribuido & toxina hemelitica “alfa” sendo, posteriormente,
ligado & toxina “beta”™ A toxina “beta” é presentemente aceita
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como sendo o fator prineipal da intoxicacfio perfringica, represen-
tando a toxina “alfa”™ um fator de importdnecia secundéria. Esses
diversos fTatores sfo produzidos desigualmente pelas diferentes
amostras de Clostridizn Welehii, variando grandemente a sua pro-
porcio nas diferentes toxinas, 0 que permite explicar as diferencas
dog resultados das dosagens de antifoxinas guando se empregam
toxinas nio equivalentes produzidag por amostras de Clostridium
Welchii, _

Nés consideramos comoe “toxinas equivalentes” as foxinas ri-
cas de “toxina beta” e, para as dosagens do sdro anti Welehii acon-
sethamos empregar s6 toxinas cujo conteudo de “alfa foxina™ —
proporcionalmente ao conteudo de “beta toxina™ — seja diminuto.
Somente com essas foxinas é permitido esperar determinacdes uni-
formes do poder neutralizante dos soros em relaciio & foxina “beta™.
Toxinas ricas de fator “alfa” produzem resultados duvidosos nas
dosagens nido dando titulos reais & sim titulos aparentes.

O teor de toxina “alfa” poderd ser dosado pela verificacfo do
conteudo de hemolisinas “in vitro™,

Aggim, sé deverfo ser empregadas, quer no preparo guer na
dosagem dos sorcs anti Welehd, toxinas sem oy com ar;ao hemoli-
tica mivito reduzida. _

Nio se pdde confirmar a hipdtese de que com o use de toxinas
oriundas de culturas de amostras “unicelulares” os resultados se-
riam miais exatos. '

Contudo, os resultados mais exatos ainda sdo obtidos quando
se emprega a mesma amostra de germe toxigénico e se utilizam
téenieas uniformes no preparc do meio de cultura e da toxina.

0 emprégo de meios de cultura de composiclo uniforme, per-
mite obter toxinas de composicio mais constante em relacio aos
seus diferentes fatores toxicos. _

Ao lado do séro anti Welehii, entram na composicdo do sdro
antigangrenoso polivalente varios outros sores monovalentes; assim,
o s0ro anti Clostridium septicum & ativo contra’a toxina e produtes
téxicos desse germe.

O Clostridium septicum produz uma exotoxina genuina gque
atua quase sem periode de incubacdo. Doses tixicas sublimiares
nada produzem no animal de experiéneia, ac passo que, doses ligei-
ramente superlimiares produzem 100% de mortes. Esses efeitos
téxicos da toxina Clostridium septicitm que seguem 3 leil do tudo ou
nada, foram bem verificados por Lautenschliger e por nos. '
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O Clostridiuam Novyi @ outro agente primério da gangrena ga-
gosa. Nos meios de cultura 8sse germe produz exotoxina apds 5
a 6 dias de incubacfio. A toxina do Clostridium Novyi. quando
inoculada on animal de laboratério, necessita certo periodo de la-
téncia antes de fazer aparecer os sintomas de intoxicacdo.

O Clostridium histolyticum & considerado, por certos autdres,
como agente secundéario da gangrena gasosa. A toxina do Clos-
tridium histolyticum produz no corpo humano e nos animais de
Izboratdrio as lesdes mais terriveis observadas na gangrena gasosa.
Para a toxina histolitica nfic existem barreiras. Transforma tudo
em um liquide sanguinolento.

No preparo do sbro antigangrenoso, reunem-se as diferentes
arfitoxings monovalentes para os diferentes germes da gangrena,
obtidas separadamente. Para essa reunifo de anfisorcs monova-
lentes, toma-ze por base a frequéneia relativa dos germes anaerd-
bios nas gangrenas gasosas. Assim, a antitoxina do Clostridium
Welehii que é cbservado em 60 a 80% dos casos, entra em malor
propofrcdo e, as antitoxinas do Clestridium Novyi, presente em 5§
a 35%, do Clostridium seplicum, em 15 a 30% e do Clostridium
histolyticum, em 2%, entram em quantidades proporcionalmente
deerescentes. )

 Este método de mistura das antituxinas monovalentes, para o
preparo do s36roe polivalente, ¢ um método simplista sujeito a criti-
cas. Notadamente gse considerarmos que nenhum trabalho foi feito
entre nés, para comprovar, nes casos de gangrena gasosa, da exa-
tiddo das frequéncias relativas dos diferentes agentes eticlégicos.

Passemos agora & questlo relacionada com a interpretacio dos
titulos de dosagens do sdro antxgangreno%

Um dos grandes problemas relativos & soroterapis antzgangre—
nosa & o titulo de gosagem dos soros do comércio, isto &, do seu
eonteudo real em antitoxina,

Na “Conferéneia Cirtrgica Inter-Aliada sdbre a Gangrena Ga-
sosa”, Wright j4 se admirava e, com justa raziio, que os cirurgides
empregassem soros antigangrencsos gobre os quais nio possuiam
gualquer indicacio guanio ao conteudo antitéxico. ]

Os trabalhos sdbre os sores antigangrenosos empregados na
guerra, vieram demonstrar que os mesmos eram absolutamente fra-
cos » que alguns soros alemfies ndo possuiam qualguer valor anti-
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toxico espeeifico. Prigge (1937) antes de ser iniciada a presente
guerra, por crdem do Ministério da Guerra da Alemanha, tendo em
conta as necessidades daquela nacic, controlou os estogues dos so-
ros antipangrenosos existentes no mercado alemfo e verificou que
varios désges soros examinados ndo continham antitoxina alpuma.

Daf a conclusfio de Prigge (1987) porqud, até agora, ndo foi
possive! julgar do justo valor profildtice e terapéutico do sbro an-
tigangrenocso,

Corm raras excecles, no Brasil os soros antigangrenosos em ge-
ral estio sofrendo controle deficiente de dosagem pelos laboratérios
comerciais, devido as dificuidades técnieas e 3 falta de téenieos es-
pecializados, :

. Varios laboratérios nacionais nos enviam consalias freguentes
s0bre a interpretaciio do resultado das.dosagens dos soros antigan-
grenogos. A 8ste respelte as publipagtes sfbre o prepars do séro
antigangrenoso sfo omissas. Nada consta nas “Vorschriften fiir
die Staatliche Priifung des Gasbrand (perfringens) Sera” — do
Ministério da Guerra da Alemanhs, de 1937. '

Prigge (1937}, em sua publicacio “Uber Wirksamkeit und
Antitoxingehalt des Gasbrandseruns™ nada esclurece a éste respei-
to. Na menografia que um de nés publicou com Rivarola “Pre-
paracion del suero antigangrencse”™ (Souto e Rivarola, 1938) nio
shordimes o assunto.

Bengtson (1931, 1934, 1936}, nos vérios padrfes oficiais dos
Estados Unidos, relativos aos soros antigangrenoses, nic se deteve
sdbre & questio. '

No estudo comparativo dos padrdes antigangrenosos soviéticos
e internacionais, Glotova (1937) é omissa a Bage respeito.

Jensen (1936), Hartley e White (1935), Walburn ¢ Reymann
(1935, 1938), Weinberg, Davesne e Prevoi (1932), Weinberg e
Guillaumie (1936, 1987) e os numeroscs “Rapport de ia Comission
Permanente de Standartisation Biologique™ (1931, 1935) ndo tra-
taram da interpretacfio do resullado das dosagens dos soros anti-
FANgYENnNsos. '

Estabelecendo as tdcnicas padrfes para dosagem do sbro an-
tigangrenoso, a “Comissfio Permanente dé Padronizacio Bioldgica
da Organizacio de Higiene da Liga das Nacdes”™ recomendoun sua
adocfio ofieial, _

Glotova (1937) criticou nessas técnicas as unidades e a via de
introducio adotadas para certos soros e Weinberg (1938) verificou

5
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que os titules antitéxicos obtidos em certos soros eram aparenies
e nio reais.

A interpretaciio dos titulos de dosagem dos soros antigangre-
nosos é, pois, uma das razfes da presente nota. Vamos definir
primeiramente a3 unidades, as test-dose e, depois, a interpretacio
dos resultados, ndo passaremos em revista a questdo da preparacio
¢ da dosagem do s8b6ro, porgud, em trabalho anterior, um de nés
(Souto e Rivarola, 1988), ji tratou longamente désse assunto.

A Comissfic de Padronizaciio Bioldgica assim especificou as
diferentes unidades:

-

a) para ¢ Clostridium Welchii, unidade antitéxica é 4 ativi-
dade antitéxica exsrcida por 0,322 mg. da antitoxina séca
e estavel, conservada no “National Institute of Health”
de Washington;

b) para o Closiridium sepficum, unidade antitéxica € a ativi-
dade antitéxica e especifica exercida por 0,2877 mg. da
antitoxina séea e estavel conservada no “Institute Pasteur”
de Paris; ‘

e) para o Clostridium Novyi, a unidade antitéxica é a ativi-
‘dade antit6xica exercida por 0,2681 mg. da antitoxina séca
e estavel, conservada no “Statens Serum Institute” de Co-
penhagen; _

d) para o Clostridium histolyticum, unidade antitéxica & a
atividade antitéxica exercida por 0,8575 me. da antitoxina
aBea e estivel, conservada no “Statens Serum Institute”
de Copenhagen.

Essas preparacles séeas e eslaveis ou padrdes (standards) sho
conservadas também em outros Institutos Oficiais de Contrdle.

As gquantidades especificadas nas definicBes represenfam a
unidade de anltitoxing,

Guantidades rigorosamente pesadas dessas preparacdes séeas e
estaveis, dissolvidas em mistura de duas partes de glicerina, du-
plamente distilada, e uma parte de salina a 0,85%, constituem os
zolutos padrbes. Esses solutos padres sio enviados periddicamen-
te pelos Institutos Oficiais de Conirdle aos laboratérios interessados
no preparo dos soros antigangrenosos. Os solutos padrdes, conser-
vados na obscuridade e & temperatura de 0 a 5°C., segundo verifi-
cimos, mantém-ge estdveis até 10 meses, nio devende ser usados,

porém, além do prazo prescrito pelo Instituto remetente.
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 Os soros antigangrenosos sdo titulados em unidades interna-

cionais, com a mesma exatidio que os demais soros padronizados.

Baseia-se o processo de dosagem em animal, na comparacéo do efei-

to de um soluto padrdo, e do sbro a ser examinado, em relacio a

test-dose da toxina. As defini¢es das test-doses de toxinas variam
de actirdo com as toxinas em consideracio. '

Vamos definir rapidamente as varias “test-deses™:

I e Clostridinm Weélchil (perfringens) — A test dose interna-
ecional (Li) de toxina Welehii ¢ a quantidade de toxina
Welchii que, misturada a 1/5 de unidade antitéxica inter-
nacional de antitoxina padrio anti-Welehii, provoca a mor-
te de alguns, porém nio de todos oz camondongos, de 17 a
20 grs., tnoculedos por via venosd,

A test dose francese — (Weinberg e Guillaumie (1938)), de
toxina Welchii é a quantidade de toxina Welchii que, misturada a
uma unidade antitéxica de antitoxina padrfo anti Welchii (de fa-
bricacio francesa), provoca a morte da metade dos eamondongos
inoculados.

Essas duas definiches diferem do gque se entende por umidoade
de toxing que é a quantidade correspondente a 20 D. M. L. de uma
dada toxina Welchii. Se o titulo antitéxico de um séro anti Welchii
for determinado com auxilio da unidade de antitoxina, 8ste tifulo
é geralmente, inferior ao gue se obtém quando se utiliza a fest dose
(Lt) de toxina, poig a test dose (Li) de toxina fem, em geral, um
valor inferior a 20 D. M. L.

Nio & aconselhavel adotar a unidade de foxina eomo base para
determinacdes porgué s mesma estd baseada na definicio da D.M.L.
A definicho da D.M.L. pode ser molivo de controvérsia. Se a
maioria dos aufores admitem como D.M.1.. a quantidade de toxi-
na gue mata cérea de 50% dos camondongos inoculados com o péso
variante entre 17 e 20 grs., outros, como Benzoni (1933) conside-
ram a D.M.L. como a menor quantidade de toxina que mata 100%
dos camondongos de 17 grs. de péso; assim estag divergéneias sio
suceptiveis de ocagionar diferencas muito acentuadas nes resulta-
dos finais,

1I — Clostridivm septicum (ocedematis — maligni) — A test dose
{(It) de toxina Clostridium seplicum é a guantidade de to-
xina gue, misturada a uma unidade antitéxica internaejonal
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de antitoxina padrio anti-Clostridium septicum, provoca a
morte de alguns, porém, de nem todos os camondengos de
17 a 20 grs., tnoculados por via venosaq.

IIT — Clostridium Novyi (oedematiens) -— Test-dose (Lt) de to-
xina Novyi é a quantidade de toxina Nowyi que, misturada
a dois centésimos de ynidade antitéxica internacional de an-
titoxina padriio anti-Clostridiuom Nowyi, provoea a morte de
alguns mas nfo de todos os camondongos de 17 a 20 grs,,
inoculados por via musculor.

WV —— Clostridium histolyticum - Test dose (It) de toxina Ahis-

tolyticuwm é a quantidade de toxina hisfolyticum que, mistu-

. rada a uma unidade antitéxica internacional de antitoxina

padrio, anti-Closiridizem histolyticum, provoea a morte de

alguns, mas ndo de todos oz eamondongos de 17 a 20 gra.,
tnoculados por Vi venose.

Pela prépria natureza dessag definicdes, verifica-se a necessi-
dade de serem sempre empregadas zéries grandes de animais reati-
vos. A sensibilidade dos animais & toxina gangrenosa influe gran-
demente nos resultados obtidos e varia, em certos pontos, da mesma
maneira que a sensibilidade dos animais reativos varias em relacdo
a toxina teténica, eonforme um de noés teve ocasifio de demonstrar
‘em colaboracdo com Von Ubish (1939).

O fator individual s6 podera ser menos presado, se forem em-
pregadas séries grandes de animais, capazes de assegurar resulta-
dos estatisticamente aceitdveis. Infelizmente isto & extremamente
difieil, dentro das possibilidades préticas. Assim, o uso de peque-
‘nas séries de animais, o finico aplicavel dentro das finalidades de
rotina, esta suisifo a erros.

N{;_m sempre & possivel esperar que sobrevivam B509% dos ani-
mais inoculados & que morram 50% nas séries animais; o nimero
de sobreviventes poders ser bastante variavel: assim, por exemplo,
gi empregamos séries de 6 animaiz poderemos ter: 2/6, 4/6, e até
1/6. Estas variacdes devem ser tomadas em consideraciio quando
se organizam os coeficientesy morte-sobrevida.

Sac considerados dosando bem os som}é que, comparados comi
o sdro padrio, protegem um ndmero maior de animais oy ¥tmero
aproximado Aqueles protegidos pelo sdbro padrfio. Hssa compara-
¢io é impossivel quando todos os animais testemunhas morrem ou
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guando todos og animais sobrevivem. E, pois, necessério USAY Th-
rias séries de testemunhas: sérieg inoculadas com quantidades de
toxinas exatamenie correspondentes & test-dose e ao sbro padrio e
séries com gquantidades minimas de toxina, superiores e inferiores
a test-dose empregada.

Passemos agora a interpretar os resuifados das dosagens ba-
seados nas definicdes deseritas acima.

Antitopine Welchil

1 em3 da antitoxina padrfic internacional contém 20 U. I.

Diluindo 1 ¢m8 da antifoxina padriio em 19 em3 de salina, ob-
tém-se uma solugho em que 1 em3 contém uma unidade, donde 0,2
em3 contém 175 de unidade. Assim, 0,2 ¢m3 da di}zzigé”o do sbro
a ser examinado, que protege aproximadamente 50% dos camon-
dongos inoculados, é equivalente a 1/6 de unidade do s6ro padréo.

Antitoring septicum

1 emd de antitoxinag padrie internaecional eontém 50 U, 1.

Diluindo 1 em8 da antitoxina padrio em 9 c¢m3 de salina, ob-
tém-ze uma diluicio em que 1 em3 contém & unidades, donde 0,2
em3 contém uma unidade. Assim, 0,2 cm8 da diluicko do séro & ser
examinado, que protege aproximadamente 50% dos camondongos
incenlados, sendo equivalente a 1 unidade padrio, 1 e¢m3 do séro
om prova equivale a 5 unidades.

Antioxing histolyticum

1 em8 da antitoxing padrie internacional contém 20 U, L

Diluindo 1 cm8 da antitoxina padrie em 3 cm3 de salina, ob-
tém-se uma solucho em que 1 cmd contém 5 unidades, donde 0,2
em? contém uma unidade. Assim, 0,2 em3 da dilnigdo do s6ro a
ser examinado, que protege aproximadamente 50% dos camondon-
gos inoculados, sendo equivalente a 1 unidade padrio, 1 em3 do
gbre em prova eguivale a 5 unidades.
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Antitoxing Novyl

1 em3 da antitoxina padrfo internacienal contém 20 U. I

Diluinde 1 em3 da antitoxina padrio em 99 em3 de salina,
obtém-se uma solucio em que 1 em3 contém 0,2 unidades. Assim
0.1 em3 da dilnigio do séro  a ser examinado, gue profege aproxi-
madamente 50% dos camondongos inoculados sendo equivalente a
0,02 unidade padrfo, 1 ¢m3 do s6ro em prova eguivale a 0,2 unidade
padrio, I cm3 do séro em prova equivale a 0,2 unidade e 5 ecm3
equivalem a ums unidade.

% o

Achamos Gtil adotar como base para uniformizacdo das téeni-
cas para o exame oficial dos soros antiganpgrenocsos, nos Institufos
oficiais, ag instruches que o Ministério da Guerra da Alemanha fez
expedir para o exame oficial do sdro antigangrenocse anti Welchii.
Essas instrucdes poderdo servir também como norma diretriz para
0 exame oficial dos demais soros antigangrenosos nos Institutos Es-
taduais de Confirdle ¢ de base para uyniformizaciio da téenicas.

ANEXO

Instrucdes pare 0 exame oficial dos soros gangrenosos
{ Welchil)

§ 1. (1) Os sorog conira a foxina do principal causador da
gangrena {(Cl welchil) ou que contém uwm compo-
ponente contra a toxina déste germe, deveriic ser
entregues, antes de postog noe mercado, ao exame
oficial,

{2) Oz soros gangrenogos {(Welchii) que contém um
compenente antitoxico ja oficialmente examinado,
serfo provados segundo as instrucdes a éste respei-
to. O exame serd completado pela mediclo do va-
lor indicada sob § 13.

§ 2. (1) Os sorcs ndo devem conter mais de 0,5% de fenol
ou 0,4% de tricresol. Todas as adices devem ser
feitas antes da entrega do produto aos fiscals
oficiais.

(2) O sbro deve conter no minimo 100 unidades de an-
titoxinag gangrenosa (Welchii) em 1 em?®.
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Entrege pare o exame oficial

§ 3. (1) A pedido do fabricante o fiscal oficial deve proce-
' der ao exame oficial dos soros.
{2) O fiscal recebe 0 s6ro a ser examinado em um re-
eipiente com ntimero de conbréle, dando wm recibo
e registrando a entrada em sey livro oficial,

§ 4, (1) Se o gbro é preparade de tal maneira, que as mes-
mas tmigturas sfo feitas em diversos recipientes, o
fiscal deve controlar o preparo das misturas, con-
vencendo-se de sua igualdade completa, afim de dar
a0 recipientes o mesmo nimero de contrdle. Neste
caso &le deve registrar no seu livro oficial osg ni- -
meros das operacdes de cada porclo e anotar a com-
posicdo das misturas feitas em sua presenca.

(2} Se uma quantidade maior de séro & distribuida em
virios recipientes, a distribuicdo também deve ser
feita na presenca do fiscal, afim de se dar o mesmo
nimere de contrdle as diversas poredes. Sobre esta
distribuicfio feita em sua presenca, o fiscal deve fa-
zer registros exatos em seu livro.

§ 5. (1) Para o exame oficial deve retirar-se de cada sdro
na presenca do fiseal:

a) 06 amostras de sempre 5 em¥®;
b) 4 amostras de sempre 10 em®;
¢) 4 amostras de sempre 5 em¥;
colocando-as em recipientes estereis.

(2) Quando o sbro for entregue em vérios recipientes
originais ao fiseal, deve retirar-se as amostras men-
cionadas sob a) e b) de cada recipienie, marcan-
do-as correspondentemente,  As amosiras mencio-
nadas sob ¢} devem confer uma mistura composia
de partes iguais do conteudo dos varios recipientes,

§ 8. Os frascos com as amosiras devem ser lacrados, antes
da entrega ao Institutc Estadual de Controle, em presenca do fiscal
e provides de uma etigueta, indicando o nome exato do sbro, niime-
ro de contrdle e, na conservaciio do estogue em diferéntes recipien-
tes originais, a indicacdo exata do recipiente de conservacio e o
dia de retirada das amostras.
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§ 7. O laboratéric onde foi feito o soro deve mandar acom-
panhar a remessa. por um cartic do modélo A, que deve conter in-
dicacOes exatas guantd ao teor de fenol e fricresol, esterilidade, o
comportamento na experiéncia anfmal e o teor de antitoxina do
abro,  Além disse, devem ser anotados os niimeroes e as espéeies dos
animais, dos quais foi tirado o séro, a quantidade, o conteudo e ag
marcas dos recipientes de conservacfio; o fiscal deve conferir o
cartio, passando o visto. Se se tratar de soros entregues ao fiscal
em varios recipientes originais, o Inmstituto Hstadual de Controle
exigird indicagles complementares quante a0 preparo ¢ composiclo
das misturas. :

§ 8. Depoig de retiradas as amostras of recipientes devem
' ger lacrados em presenca do fiscal e conservades em uma sala s6b
a responsabilidade déste.

Exame oficia]

& 9, O sbro deve ser claro, mostrando muito pouco sedimen-
to; séro com turvacfo nitida, permanente, ou com sedimento gran-
de néo pode ser admitido.

§ 10. Cada sbro deve ser examinado quanto ao seu teor de
albumina; éste nfio pode exceder 12%. A determinacio do teor de
albumina é feita segundo og métodos quimicos comuns.

§ 11. (1) Para o exame da esterilidade deve colocar-ze sem-

pre 4-& gotas de s6vo em:
~a) um tubo de Agar-peptona de carne;

b) um tubo de Agar-glicosado (camada alia) :
' ¢} um tubo de caldo de cultura;

d) um tube de caldo glicozado

ey um itubo de caldo de figado,

- misturando-se bem com o meio de cultura, O con-
tendo do primeiro tubo & colocado em placa.

(2) As culturas a), b), ¢), e d), devem ser observadas
durante 6 dias na estufa a 37°C. A cultura e)
deve ger incubada durante 10 dias sob isencdo de
oxigénio a 37°C. Se durante ésfe tempo se desen-
volverem germes no sbro, 8ste deve ser recuzado.

(3) Se no exame bactericlogico o conieudo de um dos
recipientes se mostijar contaminade, enguanto que
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ag amostras retiradag dos outros recipientes se .
mostram .estéreis, s6 nfo se deve admitir o reei-
piente do qual féra retirada a amostra contami-
nada. '

Para a verificacic do teor de substincias impe-
dienfes (antisépticas) inoculam-se subcutanea-
mente 0,5 ecm® do sbro em um camondongo, Se o
animal apresentar sintomas, dos guals se deduz
uma porcentagem elevada de fenol ou tricresol no
siro, ou conteudo elevado de substinelas thxicas,
nfo se deve admitir &ste sdro.

Para o exame da inocuidade inoculam-ge, além dis-
g0, por via subcutinea, 10 cm® de s6ro em cobaia.
QO animal ndo deve apresentar sintomas de infec-
cfo durante os 6 dias consecutivos.

Se o conteudo de um recipienie se mostrar nocivo,
deve recusar-se todo o séro.

Como padrdo para a medi¢io do valor serve um
sbro Standard de confeudo antitdxico exatamente
conhecido, conservando em poredes sécas e em fu-
bos de vacuo no Instituto Estadual de Controle.
Quantidades bem dosadas désse sbro stardard sfo
dissolvidas em uma mistura de duas partes de gli-
cerina duplamente distilada e uma parté de =olu-
cdo fisiolégica a 0,85% de maneira a se formar
uma solucdio méae, contendo 50 unidades antitéxicas
por 1 cm?.

Como toxina test serve uma toxina séca retirada
de culturas micromanipuladas de bacile gangreno-
g0 (Cl welehil) de atividade sempre igual, se-
cada em porgdes, dividida e colocada em tubos de
véeuo, Como toxinas test empregam-se toxinasg
sécag gue, na experiéncia do tubo de ensaio, nio
possuem nenhum ou muite pequeno efeitc hemoli-
tico contra as hematias de carmeiro.

Como dosé de exame emprega-se a dose L -+ BO
(0,2 de unidade aititéxica) <a toxina padrio, isto
&, uma dose de toxina que, apds mistura com 6,2
de unidade antitéxica, produz morte deniro de 48
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(4)

(5)

(6)

horas em mais ou menos metade dog animais de
experiéneia. Para sua delerminacfio misturam-se
guantidades gradativas da foxina padrio com 0,2
unidades antitdxicas no volume de 0,5 c¢m?, inje-
tando-se ap6s conservacio durante 1 hora em tem-
peratura ambiente, em camondonges brancos de
16-18 grs, de péso, por via intravenosa. O valor
médio determinado por experiéncias realizadas em
épocag diferentes do ano deve gser empregado como
test dose de exame.

Para realizacio do exame dissolvem-se porces do-
sadas da toxina test em uma gquantidade de solu-
cio tampdo isofdnica de cloreto-fosfato de sédio
(blutisotonische Kochsalz-Phosphat Pufferlésung),
medidas com pipetas padrio (pH = cérea de 7,8),
de maneira tal, que em 1 em® esteja contido o qué-
draplo da dose necessaria para o exame,

Do soluto mée do séro standard faz-se uma dilui-
cdo com soluto tampdo, usando pipetas padrio de
maneira que em 1 cm? esteja contida uma unidade
antitéxica. '

Da mesma forma faz-ge uma diluicdo do stro a ser
examinado, que corresponde aproximadamente 3
indicacfo do valor expresso pelo fabricante, deven-
do conter cada I cm®, 1 ynidade antitéxica.

Para a determinacio do valor misturam-se quan
tidades de 0,25 — 0,22 — 0,20 — 0,18 ¢ 0,16 cm?
da diluicio feita dos solutos mie do sdro standard,
correspondends a 0,25 — 0,22 — 0,20 — 0,18 &
0,16 unidades antitéxicas e guantidades iguais da
diluicio feita do sOro a ser examinado, sempre
contide no mesmo volume de liguido (0,25 cm¥),
com 0,25 cm? do soluto da toxina test. As diver-
sas misturas sdo injetadas, apds conservaciio du-
rante uma hora em temperatura ambiente, em eca-
mondongos brancos do péso de 16-18 gs. por via
intravenosa. Para o exame de cada mistara de-
vem ser usados sels camondongos. .

oo
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(8) Por conseguinte recebem:
Camondon- Diluicdo de sbro .
i Soluto de foxins
gos Série (VO 1:0,25 cm3})
1 2 3

1 Soro Standard 0,25 emd = 0,25 UA (1} 0,25 cm3 (Test - dose)

2 s i 0,22 em3 = 0,22 UA 0,25em3 7 "

3 " » 06,20 cm3 = 0,20 UA 0.25em3 " "

4 " 0,18 em3 = 0,18 UA 0,25 cm3 7 .

) 0,16 em3 = 0,16 UA 0,25 em3 7 "
B 8ore examinade 0,25 omd 0,25 em8 7 i

7 ” ? .22 cm3 0,25 em3 ” "

8 ™ " 0,20 em3d 6,25 cm3 7 ”
9 i 0,18 emi D25 em3 7 "
i0 ” ? 0,16 cm3 0,258 em3 " "

{9) O tempo de observacio dos animals é de dois dias.
Se durante &ste periodo o sdro examinado proteger
um nfimero malor, ou, mais ou menos o mesmo Nd-
mere de animais com vida gque o sgéro standard, &
aprovado com a indicacfo do valor dada pelo fa-
bricante. O sbro examinado que conservar menor
ntimero de animais com vida gue o sbro standard,
devers ser recusado,

§ 14. (1) Quando o sdbro é conservado em varios recipientes
originais, deve proceder-se ao exame indicado sob

§ 11 e 12 com amostras de cada recipiente.
(2) O exame descrito sob § 138 de um séro conservado

em diversos recipientes, é feito uma 36 vez com as
amostras indicadas sob § b5 ¢).

Diktribuicdo do séro

§15. O Instituto Estadual de Controle comunica o resultado
do exame oficial ao fabricante, enviando-lThe o boletim do modélo B.

{1y A = vnidade antitéxica.
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§ 16, (1) < f{fiscal oficial é responsavel para gque 08 S0rgs
gangrenosos (Welehii) oficialmente examinados
sejam postos no comércio com rétulo “aprovado
oficialmente”, desde que o exame tenha sido satis-
fatério.

(2) A retirada do sélo de chumbo dos recipientes ori-
ginais, o enchimento das empolas ¢ o lacramento
destas 36 podem ser feitos na presenca do fiscal e
segundo as determinacbes de suas indicacbes ofi-
eiais.

$ 17. Na etiqueta das empolas devem constar as seguintes in-
dicacdes: ' :
' a) local da fabricacdo (fabricante);

b)Y nome exato do soro;

¢) numero de contrble;

d) indicacio do valor;

e) o rétulo “aprovado oficialmente”, como também a indica-

céio do local e data do exame; 4
£y  até que data o sdro pode ser empregado (§ 20).

§ 18. O sbro gue & base do exame oficial fol verificado ndo
corresponder as exigénelas, ¢ develvide pelo fizeal ao fabricante,
registando-se o fato no livro oficial.

§ 19. O Instituto Estadual de Controle deve ordenar a reti-
rada imediata de um sdre, cujo reexame mostrou uma diminuicio
do teor antitéxice de maiz de 16% abaixo do valor indicade origi-
- nalmente ou, entdo, se uma oufra verificaclo qualquer coibe a apli- |
cacdo do sbdro. '

§ 20. Os soros examinados oficialmente sfo retirados em sé-
rie do mercado, por crdem do Instituto, depois de trés anos a con-
tar da data do exame, devide ao vencimento do tempo de garantia
certificada oficialmente.

& 21. Nas farméacias nio pode ser conservado ou vendido
8dro, cuja retirada do mercado ja tenha sido publicada.



MODELO A
CARTAO N.° ...,
PARA & INSTITUTG ESTADUAL DE CONTROLE
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Ii — BOR0O ANTITETANICO

- B&o descritas aqui modificacbes da téenica de dosagem da to-
xina e do soro que, em nossas méocs, produziram resuitados satis-
fatérios,

O sbro antitetdnico é exclusivamente antitéxico. Por isso, é do-
sado com a toxina do Clostridium teteni, medindo-se a capacidade
neytralizante de proporcgbes varidveis do sére contra doses fixas de .
toxina. )

Para isso, deixa-se em contacto quantidade constante de toxina
com guantidades diferentes de uma diluicdo apropriada de sbro a
dosar, ‘incculande-se a mistura subcutaneamente, em camondongo
ou em cohaia, ap6s determinado periodo de contacto. ‘

Na execucho de uma dosagem de s6ro antitetdnico, requer-se:

a) towine padrdo. Esta pode ser fornecida pelo “National
Institute of Health”, ou ser preparada no prépric lebora-
tério; o

b) sdro padrdo. Fornecido pelo “National Institute of Health”,
e também por outras instituicées. Em tese, também pode
ser preparado no laboratério, :

As toxinag liguidas, obtidas por filtragfio de cultura de “Clos-
tridium tetani”, ndo sfo apropriadas para servir como toxina pa-
drio. Para serem utilizéveis, devem ser préviamente precipitadas,
e depois padronizadas. Um bom método de precipitacio é o descri-
to por Istrati e atribuido a Kirkseh. Consiste na saturacio do
ealdo toxico por sulfato de sédio e subsequente juncio de sulfato
de amodnio, até que o precipitado antes de formado, sobrenade fran-
camente. A vantagem do método é obter um precipitado menos-
“4cido que sobrenada mais facilmente e que, sendo mais compacto,

escorre melhor. O seguinte protocolo ilustra 6 processo:

Cultura em caldo de coracho peptonado, sob vaselina:

Volume do FHERAD ... iivuve e rrreniaeniiiinianaaas 5.800 em3
Sulfato de sddic, juntade lentamente, até saturar ...... appte. 1.800
Sulfatc de ambnic, até scbrenadar o precipitade ........ appie. 1.000

O precipitado colhido com escumadeira de tela estanhada é es-
corrido e colocado em placa de Petri de 15 cm?® Hsta é disposta
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num dissecador herméticamente fechado contendo cloreto de célcio,
onde ¢ feito vécuo de 600 mm.Hg., indo em seguida para i estufa
g 37°C., ai permanecendso 48 horas,

Estando o preparado perfeitamente séco, é passado para
um gral e moido, sendo, em seguida, peneirado em tamiz de seda,
tudo feito dentro de um aparelho protetor, envidragado. O pd ob-
tido em pesafiltros séco, é conservado no escuro, na geladeira, no
vicuo de um dissecador fechado, conterido cloreto de caleio.

A toxina padrio, fornecida pelo “National Institute of Health”,
é recebida sBea. As toxinas usadas em laboratério devem fer os
seus indices perfeitamente estabelecidos: importa fazer as seguintes

medices:

a) DLM (Dose letal winima) — Conveneionada como a me-
nor dose de toxina capaz de matar a cobaia de 350g.
em 96 horas, ou o camondongo de 20 g. em 6§ dias. )

b} L+ (Limes mortis) — A quantidade de toxina que, mis-
turada a 1 test-dose (TD) de séro antitetinico, provoea
a morte do animal de prova. Sendo a medicio praticada
em cobaia, o prazo de observacdo & de 96 horas; sendo pra-
ticada em camondongo, o praze & .de 8 dias.

Para determinar o DLM, procede-se da seguinte maneira:
2y Medidas preliminares:

Material necessiric: Tabos neutros;
Pipetas certificadas;
Baldes certificados;
Dedais on mamadeiras;
\ Beringas de precisdo;
Pesa-filtros;
Microespdtula.

Toda a vidraria deve ser rigorosamente desengordurada pela-
permanéncia em solucio sulfocrdmica, e convenientemente lavada
com agua distilada. Em seguida seri séea em estufa ou férno, com
excecdo do aparslhamento certificado, gque secard naturalmente.
Também as seringas devem estar perfeitamente sécas.

b) Técniea da dosagem:

Tratando-se de uma toxina de teor desconhecido é conveniente
fazer primeirc uma dosagem de largos limites, para, numa segunda
série, aproximar melhor os intervalos medidos. Pode-se prever
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para uma toxina séea um teor variando entre 560.000 e 5.000.000
DLM por centimetro cibico, de acdbrdo com a pureza do precipitado
obtido. Um primeiro “test” deverd abranger estas duas dosagens
extremas. Para Isso, devemos diluir inicialmente a toxina a
1/600. 060, da seguinte maneira; 4

Verificada s balanca, toma-se com uma pinga apropriada, um
. pesa filtros séco e coloca-se em um dos pratos. Tara-se em segui-
da. Retira-se depois da geladeira o dissecador eom a toxina e com
a microespatula colhe-se uma quantidade minima desta, colocan-
do-se no pesa filtros. Se a halanca for de tipo periédico, deve-se usar
de preferéncia, para a pesada, o pesa-filiros fechade. E’ aconse-
thavel urfia balanca de pesada rapida.

De gqualquer forma, nunca se deve pegar uma quantidade in-
ferior ao décuplo da sensibilidade da balanca, para manter a pe-
sada em nivel suficientemente baixo.

Sendo a toxina séea extremamente higroscépica, a pesada deve
ser a mais rapida pa:s;sivel, gem prejuizo da exatidio. Dai a gran-
de vantagem da balanca periddiea, de leitura imediata.

Terminada z pesada, e enguahto uym auxiliar se eneariega de
fazer o vicue no disseeador, e novamente resguarda-lo na geladeira,
entorna-se no pesa-filtros a quantidade de solucéio fisiolégica neces-
sdria para estabelecer uma soluciio de iitulo exato, por exemplo a
1/10.008. Desta forma, se & pesada fol de 2 mg., juntamos 20 em?
de salina.

Para completar a dissolucio a 1/500 adiciona-se 1 em3 desta
soluco priméria em um balfo tarado de B0 cm3, e completa-se o
volume com solucdo fisioldgica,

Partindo-se desta solucfio mie a I,/500.000, as rediluicdes so-
guintes se fazem da maneira seguinte:

Solugio mie  Sol fisicldgiea  Dilmicdo obtida - N.© de DML por emé.
1 ce. — 1/500.000 500.000
0,5 ce. 0.5 ce. 1/1.600.000 1.090.090
0,2 ce, 0,8 ce. 1/2.500.000 _ 2.500.009
6,1 ecc. 0,9 ce. 1/5.000.000 5.000.000

Us cuidades essenciais a serem tomados na execucdo das di-
luigbes sfio: rapidez e precisfio nas medidag e menor exposiciio pos-
sivel & luz e ao oxigénio, A mistura deve ser feita por agitacio
delicads, com movimentos eirculares largos, cadenciados, ou enrcla-

mento entre as mios, nunca por choques bruscos e antagdnicos,
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evitando o mais possivel a formacio de espuma.  Uma boa técnica,
que evita completamente a2 necessidade de agifaclo, é fagzer as di-
luicBes finais em dedais ou mamadeiras e no volume requerido para
& inoculacdo,

Prontas as diluiches, cada uma delas é recolhida numa seringa
e incculada imediatamente nos animais de prova. Para cada di-
luicdo deve-se usar uma seringa marcada, para evitar confusBes.

Para a prova podem ser usadas cobaias ou camondongos.

a) Cobaias: Devem ser usados animais de 350 g. de péso,
indicando uma idade aproximada de 5 meses. ‘

Os resuliados constantes e rigorosamente interpretaveis sé po-
dem ser obtidos com animais de uma mesma familia, ou animais
geneticamente “puros™, a nfo ger que se possa lancar mio de séries
extensas (Souto e Ubiseh, 1939). De gualquer forma & boa praxe
fomar dois animais para cada diluigio. ‘

A inoculacio se faz de ordindrio, no volume de 1 cm3 subeuta-
neamente. A regifio preferida é a abdominal, mas hi vantagens
evidentes na escotha da face interna da coxa (Sordelli, com, verbal).
_Os animais ineculados ficardo isolados devendo ser o menos pertur-
bados possivel. (Observaces didrias precisam entretanto ser feitas,
anctando-se o progresso dos sintomas, . Estes podem, por exemplo,
ser assim simboelizados, gquando se trata de inoculacfio na coxa:

¢ - contratura completa do membro inoeulado;
I ¢ — contratura inecompleta do membro inocculado;
ce - contratura completa dos membres posteriores;
cee — envolvimento de todos os membros. SBinals gerais;
. m., — agonia;
4 e moTiE,

A cobaia é observada até o 5.° dia, s6 tendo valor g morte den-
tro dos 4 primeiros dias; a morte no 5.° dia podera dar indicacio
remota para as dosagens mais aproximadas.

b) Coemondongos: - Camondongos também podem ser utiliza-
dos e empregam-se animais de 20 g., cuja idade estari entre 45-50
dias, Tomam-se 3 ou 4 camondongos para cada diluicke. E eon-
veniente que se usem animais de uma mesma familia,

A sensibilidade do camondongo é admifida como sendo apenas
a metade da cobaia, o que indicaria uma dose aproximadamenie 9
vézes menor, considerada a diferenca em péso. Na verdade temos
observade gue, para malar o camondongo em 6 dias, requer-se uma
quantidade de toxina apenas 4 vézes menor gue a necesgaria para
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matar a cobaia em 4 dias, de forma que, para obter resultados com-
pardveis, esta é 2 dose a empregar.

Injefam-se portanto, 0,25 cm3 sob a pele da raiz da cauda e,
tomando as mesmas precaucdes que 1o c¢aso das cobalas, prolon.
ga-se a observacio por mais dois dias. " A dosagem final podera,
dessa forma, ser sempre referida a cobaias. S
" Os resultados desta primeira dosagem de tateamento, vio in-
dicar o esquema a seguir na determinacfio mais aproximada, tor-
nando-se t&0 exata quanto possivel,

Na suposicio das cobalas inoculadas com a diluicio de 1/100.000
terem morrido em 60 horas e de terem sobrevivido as que recebe-
ram a diluiclio de 1/2.500.000, procederemos a nova dosagem, ten-
do como limite estas duas doses.

Partindo de uma solucio mée de 1/1.000.000 obtida seguindo
08 mesmos passos ja citados, é estabelecida a seguinte tabela de
rediluicdo: A

8Solucdo mie Sol. fisiolopica Diluicdo obiida N.2 de DLM contidos

. em 1 ¢m3
1 em3 - 1/1.000.000 1.0006.000
1 ems 0,2 em3 1/1.200.000 1.200.000
1 em3 0,5 em3 " 1/1.500.000 1.500.000
1 em3 0% em3 1/1.800.000 1.800.000
1 em3 1 em3 1/2.000.000 - 2.000.000
1

em3 1,5 em3 1/2.5060.000 2.500.000

Diluighes mais aproximadas sfo desnecessérias, sendo perfei-
tamente satisfatéria uma precisdo de 209, Os demais passos téce-
niecos s8o idénticos. E’ claro que ag guantidades inoculadas perma-
necem constantes, 1 ecm3 para ecobaia e 0,25 em3 para camondongo.

Determinada a DLM, resta estabelecer o L+ da toxina.

O L+ de uma toxina é a quantidade de foxina que, depois de
estar em contacto com 1 T.D. de s6ro padrio durante um perfodo
certo, é capaz de provocar a morte da cobaia inoculada em 96 horas.

Segundo a mediciio internacional, ainda relativamente pouco

usada no Brasil, a test-dose de sbéro padriio internacional é a quinta
parte de uma unidade antitéxica padrfo, o que faz da unidade in-
ternacionszl exatamente a metade da unidade americana.
) Os soros utilizados para determinar 1 L4 das foxinas sdo soros
estandartizados obtidos no “National Institute of Health de Was-
hington”, ou no “Statens Serun Institute de Copenhagen”, ¢ em
alguns oufros Institutos Oficiais europeus.
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E’ possivel preparar sbro padr&o no laboraiério, desde que se
tenha um outro sdro padrfic para comparar, ou a toxina padroni-
zada; mas é de bomn aviso manter sempre um padrio estranho, seja
gle toxina ou sdro, pois esta preeauclo impede erros sistemditicos
acumulados. , . ,

O sbro padrio americano é enviado sob 2 forma de solucdo
glicerinada de antifoxina, contende 50 TD por centimetro cibico,
ot 5 unidades americanas (10 internacionais}. _

O material necessério para a determinacfio do limite de morte,
I, é 0 mesmo exigido para o da DLM. Os cuidados também séo
08 Mesmos. :

Ainda como naquele ease, é econdmico fager primeiro uma de-
terminaciio larga e, em seguida, guiade por: seus resultados, umsa
segunda prova, mals aproximada.

Deve-se esperar que o L-- de uma toxina sdca contenha enive
300 e 800 DLM, dependendo de seu teor em toxdide.

Na determinaco do limite de merte, L+, a dosagem baixa
fornece. um bhom exemplo; neste esquema de dosagem; fol emprega-
da uma toxina com DILM de 0.0600.001 (gama):

Foxina diluida Teor toxice N.OdeDLM  séro dilui- Soluglc fi-

s 1/1.000 em 1 emd do a 1/59 siolégica
0,21 emS3 218 g, 210 1 em3 0.79 cm3
0,256 em3 250 7 250 1 em3 0,75 em3
0,3 em3 300 7 300 1 em3 | 0,7 cmi
0,36 emi 380 7 380 1 cm8 0,64 em3
0,43 om3 430 " ° 430 1 em3 0,57 em3
0,52 cm3 2o~ B20 1 emi 0,48 em3
0,62 cm3 620 7 6240 1 emd 0,38 em3
© 0,96 em3 760 "7 C T80 1 em3 0,24 cm8

A sequéncia do preparo destas misturas deve ser a seguinte:

a} Preparar as madeiras e seringas: & de bom aviso Iutar as
juncdes das agulhas com as seringas, afim de evitar qualquer per-
da de liquide na inceulaglio {(a mistura céra-bren, comumente ysada
nos laboratérios para a lutagem de laminas, presta-se a &ste mis-
ter). Coloca-se uma gota de mistura fundida entre a juncdo da
agulha e seringa, bem sécas; a mistura se insinua na fissura, po-
dendo depois ser retirado o excesso. '

b) Adicionar as diferentes quantidades de solugbes nas ma-
madeiras, ‘
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¢) Adicionar num twbo neutro, perfeitamenie limpo e séco,
4 em3, 9 de soluefio fisiolégica; com pipeta de 0,1 em3, juntar
a &ste um décimo de centimeiro clbico de goluco padrio. Agitar
suavemente evitando a formacfio de espuma. Desta forma, ob-
tém-se uma solugdo de antitoxinas eontendo 1 TD por em3. Com
nova pipeta, distribuir a soluclio de antitoxina nas mamadeiras,
1 em3 em cada. '

d) Pesar uma quantidade de toxina suficiente (no caso, apro--
ximadamente 4mg) e dissolvé-la no volume de solucho fisiolégica
necessério para obier imediatamente a diluicfio requerida (no caso,
1 cm3 para cada mg. pesado}. Distribuir as diferentes quantida»
des da soiagao téxica e agitar brandamente).

e) Passar imediatamente cada mistura para uma seringa de
2 em3. Deixar ag seringas ao abrigo da luz, na temperatura am-
biente, durante 80 minutos,

1) Inocular cada mistura, subcutdneamente, na face interna
da coxa de uma cobaia.

Na téenica empregada pelos laboratdrios americanos, usa-se fa-
zer as diluicbes de modo a obter um volume final de 4 cm3.

B’ de se esperar que algumas das cobaias inoculadas morram
de tétano, em periodos mais ou menos aproximados das 96 horas;
estas indicarfio o centro da gravidade para a determinacio mais
aproximada. '

Suponhamos gue 360 gama representam 2 dose de toxina mais
préxima da dose gue produziu a morte em 896 horas; nesfas con-
digies, far-se-4 entdio uma dosagem mais precisa, escalonando me-
. nos espacadamente as quantidades de toxina tomando como limites
as doses anterior (300 gama) e posterior (420 gama). O espaca-
mento pode ser de 20 a 30 DLM (representande por 20-30 gama),
com o que j& se oblera uma precisfio suficiente. Desta forma, es-
tabeleceremos um novo protocolo de inoculacfes, semelhante ao pri-
meiro, mag com ag seguintes doses toxicas: 300-330-360-890-420-450
Tama.

Todos os demais passos s@o idénticos, ndo devendo ficar esque-
cido, porém, que aqui se torna taxativo usar duas cobaiag para cada
mistura, gue portante deve ser preparada em dbbro.

B elaro gue, havendo Interésse em determinar o L°, uma se-
gunda sdérie se impde, centralizada pela maior dose ainda inefi-
ciente; admitindo-se no case figurado 250 gama como tal, seria ne-
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-ceskério prolongar a série, acrescentando as doses 270 e 240 gamas,
com o que, numa série dnica, ficariam determinados ao mesmo tem-
po o L2 e o L. ‘ _ _

A observacio das cobaias deve durar 96 horas. Leituras pos-
‘teriores sfo infiteis. ‘

Camondongos também podem ser utilizados nesta determina.
¢io.  Ag diferencas fundamentais introduzidas pele uso dog camon-

“.dongos sfo:

a) Compreszdo do volume da mistura em 1 em8. Isto se con-
-segue dobrando as concentracbes de toxina e de antitoxina nas so-
lucdes respectivas (inclusive a antitoxina padrdo) e tomando para
mistura apenas a. metade do volume.

b} Inoculacio da quarta parte da mistora total, isto §é
0,25 em3, '

¢) Observacio por 6 dias, em lugar de 96 horas.

Da posse de uma boa toxina séca, rigorosamente estandartiza-
.da e frequentemente reverificada, e de um sbro padrdo, é possivel
.dosar, com seguranea, qualguer soro de va}or desconhecido,

Cabe aqui, ainda, ficar em guarda contra o uso, como padrio,
de toxinas de preparo muito recente. As caracteristicas destas fo-
xinas se modificam, a prinecipio, muito rapidamente, no sentido de
uma diminuicio da poténcia e uma elevacio do L. 36 quando
reverificacBes sucesgivas indicarem, pela identidade de seus resulta-
.dos, uma como que fixacdo dos caracteres da toxina, ¢ que esta
- poders ser utilizada nas dosagens,

DOSAGEM DO 80RO ANTITETANICO

A poténelia do sbro antitetinico é expressa em ynidades por em3.

Nao existe ainda um acdrdo geral em se adotar um fnico con-
-eeito de unidade para os soros antiteldinicos, qualquer que seja o
pais ou laboratdric de origem.

A unidade escolhida pels Comissfo Permanente de Padroniza-
ciio Bioldgica da Organizaciio de Higiene da Sociedade das Nacdes,
‘representa o quintuplo da “test-dose”, ou da quantidade de antito-
xina necessaria para, quando misturada a test-dose de toxina
(L+), proteger da morte por 96 horas a cobaia inoculada.

A unidade mais geralmente adotada no Brasil & a americana,
-que representa precisamento o d6bre da unidade internacional.
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Desta forma, a transformacio da medida americana em infernacio-

nal, ou vice-versa, é extremamente simples,

-A técnica empregada nos EE. UU. e também aqui, ji descrita
por Rosenau e Anderson (1908}, na qual se compara o séro de va-
lor desconhecido e o séro padric em duas séries simuitdneas, em
relacdo 4 mesma dose de foxina.

A téenica de dosagem ndo difere essencialmente da que rege
a determinacio do L° e L4-. Apenas, aqui a dose toxiea é inva-
ridvel, variando a dose da antitoxina de valor ignorado.

Também no caso atual é vantajoso, pelas economia de trabalho
e de animais de prova, fazer a verificaciio em dols tempos, com-
portando inicialmente um tateamento largo e em seguida uma de-
terminacio mais aproximada.

Exemplo: Tratando-se de um sdvo nativo, nic purificado, po-
o dem-se tomar como limites extremos da primeira
verificacio as medidas de 100 U.A.. e 1.000 U.A.
Tratando-se de um sdro purificado, ficaremos entre

0s limites de 500 e 5.000 U A,

E' claro que, se na primeira determinacfio ultrapassarmos o
limite de dosagem previsto, nova prova se faz necessiria antes de
atingir-se a dosagem final.

Para soros n#o terapéuticos, de carafer experimental e dosan-
do muito baixo, outras técnieas se tornam necessarias, N&o serdo
cuidadas aqui '

Tomando pols, como exemplo, um sdre native desconhecido,
deveriamos tracar ¢ seguinte esquema para a verificacfio prévia:

100 U, — 200 U. — 400 U, — 800 U. — 1.600 U.

Devendo o volume estar comprimido em 2 em3 e ficando I em8
reservadeo & solugio de tfoxina, é necessirio gue a maior dose de
s6ro (equivalente a . 100 Unidades) ndo ultrapasse ests medida.
Porizso, devemos fazer & diluicio inicial do sbro desconhecido de
modo a obter a equivaléneia de 100 U. em 1 em3. Sabendo-se gue
100 U. representam 1.000 TD, é evidente que a diluicdo inicial se
fard a 1/1.000. As outras equivaléncias se obterfio tomando partes
aliguotas desta diluicio inicial & completando o volume com soluco
fisiolégica.. Desta formsa teremos:
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sdro a 1/1.600 Solucgéio fi- Toxina diluida sbro padrio Dosagem

7 siclégica (1 em3 contém IL4-) a 1/50 provada

1 el — 1 em3 — 100 U,

9,5 cm3 .5 emd 1 em3 - 200 U.

0,25 em3 0,756 em3 1 em3 —_— 400 U.

8,12 em3 0,88 ¢m3 1 em3 — 800 U,

0,06 em? 0,94 emd 1 em3 — 1667 U.
—— — i em3 1 cm3 —

Para simplificar as medictes deve-se evitar trabathar com mais
de duas casas decimais. Qualquer conjunto de equivaléncia pode
ser estabelecido conforme for mals conveniente para o caso confron-
tado. O caleulo das quaniidades a medir se obtém de um modo
assas singelo, dividindo-se o nimero de unidades equivalentes & di-
Iui¢fo inicial de 1 por mil, correspondendo.a 100 unidades, teremog
a gquantidade correspondente a 125 U., dividindo por 125. Reci-
procamente, se quisermos obter o nimero de unidades de um volu-
me gualguer da diluicdo inicial, dividiremos o ndmero de unidades
nesta contidos pelo volume eonsiderado. Assim, no easo vertente,
0,6 cmd equivalem a 1060/0,6 od 167 unidades.

A marcha do método de dosagem em nada difere do ji des-
" erito para a determinacio do L+-. Depois de 30 minutos no am-

v

biente, cada mistura é inoculada sob a pele da coxa da cobaia.

Considerando o grande espacamento entre os feores verificados
é muito provavel que os animais que receberam uma dada mistura
apresentem sintomas de tétano e os que foram incculadeos com a
dose imediata, subseguenie, morrem com grande rapidez. Estas
duss misturas determinarfo os limites da nova determinacio final;
admitamos, para exemplificar, que foram-se representando respec-
tivamente 400 e 300 unidades. O nove esquema devers guardar
uma diferenca méxima de 207% entre uma dose de sbro e outra,
sendo a 6tima 10%. Independente da precisfio desejada, a diluicfio
inicial de sfro deve eguivaler a 400 unidades, pelo que &le deve ser
diluido 4.000 vézes. O 1.2 tubo da zérie receberd 1 cm3 desta di-
luicdo (400 1) e o ditimo 0,5 cm3 (800 U.). Os tubos interca-
Iados serfo 3 até 6, dependendo da precisice desejada; ao lade da
série com o s0ro desconhecido, far-se-4 uma outra com o padrio,
para permitir a comparacio final.

Né&o esquecer que tédas as misturas devem ser feitas em d6-
bro, para permitir a inceulacdo em 2 animais. O esquema de do-
sagem poderia ficar assim corstituido:
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Soro desconhe- Unidades Sel, fisio- Toexina padrio Soro padrio
cido a 1/4.000 dosadas logica diluida de modo a 1/5G
a lemd = L4

2 em3 406 e | 2 em3 -
1,7 em3 470 ¢3 cm3 2 em3 —
1,44 om3 ‘bbb - 0,568 em3 2 em3 —
12 cmd 667 0,8 em3d 2 cm3 _

B § emil . 860 1 ems 2 em3 1,8 em3

— e 6,1 cm3 2 cmd 1,9 em3

o - — 2 ¢m3 2 em3

- — e % emd 2,1 em3

e - — Z o 2,2 em3

A razfo da inclusfce de uma segunda série com a antitoxina
padrido reside na peguena probabilidade de se obter a morte de
qualquer dos grupos de prova, exatamente em 96 horas e ainda na
prevencio de uma sempre possivel imprecisfo téenica, levando ao
nio balanceamento perfeifo das duas TD estimadas para toxina e
goro padrio. Assim procedendo, peguenos desvies podem ser fa-
cilmente corrigidos.

No easo ideal, obferemos na série conhecida, a morte das co-
baias que receberam a mistura 1 cmB-sbro padrio mais 1 em3-to-
xina exatamente em 96 horas. Os animais da série desconhecida
que morrem mais perto déste prazo indicam a dosagem do sbro.
A precisfo desta medida seri considerada tanto maior guanto mais
priximoe das 96 horas se der a morte. Suponbhamos a sequéncia:

00 -~ CC CC ~— - 100 hs., — -+ 95 hs. — + 60 hs.
+ 65 hs. — + 30 hs., — -+ 24 hs.

O que nos daria, com grande aproximacio o tituio de 555 uni-
dades. Se por acaso obifivéssemos na série conhecida ao mesmo
tempo a sequéncia:

+ 72 hs, — - 76 hs, — 4 BO hs, — - 88 hs, — + 92 hs, —
' -+ 97 hs. — -+ 100 hs. — - 106 hs. — 4 112 hs.

na qual o test dose do séro padrdo contra o TD téxico empregado
seria 5% maior, a dosagem final passaria a ser de 585 L 5% =—
583 unidades. ' o

< Nas dosagens habituals, feitas com frequéncia, quando hi pou-
ca probabilidade de variagio da foxina ou do sbro e demalis, onde
nio hi neeessidade de se levar a precisfo a tdc extremados limites,
£ licito abstermo-nos da segunda série de comparacio, limitando-nos
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-2 manter no esquema um par de cobaias testemunhas que recebem
LTD da toxina e 1 TD de séro standard, para surpreender descuido
ou errosg possiveis, :

Sem diivida a determinacéio de soros pode também ser feifa em
camondongos seguidas as prescricdes ja citadas em relaciio & dosa-
gem de DLM e de L4 da toxina. Precedendﬁo dessa maneira, a
dosagem final em camondongo corresponderi com grande exatidfio
4 obtida em cobalas. ,

E’ um problema frequente no laboratério a reverificacio do
titulo de um sdro. Neste cago, aplica-se o que ficou dito para a
determinac@o final de um sbéro desconhecido, tendo-se o cuidado de
eolocar o titulo presumido no meio da série enire dois mais eleva-
dos e doiz mais baixos; assim, se supomos tratar-se de um séro de
750 unidades, faremos uma série do seguinte tipo: 620-680-750-
§25-904.

No caso de ainda a redeterminacio de um s6ro eujo tityle se
supde ter baixado, eoloca-se o tifulo estabelecido no pé da série:
560-560-620-680-750.

PROTOCGLO DbE DETERMfNAQAO DE 12 E L+ DE UMA TOXINA
SECA. DLM DA TOXINA

DETERMINACAG PREVIA

Ambito provavel de 1L°: 100-400 gama. Do L4-: 250-700 gama.
Diluir a toxina de modo a 1 cm8 conter 700 gama,

Toxina pesada: 4mgs, 3.

. Solucio em 6 em3, 14 salina (1 ¢cm3 contém 700 gama).

O gama, 83, ANIMAL: cocbaia 350 grs.

Toxina Teor téxico DLM Sel. fisio- Séro a 1/50 Resultado

diluida logien lem3tem1TD
0,14 cm8 98 gama 118 3,88 cmd 1 em3 OK 4 ds.
0,28 cm3 196 gama 236 0,72 emd -1 em3 OK 4 ds.
0,42 em3 294 gama 354 0,58 em3 "1 em3 ic 4 ds.
0,56 em3 39% gama 472 0,44 em3 1 emd ce 4 ds.
0,7 cmd 490 gama 590 0,3 m3 1 em3 -+ 60 hs.
.85 cmd 595 gama 717 0,15 e¢m3 1 cm3 -4 24 hs,
1 cm3 + 24 hs.

1 cm3 700 gama 843 —

- A mistura obtida e deixada 30 minutos no ambiente, na seringa e
inoculada sob a pele da coxa de uma cobaia.
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Resultado: L° — maior do que 196 gama (236 dlm) menor do
que 294 gama (854 dim).

L+ — maior do gue 396 gama (472 dim) menor do
que 490 gama (590 dlm).

DETERMINACAO FINAL

Abrangendo de 200 a 500 gama. Diluir a toxina de modo a 1 em3
conter 50G gama. '

Toxina pesada: 8 mgs., 5.

Solugdo em 17 em3 de salina (1 em8 contém 500 gama},

Toxina Teor BLM Sol, fisic- 8éro a 1/50 Resultado
diluida texico logica 1 oem3tem1TD
0,8 em3 200 gama 2471 - 1,2 em3 2 emd OK 4 ds. OK 4 ds:
0,8 em3 225 gama 271 1,1 em3 2 em3 OK 4 ds. OK 4 ds,
1 cmi 250 gpama . 301 i cmi3 2 cm3 DK 4 ds. OK 4 ds.
i1 cm3 275 gama 351 0,9 cem3 2 em3 OK 4 ds,” OK 4 ds.
1,2 emd 300 gama 361 0,8 em3 2 em3 le 4 ds. 1lc 4 ds.
1,6 em3 400 gama 482 0,4 em3 2 em3 + td. + td.
1,7 em8 425 gama 512 0.3 em3 2 em3B - 90 hs., -~ 95 hs.
1,8 emd 450 gama 542 0.2 em3 2 em3 -+ 72 hs, < 82 hsg,
1.9 em3 . 475 gama 572 81 em3 2 em3 + 60 hs. + 62 hs.
T2 em3 50 gama Le2 - Z cm3 -+ 48 hs, - 52 hs.

A mistara obtida é deixada 30 minutos no ambiente, na seringa; e

inoenlada em 2 cobaias (2 em3 em cada) sob a pele da coxa.
_ Resultado: L+4-: 4256 gama (512 DLM) '

Lo 275 gama (331 DLM)

Animal de prova: camondongo de 20 gramas.
~ Determinacgdo prévia: Diluir a toxina de forma a 1 em3 conter
1.400 gama. (
Distribuir da mesma maneira que para a cobaia, mas tomando
‘5 metade do volume. Também de salina gerd tomado a metade
do volume, _ : _
Diluir o s6ro padrfio a 1/25, de modo a ter 2 TD em cada cm3..
Desta forma se obterd o volume final de 1 ¢m3,
Déste, se inoculard 0,25 em3 na base da cauda de 1 camondongo.
A leftura seri feita até o 6.° dia.

Determinacio final: Exatamenie como acima, estando a toxina
contida em 1 cm3 para 1.000 gama. ,
Inocular 0,256 em3 da mistura final em cacfa um de 4 camon-
danges
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PROTOCOLO DE DOSAGEM DE UMA TOXINA SAECA DESCONHECIDA
ANIMAL DE PROVA: Cobaiz de 350 grs. '

DETERMINACAO PREVIA

Dilyicdo de partida: 1/500.000.
Solucdo em 18 emB salina (1/10.006).
Dilvicio: 1 ¢m8 em 49 em3 salina (1/500.000) 1 ¢cm3 tem 2 gama,

Toxina o Toxina péso Sol. fisio- Diluicfio geral Resultade

1/600.000 l6gica

1 em3 2 gama - 1/500.000 - 48 ‘hs.

1,5 em3 1  gama 0,5 em3 171,004,080 4+ 3 diag

12 em3 0,4 gamsa 0,8 em3 1/2.500.000 ce 4 dias
i,1 em3 0,2 gama 0,9 em3 1/5.000.000 OK 4 dias

{mistura inoculada imediatamente s0b a2 pele da coxa)

Resultado: DLM maior do Que 0,4 gama menor do que 1 gama
(entre 1/1.000.000 e 1/2.500.000).

DETERMINACAOQ FINAL

Dilui¢éio da partida: 1/1.000.000.
Toxina pesada: 2,20 mg. (2.200 gama).
Diluicfio: 1 c¢m3 em 99 em3 zalina (1/1.000.000) 1 cm3 tem 1 gama,

Toxina phso

2 cm3 1 gama — 1/1.000.000 4+ 60 hs. —+ 66 hs.
2 cm3 0,88 gama 4 emB 171,200,900 -+ 86 hs. - 90 hs,
2 em3 0,67 gama 1 om3 1/1.500.000 - td. -+ td,

Z em3 0,556 gama 16 em3 1/1.860.000 ec 4 ds. td,

2 emd 0,48 gama 2,4 em3 172,204,600 ¢ 4 da. ce 4 ds,

{1 em3 de cada mistura inoculado sob a pele da coxa de 2 cobaias).

. Resultado: DLM = 0,83 gama (1/1.200.000).

ANIMAL DE PROVA: CAMONDONGO DE 26 GRS.

Determinacio prévia: Todos os passos idénticos. A inoculaclo se
faz sob a pele da raiz da cauda.

”»

Inocula-se 0,25 cm3 . de cada mistura. A leitura é prolongada
até o 6.° dia.

Determinacio final: Tomam-se 4 animais para cada dose.
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PROTOCOLO DE DOSAGEM DE UM SORO NATIVO DESCONHECIDO

ANIMAL DE PROVA: Cobaia

DETERMINACAOD PREVIA

ailuide

L. Saro Seolucio f£i- Toxing di- 1em3 = 1TD
Unidades provadas & 1/1.000 siolégica luida Resultadn
100 1 em3 — 1 emg OK 4 ds.
200 8,5 em3 0,56 em3 1 em3 OK 4 ds.
a0 0,25 em3 0,75 em3 1 em3 0K 4 ds.,
233 0,12 cm3 3,88 emé 1 cm3 4 3 ds.

1667 0066 em3 0,84 em3 1 em3 4 2 ds.
So6re standard a 1/50 1 cm3 — 1 em3 - 90 hs,

Cada mistura é deixada 80 minufos no ambiente, na seringa e in-
jetada sob a pele da coxa de uma cobaia.
Resultado: O titulo estd dentre 400 e 833 unidades,

© DETERMINACAO TFINAL

. Toxina di-

Unidades  Sfvo desconbe- Sal. fisio- Tnida
provadas md"l/‘g.ié‘)g“ a tdgica 1 (:;%3{3 =
400 2  em3 R 2 cm3
470 1,7 cm3 3,8 cm3 2 emB
555 1,44 cm3 0,56 em3 2 cm3
667 1,2 cmi 0,8 cm3 2 ¢m3
800 I em3 1 em3 2 em3
-~ o 0,2 em3 2 em3
— — 0,1 cemd 2 em3
e~ —_ : et 2 ¢m3
. — — 2 emd
- — —— 2 em3

Sé6ra
padrio
i/50

18
1,9
2 cm3
2,1
2,2

Resultados

OK 4 ds. OK 4 ds.
le 4 ds. ¢ 4 ds.
Morrem tardiam,

+ 88 hs. -+ 94 hs.
- &7 hs. -~ 75 hs.
+ 68 hs. 4+ 72 hs.
-+ &3 hs 4+ 84 hs.
4 PR hs, 102 ha.
108 hs. +118 hs.
Morrem tardiam.

Cada mistura é deixada 30 minutos no ambiente, na serings,
¢ injetada subcutaneamente na coxs de 2 cobaias, 2 cm8 em
cada uma (Para ag duag Gltimas injecdes da série, as cobaias
recebem, respectivamente, 2,05 cm3 e 2,1 em3).

Resuliado:

Determinacio em camondongo de 20 grs.

Determinachio prévia:
27TDh (2 L).

o titulo do bro é 667 unidades americanas.

Dilgir a toxina de forma a 1 cm3 conter
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Diluir o sbro desconhecido de forma a conter em 1 emS o
débro das unidades previstas,
Diluir o séro padrio de forma a conter 2 TD em 1 cm3
{1/25}. _
Tomar apenas a metade dos volumes indicados na fabela
supra, inclusive a soluclo fisioldgica. Desta forma, obtém-se
um volume final de 1 ¢m3 para a mistura. -
Ingeular 0,25 em3 desta mistura na cauvda de um camon-
dongo.
rminacio final: Exatamenté como acima.
Inoculam-se 4 camondongos com G,25 emd de cada wdstura.
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O presente trabalho representa contribuicfic inicial ao estudo
da flora microbiana de diferentes produtos alimentares. Foi 8le
_ realizado com a colaboraciio da secclo de micologia da Faculdade
de Medicina da Universidade de S#o Panlo, ¢ da secclio de Contrd-
les Biologicos do Instituto Adolfo Lutz.

Prestamos as nossas homenagens e externamos os nossos agra-
decimentos ao corpo téenico da seccio de Contrdles Bioldgicos do
Instituto Adolfo Lutz, nas pessoas das dedicadas e eficientes téeni-
cas Ema de Lima e Olga Pupo, cujo esforgo, dedicacio e espirito
eientifico muite contribuiram para o bom éxite do referido trabalho.

O Institute Adolfo Lutz, na seccfio de Conirdles Bioldgpicos,
desde janeiro de 1941 vem estudando a flora bacteriana e micdtica
de vérios produtos alimentares, para, posteriormente, tentar rea-
lizar um possivel contrdle na preparaciio e conservacio dos referi.
dos produtos. Assim, Biller Soufe e Olivia de Godoy, iniciando
tais estudos sistematizados, jA realizaram investigacdes cuidadosas
sdbre produtos de tomates.

Na presente comunicacfio teceremos alguns e()men‘edrms exclu,
sivemente sdbre a “flora miedtica” de alguns prddutos & procura-
remos tirar algumas conclusdes que serfio de utilidade para agueles
que se interessarem na feitura de um regulamento para contrdle
micolégico de produtos alimentares.

Preliminarmente devemos dizer gque, mesmo na Argenfina e
Uruguai, segundo cartas que recebemos dos Professores Pablo MNe-
groni e Juan Mackinon, ndo existem regulamentos concretos desta
natureza, mas apenas uma disposicho geral que proibe o consumo
dos produtos guando estejam alterados nas suas propriedades or-
ganoléticas ou de apresentacio. O Cédigo Brasileire pogsue tam-
bém o mesmo dispositive regulamentar.
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Para melhor sistematizaciio do assunte, dividiremos o presente
trabalho em 4 partes:

a) Emprégo dos cogumelos (bolores e leveduras) na indastria;

b) Contrdle no crescimento dos cogumelos;

¢} Resultados dos exames praticados em 350 amostras de di-

ferentes produfos alimentares;

d}  Algumas conclusoes,

a) Ewmpréigo dos coguwmelos ne indistric: Numerosos bolo-
ves (Aspergillus, Penicilliuwm, Mucor, Ehizopus, ete.) e leveduras
{Saecharomyces, Schizoseecharomyees, efe.) slo utilizados na in-
dastria pela sua alta capacidade fermentativa. Aligs, o estude das
fermentactes estd ligado em grande parte ao esiado dag leveduras.

0s cogumelos, bolores e leveduras, s8o utilizados frequentemen-
te no preparo dos seguintes produtos:

1 — Preparo do dleool: éste produto,-de enorme importincia
particularmente no momento atual, pode ser obtido scb a forma de
etancl a partir de acucares, do amido ou de outros carbohidratos.
Partindo-se de material amildcec on da celulose, deve-se praticar
anteriormente a hidrélise dos mesmos em acleares fermenteeivels,
afim de serem depois atacados pela levedura. A fermentacio, ge-
ralmente & feita com o §. cerevisine ou o Schizosacchoromyces pom-
be, Tais leveduras,. chamadas domésticas por Guilliermond, séo
frequentemenie empregadas na inddstria do alcool. Existem dois
tipos de fermentacfio alcodlica: a alta, na temperatura étima de
10 a 25°C., e a baixa, na temperatura 6tima de 5 a 16°C.

2 — Preparo de cerveja: os varios tipos de cerveja dependem
do material empregado, utilizando-se geralmente o malte e 0 lpulo,
assim ecomo produtos de ocutros cereals. As leveduras utilizadas
sfio o 8. eerevisive e 0 8. corlsbergensis.

3 — Preparo do pdo: na inddstria da panificacfo, utiliza-se
ignalmente o 8. cerevisine, o gual, produzindo CQ, serve para dar a
“leveza™ ou crescimento &s massas. ‘

4 -— Vinho: trata-se de uma substdneias obtida a partir da
fermentacfio do agucar da uva. O vinho pode ser séco, quando a
fermentaclo é praticamente completa, e doce; neste (Himo caso, o
processo fermentative fol suspenso numa deferminada fase. Como
agente de fermentacio emprega-se o S. ellipsoideus, ¢ muitas outras
espécies, que dio os diversos tipos de vinho. . '

5 — Outras bebidas aleodlicas: as leveduras, de espécies di-
ferentes, ainda siio empregadas no fabrico de ocutras bebidas al-
codlicas como:
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a) Kvass (Russia)

b) Puique (México)

¢) Tastte (Scandinavia)
d) Sorgho (Mandchuria)
e} Sake (JapaO)

f) Rhum
g)  Whisky
h}y Gin, ete.

§ — Preparo de certos gueijos: na manufatura de certos quei-
jos, utilizam-se os industriais do Pewicillium comemberil e do P,
rogueforti,

7 — Exiragic de vilaminas: pariindo-se do principie de que
o complexo B, encontra-se em grande concentracdo na levedura da
cerveja, varios autdres tém vprocurade extrair a tiamina cu aneu-
rina dessag leveduras. :

8 — Glicerina: utiliza-se como agente de fermeniacic o S.
ellipsoideus, var. Steinberg e o S, ellipsoideus, var. California,

9 — dcido citrico: para a fabricaclo do dcido cifrico partic
mos de material 4 base de sacarose, glicose ou maliose & empregamos
como agentes de fermenta¢fio o Citromycss pfeifferignus e o Ciiro-
myces glaber, cogumelos estes, considerados por Thom como per-
tencentes ao género Penicillium. Também sfo usados alguns As-

pergillus,
10 — Aeido glucénico: s partir de amostras de Aspergillus
niger, Penicillium purpuvogenun, var. rubisclerctinm e Pendcillivin
chrysogenuin, .

11 — Aeido ldtico: a partir da glicese pela acfio fermentati-
va de diferentes espécies de Rhizopus e Mucor,

12 — Adeido gdlico: resultante da acldo do Penicillium glaucum
sbbre a néz de galhas,

13 — Adcido fumdrico: empregando-se vérias 9%1‘)6(&@5 de As-

pergillus, Penicillinm e Rhizopus.

Por éste ligeiro apanhado verifica-se o papel importantissimo
gue os cogumelos desempenham na inddstria e, da estreita colabo-
racio entre gquimieos e micologistas grandes progressos poderfio ser
realizados neste dominio inferessantissimo das fermentacdes.

b) Conirdle no crescimento dos cogumelos: Se numerosos
cogumelos sdo empregados freguentemente na inddstria devido ao
seu alto poder fermentative, outros sfo nocives porgué deterioram
produtes ou alteram as suas propriedades organoletmm guando ne-
les se implantam. )
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Uma esterilizecie absoluta désses produtos é praticamente im-
possivel, mas, estabelecendo-se um certo nimero de preceitos ou
normas que devem guiar o preparo de um produto, podemos, até
certo ponto, diminuir ou mesmo impedir que &les sejam contamina-
dos por cogumelos. :

830 as seguintes as normas que devem szer sdotadas:

1} assegurar um esterilidade relativa ao ambiente em que
ge trabalha, mantendo as paredes limpas e sdcas, assim como os
forros e assoalhos, afim de impedir a proliferaciio de bolores.

2}  exercer severa vigilineia e contrdle sdbre as pessoas que
preparam os produtos, visitanies e, pariicularmente, sdbre os uten-
silios empregados na manufatura dos mesmos.

3} manter ¢ produto em condicdes fisicas pas guais o cres-
cimento dos cogumelos seja limitado ou mesmo evitade inteiramente
“(sabe-se que o calor destroe mais Thcilmente os cogumelos que as
bactérias).

4} praticar a pasteurizacfo dos produtes. O Cédige Brasi-
leiro exige, mas nic se cumpre, infelizmente, éste dispositive.

5} Hmitar o crescimento dos cogumelos por meio de subs-
thneiss antisséficas. Devemos afirmar que é dificil enconfrar-se
wrpa sunbstdncia antissética ideal para os fungos, pois para que as
mesmas tenham acle fungicida, deverfio ser empregadas em con-
centraches muito elevadas, causande, desta maneirs, alteraces nos
predutos, com perigo igualmente para a satde dos consumidores.

e} Resultados obtidos em 350 exomes realizados: Em. fodos
os produtos examinados praticava-se o contrdle bacieriolégico e mi-
coldgico. - Para &ste tiltimo exame, semeava-se o material retirado
da sua porc¢lo central em varios meios de cultura, particularmente
Sabouraud glicose e gelose glicosada e acidificada pelo 4ecido tar-
tarieo a 29%. s resultados obtidos poderfo ser avaliados pela lei-
tura do gquadro anexo.

d) Algwmas comelusbes: Antes de tirarmes algumas conelu-
sbes referentes ao assunto tratado, vejamos qual o possivel signi-
ficado da presenca de um cogumelo em um produio alimenticio:

1)  Como cousa de molésiia: infelizmente até ao presente
momento, nio possuimos dados suficientes para sabermos se um
determinado cogumelo iselado de um produto pode ou ndo ser pa-
togénico para o homem. Esta claro que tudo depende também do
cogumelo isolade. Alguns déles s8o capazes de produzir foxinas
e muitos, deteriorando os produtos,” sio a causa indireta de into-
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xicag¢bes alimentares, algumas vézes graves, Poder-ge-ia inoenlayr
o cogumelo isolado do produte alimentar em diferentes animais de
laboratério, mas, as vézes, de uma s6 inoculacio néo podemos tirar
conclusdes definitivas pois, comeo afirma Henrici, precisamos sen-
sibilizar em primeiro lugar o animal eom inoculacdés sucessivas,
para que, posteriormente, &le responda a uma dose desencadeante
entfio patogénica. - '

2) Como cause de allerogdo de produtos: diversas leveduras
e bolores isolados de produtes alimentares sfc a causa de deterio-
racio dos mesmos, alteragdes do gdste, turvacfio de produtos ligui-
dos, tais como turvacio de cervejas pelo 8. postorvignus. Todos es-
tes fatos nos levam a tomar as maiores caudelas no preparo e
conservaciio dos referidos produtos.

8)  Como indice de boa ou nd preparacio do produto: de um
modo geral, a presshca de um cogumelo em um determinado produ-
to é indice de mi preparacio, mostrando pois que o mesmo Toi
manipulade sem malores cuidados de assepsia. Outras vézes, &
epntaminagiio corre por conta da prépria matéria prima.

Diante dos dados obtidos e, de acbrdo com as counsideracdes
expostas, podemos firar algumas conclusées que julgamos serdo
titeiz aos legisladores e a todos agueled gue se interessam no pre-
paro de produtos ou aog responsaveis pela sadde pabliea.

1) Deve-se garantir, nas fabricas de produtos alimentares,
um estado de relativa esterilidade no ambiente em que se trabalha,
mantendo-se vigildncia e contréle sbbre oz utensilios, pessoal e vi-
gitantes. ‘

2) Deve-gse praticar rigorosa limpeza nos vasilhames e uten-
gilios empregados na manufatura dos predutog alimentares.

3) As amostras de leveduras ¢ bolores utilizados para as fer-
mentacdes industriais devem ser puras e periddicamenfe controla-
das. Achamos que ¢ Govérno, por um servico especializado, deveri
manter uma secclo destinada a fornecer amostras de diferentes
cogumelos de poder fermentativo e de apiieacfio industrial.

4y Sabendo-se que a presenca de um cogumelo em um deter-
minado produte alimentar &, geralmente, indice de mé preparacio,
deveremos orientar os industriais, por-meio de palestras educativas,
sbbre o valor de tais exames, mostrando-lhes os meios de se evitar
uma possivel contaminacfo dos referidos produtos.

O presente trabalho de pesquisa estd sendo continuade, de tal
modo que, posteriormente, novas conelusdes serfio tiradas, de real
interésze para a satide publiea.
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RESUMO:

Os autdres estudaram a ocurréneia do flora micdtica em diferen-
tes produtos alimentares. As amostras isoladas foram identifica-
das constatando-se ser g grande maioria, constituida por leveduras.

A importancis déste achado, guer seb o ponto de vista pato-
génico ou comw indice de md preparacho dos referidos produtos, é
discutido. Normas, para que a incidencia déstes cogumelos seja
reduzida, sdo preconizadas, pois, dog exames levados a efeito, 60,4%
das hebidas e 26,8% dos alimentos sdlidos examinados apresenta-
vam-se contaminados.

SUMMARY:

The authors studied the occurrence of myeolic flora In several
food stuifs. 'The isolated strains were identified and the authors
verified that most of them were yeasts,

The relative value of the results found iz here discussed from
the pathogenic aspect or asg an index of inefficiet preparation
Rules in order to reduce this incidence are sugmested, for 60,4% of
Higuid and 26,8% of solid foods examined were contaminated.
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CONTROLE DOS CORANTES DA HULHA
EM ALIMENTOS

MARIO SAMPAIO MELO

Quimico do Imstitute Adelfo Lutz

Congtituindo o emprégo dos corantes orginicog artificiais em
géneros alimenticios um artificic geralmente perigoso e prejudicial
para a saude ptblica, como ja tivemos ocasiio de assinalar em ou-
tros trabalhos s6bre o assunto, nunea serd porém, demasiade, de-
dicaymos mais uma parcela de nossa atencho para éste emprégo,
repisando cada ver mals a necessidade de sua moralizaco e prin-
cipalmente a necessidade de investigagles mals sérias e mais pro-
fundas sdbre a qualidade, pureza e inocuidade dessa matéria prima.

Infelizmente o hdbito de colorir-se artificialmente géneros des-
{inados & alimentacioc humana, muito longe de declinar, aumenta
diariamente de modo bem impressionante, como que a constituir
um desafio a todos os rigores de fisealizacio. Quem quiser uma
prova czbal do que afirmames, que se dé ao frabalho de observar
alguns géneros de bebidas, como xaropes, aperilivos e licores atual-
menté existentes no comércio, alguns doces, como goiabadas, pece-
gadas e bananadas, para os quais as lgis em vigoer infransigente-
mente proibem o emprégo de coranies estranhos artificiais ou
mesmo naturais; até os doces tipo caseires, como doces de coco,
doces de abébora e de hatata roxa, tém como predomindncia prin-.
cipal & sbundéncia e intensidade de cbres artificiais; as balas de
frutas, as balas de ovos, o8 produtos de confeitaria, onde os pig-
mentos naturais de coloragioc s@oc berrantemente substituidos pelos
coranteg artificiais derivados da hulha; os gelados e sorvetes de
tio intenso consumo por partes das populacdes infantis, onde a la-
ranj4a, a uva, o limfo, o maracujd, o leite, os ovos, enfim, todos os
nossos abundantes produtos naturais sio implacivelmente substi-
tuidos pelag cdres artificiais e suag inseparaveils esséncias também
artificiais e perigosas. Esse abusivo emprégo, complica-se extra-
ordinariamente, tornando-se geralmente muito mails sério o delicado

I

pela falta de cuidado ¢ escripulo com que é empregada essa maté-



CONTROLE DOS CORANTES DA HULHA EM ALIMENTOS 157

Tia prima. Geralmente os fabricantes de géneros alimenticios as-
sim eoldridos nfo se preccupam muito em dar uma perfeita dis-
soluciio a seus eorantes, antes de sua mistura & massa dos pro-
dutos alimenticios que querem colorir. B¢ désse mode juntadas
grosseiramente porgGes tails désses coranites que, muitas vézes,
depois dos produtos prontos para serem consumidoes, ainda conser-
vam no interior da massa, comeo tivemos peasifio de constatar, eris-
tais inteiros e fragmentos sélidos de corantes nfo dissolvidos e que
uma vez ingeridos, 86 poderdo causar graves danog aos seus ingé-
nuos e incautos consumidores, ,

Comoe afirmativa eabal do que acabo de sxpor, ao me dirigir para
o Instituto a que pertence e, ao passar pela Praca da 58, tive a idéia
de adquirir indiferentemente alguns doees vendidos come doces de
ahéhors, de bhatata roxa, de coco com ovos ¢ de banana, afim de,
com o mesmos, sem tomor de me enganar, fazer yma demonstra-
cio objetiva do quanto se abusa nesse perigoso mister de colorir-se
artificialmente géneros alimentieios, empregando-se sem contrble
de espécie alguma, corantes derivados da hulha, os mais extrava-
gantes possiveis e geralmente destinados para coloracio de subs-
tancias muito diversas de alimeritos.

Ao fazer essa agquisicio com t6da a naturalidade possivel, ndo
me enganei em minha finalidade e nem em meun ponte de vista.
Adivinhei ou mesmo, acertei 100%, pois nenhum dos 15 doces ad-
quirides, correspondia aos seus caraclteristicos préprios e naturais
e também, nenhum déles respeifava as determinaces do Regula-
mento Alimentar em vigor. Todos &sses doces se achavam colori-
dog com um ou mais de um corante da hulha nio folerado para
géneros alimenticios. Os doces ditos de abdbora, em absoluto cor-
respondiam as caracteristicas de aspecto, gbsto e cheiro tipico dés-
ges doces. FKram constituidos de massa de doce de batata, colorida
com corante alaranjado derivado da hulha e nfc permitido nio sé
para éste tipo de doce como também, para qualquer outro. Esses
produtos tinham portanio, da abébora, apenaz o nome e a cdr. Qs
doces de bata roxa eram de batata, mas batatz branca comum,
colorida earregadamente com mistura de.corantes da hulha nfo to-
lerados. O doce de coco com ovos, parceia ter qualguer coisa de
coco, mas os ovos foram berranfemente substituidos por corante
amarelo derivado da hulha e nfo tolerado, nZo =6 para essa espéele
de doce, como também, para todo e gualguer género alimenticio.
A bananada, da gual ainda duvidei ao fazer a aguisicio, tendo o
:geu vendedor me assegurado e garantido ger de fato bananada, e
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da boa. ao gue se nos afigura, tratava-ce de mistura de residuos.
de frutas, misturadas, amassadas e fortemente coioridas com co-
rante também derivade da hulha e nfo permitids pare colorir ali-
menios,

Alguns désses doces, bem como suas lans coloridas, (pranchas
ns. 1 e 2), irfo ser passadas pela presada e distinta assisténeia,
afim de que se constate e verifigue, com 10da sus clareza e reali-
dade o quanto se abusa neste artificialismo e, aoc mesmo tempo, a
guantc se expde a saude pablica. As lans coradas d8sses tipos de
doce contém apenas o corante contide em 10 gramas de doce. Po-
de-se avaliar por ai o teor de matéria corante perigosa e téxica
ingerida pela incalculave! freguesia apreciadora dessas tdo atrati-
vas guloseimas,

_ Mas, voltando ao assunto principal de nosse trabalho, acres-
centamos que, guanto ac ntmero de corantey orgdnicos artificiais
toleradog em géneros alimenticios, s Legislagio Paulista sdbre o
assunto, j4 saneou em grande parie 8sse mal, reduzindo o nimero
dégges compostos destinados 4 ndlstria alimentar, eliminando co-
rantes de acdo toxica ou mesme suspeiia e adotando ac mesmo tem-
po enérgicas medidas, tendentes a moralizar o sen coméreio e o
gseu emprégo. Apds sérias e demoradas ‘mnsidemgées fol conse-
guida a reducio do nimero désses corantes de 21 para apenas 132;
além disso, dita regulamentacfo, no seu capitule referente a &sses
produtes, quando tolera apenas a titulo precaric o emprégo désses
doze cervantes, exige taxativamente, além de outros indispensiveis
e importantes esclarecimentos sébre a origem de fabricacio do pro-
dute e «bbre seu acendicionamento, gue os corantes, guande desti-
nades a indusiria alimentar, se apresentem no zeu estado de maior
pureza, sem estarem de mode algum mistorados e gue sejam ex-
postos & venda com as denominaches comercials mais comuns e ex-
pressamente prefixadas em dite Regulamenio e gue, até ao mo-
mento. sfio as seguintes, dadas na escala cronolégica com gue se
apresentam : '
#) Corantes rdseos:

13 Eritrosina;

2y Rdseo hengals;
by Coranies vermeihos:

3) Bordeaux S;

4} Ponceau RR;

§) Nova coecina;

6) Vermelho sgdlido;
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¢) Corante alaranjado:
7) Alaranjado 1;
&y - Corantes amarelos:
&) Amarelo Naftol S;
9)  Awuramina O;
e} Corante verde:
10) Verde acido J;
£y  Corante azul;
11} Azul patente;
¢} Corante violeta:
12) Violeta 4cide 6B.

Além désses dispositives capitais ecitados, aindz hi em dito
Regulamento a exigéncia de cariter vago e clistico que determina,
que o emprégo désses corantes em alimentos sé pode ser na dose
estritamente wecessdria pora o oblencdo do colorido, Lbgico e pre-
ciso seria, para fer essa exigéncia mais valor e eficiéneia que se
egtipulasse um teor maximo dessa matéria prima, afim de contro-
. lar-se o abuso mais ou menos comum de grande nimere de prodato-
reg de géneros alimenticiog que costumam empregar desmedidas
guantidades de corantes em seug produtos, sem se preocuparem com
o perigo que muitas vézes possam causar ao organismo de seus eon-
sumidores, com é&sses produtos tdo berrantemente coloridos e onde
geralmente, come j4 dissemos, o corante se apresenia grosseira e
irregularmente dissolvido ou misturado.

Além dessa indispensdvel e saneadora medida, seria necessa-
rio ta.mbém gue todos os eorantes, agora nfo s6 os de origem orgi-
nica artificial, mas todos os coranies empregados em géneros
alimenticios, mesmo os de origem natural, dados os perigos que
possam oferecer, deveriam sofrer sempre um prévic e rigoroso con-
trdle, nfio s6 de natureza guimica e toxicoldgica, como ainda em
casos especials, deveriam sofrer {6das as provas de caréter fisiold-
gico, bioldgico e mesmo bacterioldogico. Rsses exames seriam in-
dispensaveis ¢ de primordial importéneia, pois corantes hié que,
rotulados e garantidos como pures e indcuos, muitas vézes por mi
fé, por falhas de fabricacdio, por defeitos da matéria prima empre-
gada na sua confecclo, ou mesmo pelas impurezas quer de origem
orgdnica ou mineral que contenham, podem constituir comunostos
de natureza tdxiea, prejudicial e perigosa. Nio falemos dog coran-
tes gue, apesar de criminesamente rotulados eomo puros e inofen-
sivos, sAo na maloria das véges, constituidos de substdncias suspei-
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tas, de aclo toxica e de efeito elevadamente nocivo para a satde
publica. Infelizmente &sses produfos se encontram por al num
coméreio livre e eriminose, burlando todas as exigéneias e rigores
de fiscalizagdo e to6da a eficiéneia de contréle sanitdrie, :

Vemos pois que, a par do conirdle quantifativo, a inocuidade
dog corantes deve ger investigada e constatada com todo o rigor
afim de qgue g6 sejam aprovados e licenciadog para a industria ali-
mentar, os que comprovadamente sejam perfeitamente puros e iné-
-gues,  Procedendo rigorosamente a ésses exames prévies, teremos
eliminado grande wimero de coranies que mesmeo aparentando ine-
cuidade constituem &s vézes, produics impréprios e de efeito alia-
mente nocivo, tais as suas Impurezasg, tais as guantidades desmedi-
-das de sen emprégo.

Nés deviamos acompanhar os Regulamentos ¢ Legislactes mo-
dernizadas que tratam do assunto com muito mais rigor, pois ja
controlam melhor e j& restringem obrigatdriamente 'a guantidade
maxima dos eorantes guando empregados' na inddstria alimentar.

Esses Regulamentos controlam os corantes da hulha nio s6 na
" sua qualidade, como também na sua guantidade, exiginde rigorosas
caracteristicas de pureza, guantifativamente determinadas. A le-
giglacfo do Dominio do Canads, por exemplo, exige categdricamente
gue iais produtos, quando destinados a serem empregados em géne-
ros alimentieios, devam ser manipulados de um modo mais cuida-
doso e especial, de maneira a constituir produfos purissimos, sob
todos os aspectos, nfo contendo metais pesados (com igencido do
ferro) e n#o contendo arsénico senfio num teor maximo de 16 par-
tes por milhio, referidos ao péso real da matdria corante. Além des-
sas exigéneias de eardter qualitativo, obriga ainda a mesma Legisla-.
-¢do, que a guantidade mixima usada nfo exceda em caso algum, a
2 grais por lb., correspondentes a 0,12 gramas por cada 450 grs.
ou sejam 0,260 grs. de corante para cada quilo de alimento.

A Legislacfo Suica, umsa das mais completas sébre o assunto,
“na parte referente & coranies & tambem basiante severa, pois con-
trola rigorosamente téda a matéria corante que possa afetar a saf-
-de plblica. Désse meodo contém exigéneias legais disponde nfo
gomente sbhre os corantes destinados a colorir géneros alimenticios,
‘mas também sbbre tedo o material corado utilizado nas confeccdes
dos obijelos de uso escolar, como aguarelas, lapis de cdr, giz colorido,
-ete., sbbre todos os objetos de addrne, como velas de natal, flores
de papel, brinquedos coloridos, objetes de foucador, efe.. Além
~disso controla ainda tédas as preparacdes tinforiais empregadas para
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tingir tecidos destinados & confecedo de vestimenias, preparactes
essas gue devem ser completamente isentas de chumbo, arsénice,
acido pierico, coraling, bem como téda & qualquer substéncla nociva
que possa ser facilmente absorvida pela epiderme.

A Legislacdo Norfe Americana em vigor & também bastante

rigorosa neste ponto de vista, pois exige que cada corante, quando
destinado a colovir alimentos, ou artigos de touecador {cosméticos,
rouges, batons, ete.}, apresente caracteristicas eliminatérias de pu-
reza. Para os 18 coranfes da hulha destinados a colorir alimentos
gio exigidos teores limitados zo méiximo de substinecias insolGveis
nagua, de cores subsididrias e ontros clementos e impurezas que
possam fazer parte da composico do corante e prejudicar a sua
utilizacio. A par dessas exigéneias determina ainda, que ditos
corantes apresentem um feor minimo de c¢dr pura, gne é sempre
dosado guantitativamente. '
- A recente Regulamentacfio Sanitaria da Venezuela, onde um
zorpo de abalzados técnicos também feve sua atenclo voltada para
a importincia do assunto, transformon sen Regulamento sébre Im-
portacio, Flaboracido € Venda de Alimentos, no qual absurdamente
se permifia o total de 49 corantes da hullia, modernizando:o e redu-
zindo 8&sse elevado nfmere de corvantes para a cifra de 9 anenas,
cancelando a permissic para o emprége em alimentos de cérea de
A0 corantes derivados da hulha, procurando désse modo, dificaltar
e restringir do maior meds possivel o emprégo de corantes orgi-
nicos artificiaig, incentivando ac mesmo tempo, para os casos ne-
cessirios de coleragiio, o emprégo de preferéncia dos ecorantes natn-
rais e inofensivos para a saide ptblica.

Essas Regulameniagdes ciiadus, mals perfeitas ¢ mals moder-
nas foram muitas vézes rigorosamente elsboradas, tendo-se em
vista og graves perigos que possam oferecer oz coranies orgénicos
artificiais quando ingerides ou mesmo guando em simples confacts
com a epiderme. A quesifio do poder toxicolégico dos coranies ape-
sar de constituir um assunto muite delicado e relativamente poueo
experimentado e haverem mesmo, algumas divergéneias entre os
seus éstudioses, no entretanto algpuma cousa ja se fem reseolvido
sébre o assunto, concluindo-se positivamente tratar-se de matéria
prima de natureza muito delicada e requerendo ainda, cuidades e
experimentacies.

Estd de anfemao verificado que, com a ingestfio dos corantes
da hulha, ha geralmente pigmentacio colorida nos fecidos orglni-
cos. BFxperiéneias procedidas administrando-se Amarelo Naftol S
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(corante tolerado por guase tédas as Legistacbes do murdo) a ani-
mais, coelhos e cobalas, ésses animais depois de sacrificades apre-
sentaram pigmentados de amarelo guasi todes os Orglos vitals,
principalmente estdmago, duodeno e rins.

Ha olbiservacfes também provando que, dentre os corantes or-
ganicos artificiais, nos de tonalidades amarelas e alaranjadas é que
se encontram maiores teores de material toxico. Teores bem me-
nores 880 encontrados dentre oz de coloraciio verde ou violeta e, em
casos mals raros, noz vermelhos. TFoi constatado também gque a
maior parte dos corantes de natureza téxica pertence aos agrupa-
mentos caracteristicos abaixo, ao pagso gue com a introducio nas
moléculas corantes, de agrupamentos sulfénicos, oxidrilas e car-
boxilas, sua toxidez ¢é amenizada tornando-os muitas vézes ino-
fensivos.

Os corantes nitrados, por exemplo, constituem material de na-
tureza altamente toéxica, porém, tém diminuida ou perdem tiotal-
mente essa toxidez, quando préviamente suifonados.

{Aza} - . {Nitro} {Trifenil-}
S : o

—N N C :C}

N I >N

H
{Tiazinicc) {Oxyquindnico)
N .
AN ~C—C-—R (OH )
Y5 N
I ;g
/C%s/ ™~

i

Temos como exemplo tipico désse caso o Amarelo Naftol ou
Amarelo de Martiug, de naturezas muito téxica, mas que por uma
simples sulfonacio transforma-se no Amarelo Naffol 8, de efeito
indeuo e de uso difundido por quase {odos os paises do mundo.
Restard apenas verificar-se se esta sulfonacfio foi perfeifa e total,
devendo-se para isso, dosar sempre quantitafivamente o teor de
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‘corante amarelo sdo sulfonado, isto é, o amarelo de Martius contido
acidentalmente no corantes destinado para fins alimentares. O
ipor maximo tolerado dessa impureza no Amarelo Naftol 8§ devera
ser de 0,03 gr. %. Do mesmo modo o Alaranjado I costuma ter
como impureza o Alaranjado II, considerado téxico e com teor ma-
ximo tolerado limitado g 5,0%.

Estudos recentemente procedidos por experimentados pesqui-
sadores esclarecem que a toxidez dos coranies geralmente acarrets
a degeneracio e congequente morte das células que 8les conseguem
impregnar. Experiéncias feitas com protozodrios e outros seres
inferiores provaram que toda a coloracio do protoplasma sObre a
totalidade do nticleo deve ser um indicio segure da destruicio da
célula, pois o protuplasma e o micleo 86 adquirem coloragio depois
de desvitalizados. Os derivados do. alcatrio da hulha que se fixam
sbbre o protoplasma consequentemente acarretam sua morte por
impregnacic do tecido.

Experiéncias posteriores procedidas por Cazeneuve, Damiano-
vich e oulres pesquisadores demonstraram gue a acfo dog agrupamen-
tos auxo cromos —SOzH nos coraiites como também nos alealoides,
tornam @ésses produtos menos téxicos. "A fuesina Acida, por exem-
plo, confendo na sua composiche molecular trés agrupamentos
—S80;H, produz débeis solucdes vitais e porisso é quase inofensiva
para og infusérios guando comparada com a acBo da Fucsina basica
gue desprovida dészses agrupamentos tipieos, tem efeito muito di-
verso, tingindo intensamente o corpo celular dos mieroorganismos
e afetando-os em sua vitalidade. Dita fuesina bisica demonsira
pols, ser de efeito francamente téxico para com estes seres inferio-
res, sendo mesmo mortal em solugdes de conceniracio de 0,001 por
cento, devendo-se notar que téxicos violentos como o nitrato de estri-
gquinina, nesta mesma ceneentragﬁa,‘ néo apresentam efeito tho to-
xico e desastroso. _ '

O verde malaguita, até ainda hem pbuco tempo tolerado entre
nés e cancelado pela atual Legislacho Alimentar Paulista, mas ain-
da tolerado pela Legislacio Federal do pafs, bem como o Azul de
Metileno, gue apesar de nido ser tolerado em alimentos é grande-
mente utilizado em medicina, apresentam muitas vézes caracteris-
ticas toxicas por conterem em sua composicio teores de zinco sob a
forma de cloretos, ' '

Outros corantes, pela sua acfo fisiolégica propicia tém seu em-
prégo como agentes medicamentosos. A violeta de metila, bem
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como a auramina sio denominados em medicing com a designacio
de Pioctaninum (eliminador do pus). ¥Esses corantes com sua pig-
mentacdo’ tipica roxa e amarela, foram muito empregados como
agentes antibactericidas, na oftalmologia, na cirurgia, contra infec-
cbes malignas, sendo no entretanto abandonade seu usc por causa
da acfo secundaria provocada pela sua intensa ¢ persistente pig-
mentacio, principalmente a Pioctaninum aureum que nada mais é
que a Auramina O, ainda folerada para colorir alimentes.

-

A. Todibauer, Busch e Salvendri observaram que alguns coran-
tes, possuindo propriedades de fluorescéneia, como a fluoresceina e
SeUSs deriirados, bem como slguns corantes derivados da acridina,
podem exercer no organismo animal uma acfo fotodindmica. Désse
modo animais injetados eom 8sses eorantes aprescitam interessantis-
simos fendmenos de fluorescéncia. Do mesmo modo notavel acfo
désses corantes foi presenciada em bactérias.

Teard assegura constituir a fluoresceina um meic muito propi-
eio e segurc para, em ecasos de divida, decidir e constataciio da
morte. Sofrendo injegfes subeuténeas de uma solucdo alealina de
fluoresceina, um corpo ainda animado, dentro de alguns minutos
toma uma coloracio tipica verde-amarelada. Se porém, a circula-
co dos humores ji foi fotalmente paralisada nic & constatado tal
fendmeno. Conforme a opiniAo de intimeros experimentadores,
essa reacfo é preferivel a t8das as outras entlo empregadas para o
diagnéstico da morte.

A sulfonacéio dos corantes, como j& tivemos ocasifio de observar
no caso do Amsaréle Naftol 8, constitue um bom meio de defesa na-
tural do organismo, permitinde a neuiralizacfio da acfio téxica dos
produtos do metabolismo. Esta assercfio no entretante, nio quer
dizer gue seja apenas suficiente introduzir-se agropamentos sulfs-
nicos a um produto qualguer, tdxico, para gue &le so torne indcuo
para o organismo vital, .

O dedicado e paciente pesquisador Chlopin, estudando cérea de
K0 corantes diferentes, pertencentes a 10 sgrupamentos guimica-
mente diversos, constatou que 15 désses corantes eram francamente
téxicos e 20 suspeitos por provocarem distdrbios funcionais, diges-
tivos, renais e circulatdrios com grande repercussiio no estado geral
do organismo. Dentre ésses corantes considerados téxicos, acha-se
incluida a Auramina O que ainda & tolerada pelos nossos regula-
mentog, mas que ja estd sendo estudada e serd posta & margem
afim de ser eliminada do nimero dos corantes artificiais tolerados
em géneros alimenticios. A acdo ciustica da Auramina O sbbre a
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" pele, foi verificada aplicando-se simplesmente sébre a epiderme, por
algum tempo, um algodido embebido em solucéio de dito corante. Foi
obgervada, apds alguns dias, ums inflamacio no local da aplicacdo.
Entre os corantes suspeitos, na opinifio de Chlopin, acha-se incluido
o Ponceau RR, por nds tolerado, mas nfo tolerado pela lei Norte
Americana e nem tampouco pela lei do Dominio do Canada. O afas-
tamento pois, désse corante do ntimerc dos tolerados a titulo pre-
cério, estéd sendo estudado afim de ser procedida a sua substituicgo.
Coineidindo com a observacio de Chlopin, j4 existem estudos e
observacdes entre nds, que indicam serem os corantes orginicos ar-
tificiais, o8 grandeg responsaveis pelo intenso nimero de distiirbios
funecionais, males digestivos, ulceraghes e moléstias consequentes
gue t#o freguentemente sfio enconfradas dentre as populacdes.

Para concluir esta disserfaciio sbbre s possivel toxidez dos co-
rantes, diremos ainda que, a maior ou menor toxidez dog corantes &
sempre atribuida a maiores cu menores combinacfes inseluveis com
as proteinas do plasma. Désse modo os corantes que mesmo se
achando em grandes dissolucfes pessam ainda assim produzir tin-
turag vitais afetando as células, devem ser considerados como toxi-
cos. Para comprovar praticamente essa assercio, fol constatado
que o azul de alizarina, ndo tendo acfio enérgica por niio se combinar
fhcilmente com o protoplasma animal, nfio apresents porisso acio
téxica para os tecidos.

Damianovich chegou & conchisfo que os efeitos téxicos dos co-
Tantes correspondem em geral proporcionalmernte a {inturas mais
intensas. Verificou também que os corantes bésicos sfio muito mais
toxicos que os corantes Acidos da mesma procedéncia e nas mesmas
condicdes, alids como j4 vimos com o caso da fuesina. Os corantes
basicos impregnam mais facil e intensamente todo o corpo celular
dos mieroorganismoes, ao passo gue as corantes Acidos sfo mais ino-
fensivos por nfo produzirem senfo débeis e fracas coloragfes vitais.

A quest@o pois, da intensidade de pigmentaciio dos corantes em
Tuncio do organismo vivo, € de grande importincia. Trabalhos de
Cazeneuve, Arloing e Lepine, mostram que o Alaranjado I, bem
como o Bordeaux S e o Amarelo Naftol 8§ sfo tolerados em, sensi-
veis proporgdes comparados relativamente com os outros corantes
tolerados para colovir alimentos,

A toxidez dos corantes é pois ainda uma questio muito delica-
da, dependendo de mais experimerntacio ¢ estudos, havendo mesmo,
como j& dissemos, divergéncias entre as opiniGes de abalizados es-
pecialistas e estudiosos do assunto. .
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Mercee pois, um pouco mais de atencfio e esclarecimentos por
parte dos éncarregados de zelar pela Sande Piblica, pois a intro-
dugdio no organigmo humano de gualguer corante da hulha constitue
sempre um grande perigo, pois pode ficilmente acarretar princi-
pios danosos e morfais para as células, trazendo com isso, um inicio
de desiquilibrio vital de consequéneias imprevigiveis e isto tudo de-
vido a8 impropriedades désses corantes, devido a3 impurezas nellesg
contidas, devido &g quantidades intensas de sen emprégo, devido
afinal, em muitos casos, 4 falta de seguranca na identificaciio de zua
inoecuidade.

Procurando, pois, acompanhar mais de peric essas Legislacdes
que se modernizam, que se aperfeicoam e evoluem, somos de Da-
recer que deveriamos também controlar quantifativamente o em-
prégo dos corantes orglnicos artificiaiz em géneros alimenticies,
introduzinde em nossas leis e regulamentos, exigéneias tais que mo-
ralizassem o emprégo dessa matéria prima de efeitos ainda tdo
obscuros, discutidos e perigesos para a saude publica.

Com 8sse intuito, procedemos a uma série de padrdes colori-
dos eontendo quantidades certas e determinadas de cada um dos 12
corantes orgfnicos artificiais até entfio talerados a titulo precario
pele nosso Regulamento em vigor.

Com ésses padrbes guantitativos e, a0 mesmo tempo du&litati-
vos em intensidade de edr, poderiamos j& ter uma base inieial, para
tentarmos esta tAo necessaria e inadiavel medida.

O guadro abaixo, contém, a escala cronoldégica désses 12 coran-
tes da hulha, com a respectiva quantidade do corante em natureza
que, uma vez dissolvidos em 1.000 ml. de adgua distilada, serviram
para, désse modo, darem as solucbes iniciais gue padronizaram as
outras tonalidades de diluicio para cada corante ¢ constante de um
quadro crométice, junto em anexo. 7

Hates tipos inicials de coloragho cont@m a nosso ver, as quan-
tidades maximas necessarias de ecada corante para cada quilo de
alimento, por apresentarem ecoloracdes bastanie intensas, tipicas e
espeeificas.

Segue-ze o quadro com os dados numériens correspondentes i
respectivas quantidades de cada coranie “in natura” dissolvidos em
1.600 ml de 4gua distilada, como acima dissemos e que poderiio
servir de base padriio para a limitacdo dos teoreb méximos a serem
tolerados para cada um dbsses 12 corantes.
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CETHEOBINA vttt e €,200 gre, por mil
Réseo bengala .. ... ... ... . ... .. ... a2s¢ ¢ 70"
Bordeaux 8 ... .. ..o i g 7o
Poncean 2 R ........ e {10715 S
Nova COCINA ... ra e iieinnreren g2 7%
Vermelho sdlide ... ... .. .. 026 7 7
Alaranjade I .. ... ...l 6,125 *~
Amarelo Naftoel § ... ... .. . ... ..., 0250 7 7
Auramina O ... ... i e (137411 I
Verde deido J ... i ol 0,250 7

Azul Patente ... ... ... ... .. ... 0,250 T
Vieleta geide 6B ... .. ... . e, 0,125

Segue-se também junta em anexo uma prancha croméatica con-
tendo intensidades de ¢br correspondentes a cada uma dessas con-
centragdes (prancha n® 3}, Obfidas essas solugBes para as guals
foram utilizados corantes com suas caracleristicas de gualidade e
pureza por ndés bem identificadas, fomos com sucessivas diluicdes
dessas solugdes padrdes, obiendo tonalidades gradativas proporeio-
nais e uniformes para cada coranie.

De cada solucdio padrdio inicial foram tomados 160 ml, dos
quais 50 depois de diluidos com mais 50 ml. de agua distilada e
levemente acidulados, serviram para constituir & primeira tonali-
lidade, a mais acentuada de tédag, apds a completa montagem sbhre
uma grama de 14 branca, pura, e perfeitamente desengordurada e
séea, de téda a matéria corante contida nos 50 mil inicialmente
tomados. Foram assim obtidos os padrSes crométicos injciais para
cada corante e constantes do guadro cromitico em anexo. Oz 50
ml restantes da tomada de ensaio inicial foram elevados ac volume
de 100 ml. eom 4gua distilada e apds prévia uniformizacio do liqui-
do corade foram medidos 50 mil. dessa amosira assim preparada,
procedendo-se em seguida & montagem de fodo o eorante dissolvide
neutra grama de 18 nas mesmas condiedes ji anotadas, obtendo-se
a segunda tonalidade da série.

Désse modo foram obtidas sucessivamente para cada corante,
seis tonalidades diversas mas perfeitamente controladas, medidas e
proporcionadas. Essas T2 ionalidades constarfio de quadros cro-
méaticos {Pranchas n° 4 e B) onde poderio zer cbssrvadas ao
par das quantidades de corantes nelas contidos, as distintas tonali-
dades obiidaz, uma vez fixadas completamente sgbbre uma grama
de 1A branca nas condicBes acima estipuladas. Para alguns désses
corantes, como por exemplo, para os de natureza basica, nfo foi
procedida a ligeira acidulacfio citada, assim como para alguns co-
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rantes de fortes ftonalidades iniciais, como o Réseo bengala, o Ala-
ranjado I e o Violeta dcido 8B, afim de permitir a fixacio de tdda
a matéria corante na I&, foram procedidas diluigbes. proporcionais
de acordo com os dados numéricos constantes do quadro cromético.

Uma vez obtidas essas tonalidades padronizadas, ja poderiamos
observar as possibilidades de controlar-ze colorimétricamente com-
parando apenas essas coloracfes ou medindo-as em intensidade de
¢cir & em paralelo com geu teor de dissoluglo.

Désse mode, admitidas e limitadas obrigatdriamente as quanti-
dades méaximas de coranies a serem juntados em alimentos; serdo
de acbrdo com o caso, admitidas técnicas de verificacio e contréle
désses teores, téenicas essas, j4 em experimentacio.

Teremos assim preenchido uma lacuna mais ou menosg comum
e geral em todos oz Begulamentos, s8bre 8sse possivel e tho neeessé-
rio contrble quantitativo de corantes em géneros alimenticios.

Ao apresentarmos essa iniciativa, durante o desenvolar déste
2.2 Congresso Bragileiro de Quimica, estamos apenas procurando
justificar a inclusfio nas leis de nosso pais, s6bre generos alimenticioy,
de exigéneias tais que eliminem o emprégo de corantes s8bre og quais
paire a minima desconfianca de toxidez, que permitam e exijam o
contrdle de suas gualidades e seus teores de impurezas e que final-
mente, estipulem obrigatdriamente ag quantidades méaximas que
possam ser empregadas sem perigo ou prejuizo para a Satde Phblica.

Por isse, estamos batalhando para conseguirmoes, num sé ponto
de vigta, uma ILegislaciio Federal sdbre todos oz génerog alimenti-
cios, que abranja e favoreca a todos os recantos de nossa terra, em
defesa sincera, devotada e unisona de todos os brasileiros e seme-
Thantes que conosco conviven

Como contribuico a éste Cédige Brasileiro cie Alimentacio, tdo
aspirado e tdo necessério, daremos a seguir alguns detalhes do ca-
pitule sébre corantes, que deveri figurar no Nove Regulamento
Sanitirio sbbre géneros Alimenticios, que estd sendo presentemente
elaborado em 3&o0 Paulo.

“8&o0 tolerados a tilulo precirio e a juize das autoridades com-
petentes, os coranieg orghnicog artificiais derivados do aleatrfio da
hulha, abaize deseriminados, desde gque se apresentem em estado
de maior pureza, satisfazendo os indices de pureza exigidos por éste
Regulamento e desde gue nfio sejam empregados em quanddadﬂs
superiores a 0,250 g pars eada 1.080 g de alimento.”
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Séo os seguinfes os covantes orgénicos artificiais que deverio
ser tolerados nas condicGes acima estipuladas:
a} Corantes rdseocs:

1) Ewitrosing (Tetraiodo fluoresceina sodada).
2) Rose-bengoala (Tetraiodo di cloro fluoresceina so-
dada}.
b} Corantes vermelhos:
3) Bordecux S (o naftaleno — 4 — sulfonato de s6-
dio — azo —- B naftol dissulfonato de
s6dio — Sal R).
4) Poneceaw RRE (pseudo cumyvlazo — 2 - naftol —
8-6 — dissulfonato de sodio).
5} . Nove cocting {(u cumene — azo — B — naftol di
sulfonato de sédio},
¢) Coranfe alaranjado: _
6) Alaranjodo I  {o naftol azo benzeno di sulfonato de
sodio}.
d) Corantes amarelos:
7)Y Amarelo Naftol 8§ (2-4 dinitro o« naffol 7 mono
) ‘ sulfonato de s6dio).

8) Amerelo Neftol §  (Sel KY (2-4 — dinitro o naftol
mone sulfonato de potédssio).
¢} Corantes verdes:
%) Verde deido J (Di efil di benzil di paramino fri
fenil carbinol sulfonato de sodio).
10) Verde guines {Di para dietil di benzil diamino tri-
. fenil carbinel dissulfonato de sédio).
)  Corantes azues: '
11)  Azul potenie (Tetra metil-dl para amido-meta oxi-
~trifenil ecarbinol-di sulfonate de
ealeio).

12}  Indigetina {(Sulfo indigotato dé sadio}.

Para a aprovacio de qualgquer um désses corantes, quando des-
© tinados & colorir alimentos, deverfo 08 mesmos apresentar indi-
ces eliminatérios de pureza, dando-se para cada corante, um limite
maximo para suas substinecias volateis a determinadas temperatu-
ras, teores mdzimos para seus extratos etéreos, para seus insocliveis
n’Agua, para guas impurezas, como sulfatos, cloretog, earbonatos,
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dxidos, ebres inferiores e sunbsididriag, assim como deverdo apre-
senfar também um indice wminimo de cOr pura gue serd sempre
guantitativamente dosada. Em ditos corantes nfio serfio permiti-
dos feores de arsénico senfco #o méximoe de 000014 por cento,
assim come 0,001 por cento de chumbo., Peya oufros metais, como
eromo, mercurio, cobre, zinco e outros, 86 serd admitida & presenca
de tracos, guando tratados pelo ILS. ;

Além désses novos dispositivos e das severas exigbnelas j4 exis-
tentes, prefendemos também incluir mais o seguinie:

“Todos os Tebricantes, importadores ou vendedsores de corantes
de gualguer espécie, destinados a colovir génevos alimenticios, serfo
chrigados a registro no Servige de Policiamento da Albmentacfo
Piblica, ¢ thdas as substinelas corvantes desbnadas para a colora-
¢lo de géneros alimenticies, 6 poderfio ser usadas ou expostas &
vendsa, depoiz de analisadas e devidamente registradas.”

%) exame dessaz matérias coranfes serd procedido por parti-
das do produto manvfaturado on importado, cothendo-se de cada
parviids wma amosira para a devida andlise, sendo seu vasilhame

Cinterditado e lacrade até gue seja fornecido o certificade de contrdie
e o sélo de gavantia com o respective nlimeso de contrdle de cada
partida examinada e aprovada.” .

“O Tabricante, importader on vendeder de corantes destinados
a ¢oloriv géneros alimenticios, receberd um ecertificado de contrdle,
declarando gue o produte satisfaz as exigbnelas pava os padries de
identidade e de qualidade.” )

“O fabricante, imporiador ou vendedor de coranites destinados
a coloriy géneros alimenticios, serd obrigade a informar ao Labo-
ratério Central de Saude Publiea (Instituto Adolfo Lutz) por meic
de tm boletim mensal, guais as pessoag n quem fornecon rorantes
para ditos fing, declarande o nome ¢ o enderégo dos compradores, a
guantidade e a qualidade do corante vendide e seu respeciive ndmerc
de contréle.”

Relatando antecipadamente aocs presados celegus diste Con-
gresso, pormencres do que, sbbre corantes, pretendemos ineluir no
future Codigo Sanitirio sébre géneros alimenticios, vamos finalizar
essa série de consideracfes, veafirmande que confiamos segura-
mente em nossas autoridades sanitarias e cientificas, afim de que
as mesmas concorram também, com sunas sdbias e eficientes obser-
vacdes sébre éste tho importante e delicado assunte, intensificando
a fiscalizacfo désses produfos, fazendo suas priprias pesquisas fi-
siolégicas, snas provas de laboratério, enfim ,todos os contrdles tho
necessdrios e tteis, afim de gue, num perfeitc actrde de idéias e
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conclusdes, possamos, cada vez mais, ampliar o aperfeicoamento das
Leis Sanitarias Brasileiras, procurando sanear e restringir tudo
que possa concorrer, no minimo que seja, para prejudicar cu oca-
sionar males 2 satde de nossos semelhantes.

Fazendo-se um estude mals rigoroso e uma campanha fiscali-
zadora mais séria e eficiente sbbre o assunto, controlando-se com
mais energia &zse gbusivo emprégo de corantes ovgénicos arlificlails,
derivades da hulha em alimentes, esiaremos, eomo & de nosso dever,
zelando e defendendo a Sadde Pablica, realizande uma verdadeira
obra de Saneamento s, a0 mesmo terapo, defendendo a pujanca da
‘raga e o valor inegualdvel da nacionalidade Brasileira.

NOTA: O presente trabalho foi apresentado ac 2.0 Congreszo Brasileire
de GQuimica, realizado em janeiro tlbimo na cidade de Curitiba, onde seu aufor
esteve representando oficisimente o Fstado de Sdc Paulo, conquistando em
plendrio, um unénime voto de lovor pela clareza de exposicfio e alta gignifiea-
¢lo do assunio.
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PRANCHA CROMATICA N 1

“Peso 38 grs.

Adguirido como doce
de abobora na Praga
da 8é N.© {Presenca
de corante da hulhs
néc permitide).

Peso 40 grs.

Adquiride ecmo ba-
nanada na Praca da
8¢ N.° {Presenca de
corante da hulba nao
permitido).

Peso 32 grs,

Adguiride como doce
de  batata-roxa mna
Praga da Seé N.°
{Fresenca de eoran-
tes da hulha nio
permitidos),
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PRANCHA CROMATICA N. 2

Peso 30 grs.

Adaguirido como doce
de bhatats-roxa ns
Praga da 8é No
(Presenga de coran-
tes da hulha ndo
permitidos).

Peso 35 grs.

Adquiride como doce
de ebcc na Praca
da Sé N.2 (Presenca
de corante da hulha
n&o permitido).

Peso 40 grs.

Adguiride como doce
de abobora na Pracga
da 86 N.© (Presenca
de corante da hulha
n&o permitido).
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PRANCHA CROMATICA N, 3

; 7
Eritrosina Alaranjade I
0,200 9/00 0,125 000
2 8
Reseo bengala Amarelo naftel B
0,250 /00 0,250 0/00
9
Bordeaux 8 Auramina Q
¢,125 0/00 . 0,250 0/00
4 18
Poncean 2ZR Verde acido J
¢,125 0/00 0,250 G/00
Nova coceina Azul paiente
0,200 0,00 0,250 /00

Vermeiho solide Violeta acido 6 B
0,200 0/00 0,126 0460
e




PRANCHA CROMATICA N. 4

0.06200

0.008

00182

80100

0.0100

CORANTES ROSEOS

Eritrogina
0.0100 0.0GB0 0.0625 0.00125 0.000625

Roseo bengala

| I

0.004 0.002 0.601 0.0005 000025

CORANTES VERMELHOS

Bordeaux 8.

J U [

¢.00625 000312 0.00156 0.60078 0.00639

Poncean 2 R,

I I I

0.GG62B 0.00312 0.00156 0.06078 0.00039

Nova ceccina

oo o iuh

0.0650 (.0025 0.00125 0.600625 ¢.000312
Yermelho solido F

.

G.0050 0.0028 0.00126 0.000625 0.060812




PRANCHA CROMATICA N. 5

S

(.0062

[=2
[
[3\)
oy
o
o]
=
fiard
o

31

]
L]

002500 (.012500
0.0125 0.00625

1
]

0.0125 0.00625

0.081258 6.01562

CORANTE ALARANJADOC

Alaranjado 1.

J U

0.00156 8.06078 (.00039

CORANTES AMARELOS

Amarele naftol 8.

Il

0.00625 0.60312 0.00156

Auramina O,

Il

8.00625 0.00312 0.001566

CORANTE VERDE

Verde acido J.

J Ul

0.00312 6.00156 0.00078

CORANTE AZUL
Azul patente

J 0 U

0.06312 0.60156 0.00078

CORANTE VIOLETA
Violeta acide 6§ B.

(.00781 0.60390 0.00186

i

0.000195

|

0.60078

|

0.00078

|

0.60439

D

0.00039

W

(3.00087




CORANTES ORGANICOS ARTIFICIAIS EM
GENEROS ALIMENTICIOS

Suag férmulas, constituicdo, sinonimia e caracteristicas.

MARIO SAMPAIO MELO

Quimico do Instituio Adolfe Lutz

O emprégo de coranies orginicos artificiais em géneros alimen-
ticios, apesar de consistir, n'uma simples operacdo diluitéria e variar
apenas na escolha ¢ na intensidade do material corado a ser utili-
zado, acarreia nfc poucas vézes, miltiplas e sérias diﬁquldatieé aos:
gue tenham de lancar- mio- desse artificio, obrigados muitas vézes,
pelo vicio, pela fo6rca do habito ou ainda, pela natureza de seus
produtos. ' '

Avpesar de opinarmos iniransigenierente pela premente neces-
sidade da diminuicio e severo contrdle dos corantes orgénicos arti-
fieiais em alimentos, por reconhecermos constituir 8sse emprégo,.
na maioria dog easos, uma desnecessidade e por consistir mais num
&timo recurso para oz fabricantes encobriremn a mi qualidade e os
defeitos de seus produtos ou para falsamente valorizé-los, dando-thes
melthor aparéncia e melhor apresentagio, com o eolorido atrativo:
de tons vivos e variados, reconhecemos, no entretanto, nfo ser pos-
sivel em ecasos excepcionais, deixar ecaiegoricamente de lado essa.
concessfio tho antiga, deitando por terra 8sse t8o enraizado emprégo.

Temos o exemplo de diversos tipos de bebidas como também de-
diversos produtos decorativos de confeitaria que excepcionalmente
necessitam de uma fantasia colorida . que lhes empreste maiores
atrativos e maior acolhida por parte do piblico consumidor. Diz a.
arguta observacio dos comerciantes interessados que, tudo mais en~
feitado e colorido desperia mais atencBo e agucs melhor a cubica
de sua freguesia, aumentando, désse modo, seu coméreio e vendas.

Na impossibilidade pois, como seria de nosso ardente e sin-
cero desejo, de vedar terminantemente o emprégo de todo e qual-
quer corante orgéinico artificial em géneros alimenticios vamos, pri-

+
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meiramente, coordenar algumas observacfes sbbre essa matéria
prima tdo vasta e complicada, com o fito principal de esclarecer
melhor o assunto de modo a facilitar aos gue dela tenham necessi-
dade, assim como aos gue sejam incumbidos das pesquisas e cara-
eterizaches necessérias para seu devido controle.

Existindo atualmente no comérelo uma farta multiplicidade de
milhares de coranies artificials de ovigem e constituicdo diferentes,
é geralmente muito dificil o controle exato na procurs da matéria
corante prépria e adequada para &ste on aguele género alimenticio.
Surgem, désse modo, sérios impecithos na escolha da matéria co-
rante que, ap mesmo tempo, satisfazendo as especificacdes legais,
satisfaca as exigéneias do produto. Suargem ainda, as difienldades
de obtengio de tons e coloridos certos e constanies para determi-
nados produfos cuja coloracio permanente e propria, j& muitas
vézes contribue grandemente para sua especificacfio. T mais, as
sérias dificuldades de segura aquisicio por ceria ¢ determinada de-
nominacice da matéria corante que, com garantia, satisfaca simul-
taneamente as exigncias do produto e as determinacges regula-
mentares, no que diz respeifo 4 sva origem, compeosicio e estado de
pureza, pois, existinde no eoméreio, como ja assinaldmos, um tdo
avultado nimero de corantes das mais variadas espécies e origens
¢, dando cada fabricante aos seus produtos, denominacbes préprias
e extravagantes, concorre tudo isso para trazer acs consumidores
dessa matéria prima grandes dificuldades e confuséie.

Afim de procurar facilifar a escolha, selecfio, reconhecimento
da pureza e identificacfo desses coranies orgénicos artificiais deri-
vados do alcatrio da hulha, tolerados na indistria alimentar, coor-
denamos diversos apanhados esparsos a par de algumas observa-
cbes pessoais sObre tho vasto assunte. Vamos désse modo, ampliar
o nosso trabalho s6bre essa matéria prima, dando algumas de suas
caracteristicas principais, seu pésc molecular, sua composicdo qui-
miea, suas formulas de constiiuicio, seu modo de obtencle, sua si-
nonimia, suas earacteristicas de pureza, em alguns casos com sSua
origem de fabricacio representada abreviadamente por iniciais colo-
cadas apds a denominacio dada ac respectivo corante,

Além disso, completamos o nosso itrabalho dando o comporia-
mento désses corantes com diversos reagentes, guer estejam os co-
rantes sob a forma de dissolucdes, quer montados sdbre fibras ou
quer ainda, sob sua forma natural de apresentacio. Nos adotamos

’
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sempre, de preferéneia, a caracterizacio da matéria coranie com-
binada a fibras animais, geralmente 14, em vista das facilidades que
apresenta essa fixacdo e dos resultados analiticos sempre muito
claros e concordantes. Passemos pois, a tratar de ditos corantes,
na ordem com gue se apresentam na lei paulista, até o presente
momento em vigor:

a) Corantes risecy:

1y  Eritrosina;

2y Roéseo bengala;
b) Corantes vermethos:

2) Bordeaux S

4y Ponceau 2 B,

5) Nova coccina;

8) Vermelho sélide;
¢)  Corante alaranjado:

7y Alaranjado 1;
d) Corantes amarelos:

8)  Amarelo naftol §;

)  Auramina §;

) Corante verde:
10)  Verde #eido J;

£} Corante azul:
11)  Azul patente;
g)  Corante violeta:
12)  Vieleta acido 6 B,

Dentre 8sses coranies, cumprenos de antemdo sacrescentar,
estarem alguns déles em estudos detathados afim de sersm possivel-
mente eliminados ou substituidos por outros de mails seguranca e
inocuidade. Désses corantes em observacio destacaremos por en-
guanto o Poncean RB — o Vermelho sélido -— 3 Auramina O — e o
Violeta dcido 6 B. Sdbre o resultados dessss observacdes, diremos
alguma coizsa em tempo oporiuno.

Passemos, porianto, ao estudo da série de corantes tolerados
pelo Regulamento Sanifdrio sdbre géneros alimenticios em vigor no
Estade de S8o Paulo, na ordem acima apresentada.
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a) Coranies Réseos:

1) ERITROSINA
Denominacio principal: Eritrosina.
Composi¢io quimica: Tetraiodo fluoresceina sodada.
Tipe de corante: Xanténico-Phialeina — nfio sulfonado.
Formules: Emplrica — CopHoOs1Na..

Estruturais:

Péso molecular: 879,770.

Histérico: Descoberto por B. Nolting em 1875. Kussmaul em
1896, icdando fluoresceina, (condensacio de produtos do anldrido
#talico e regorcinol), também obteve dito corante.

Caracteristicas:  Pé vermelho tijolo, facilmente soliivel em
4dgua, dando soluctes vermelho cereja, com leve fluorescéncia ama-
rela pardacenta; facilmente soltvel no alcool com fluorescéneia ama-
relo esverdeada; guase insoliivel no éter e no benzol; aquecido em
ldmina de platina produz desprendimento de iodo, facilmente reco-
nhecivel pelos vapores violdceos entdo emitidos. Em seguida a 8sse
aquecimento carboniza-se deixando um residuo braneo fusivel, Suas |
soluetes sulffirieas sfio de coloracio amarelo carregado e uma vez
diluidas precipitam quantitativamente, damdo um precipitado de
cOr vermelha alaranjada, soltivel no éter. Suas solucbes sulfiricas,
quante aquecidas, ficam pardo-avermelhadas infenso, produzindo
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desprendimento de iodo. As solucBes tratadas pelos alcalis nio ge
modificam, mas tratadas pelo alowem a frio, precipitam guantita-
tivamente, dando precipitado vermelho brilhante; aguecendo-se e
filtrando-se essa soluclo o precipitado serd de cor escarlate e o fil-
trado de cbr amarela. As solucies déste corante quando tratadas
pelo amoniaco e pé de zinco facilmente se reduzem dando filtrado
de ¢br rosea palido, com forte fluorescéneia verde. As bordas do
papel de filiraclio se colorem em amarelo. Quande tratadoes por
4cido acético e pd de zinco, reduzem-se com dificuldade; o filtrado
é amarelado com fluoreseéneia verde amarelada. Tratadas pelo clo-
reto estanhoso cloridrico a quente reduzem-se Tacilmente passando
para a coloraciio amarela. Tingem a 14 em solucio fracamente
Aeida com tonalidade vermelho escarlate.

Erythrosin B ($)

Erythrosin B, 3B, T. B., ALP, extra (A) (M)

Pyrosin B (MQ)

Erythrosin B extra vein (M)

Iodeosin B

Erythrosin bluish D, J, extra, J. N. V., W extra, A, B extra
pura (BDC), (LBH), (DuP) (8CLH, (A), (), {WSS)

BErythrosin extra bliulich

Iodiosina

Eosina bl,

Roze B a l'eau

Eosing buich (DH) (CJ), (B) (MO), (MLB).

. .. Réseo J B

SEONENI0 % Primerose soluble (DH)

Hosina bleuditre

Mathyl erythrina

Dianthine B

Mandarine ac alcool

Fosin I (B)

Methyleosine

Erythrin

Primerose ao aleool

Rose extra 2 B ao alcool

Bosing a0 alecol

Todeosgina B

Pyrosging (Mo)

Indices de pureza:

Substéne. volateis (a 1835°C) ......... . no méxime 12,0%
Substéne. insol. ndgua ... . .civiienn. no maximoe 0,2%
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Extrato eféreo ... viiiiiinianes noe maxime 0,1%
Cloretos -+ sulfatos (de Na} .......... no maximo  2,0%
Carbonate de Na ... .o iuviereionnn no wmaxime 0,59
Jodeto de Na ... ottt iininenas no maximeo 0,49
L T 12 no miximo 1,04

E’ permitida mudanea de compostos organicos do Iedo em co-
rante puro livre de Agua de cristalizaciio de 56,8 a 58,5%.
Corante pure (determinado gravimétricamente), no minimo

85,0%.

2) ROSEO BENGALA

Denominacio principel: Rose bengala.

" Composicdo
sodada.

guimica: Tetralodo di cloro fluoresceina

Tipe de corante: Xanténico - Phtaleina ndo sulfonada.

Férmulas:

Empirica —_— Cg<)}140131401N&3

Eatruturais:

e Oha

L Cp—
\
/
Co Hiz=— ON

CaHa%CIa-CO“?

b)

Péso molecular:

NaO- ! /O\/\
- b

Ct -\~ CO
- Ci

948,568,

Histdrico: Descoberto e preparado por E. Noelting em 1875,

econjugando iodo com

dicloro {lucresceina.
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Coaracterisiicas: P6 vermelho, facilmente solGvel em dgua com
coloraciio vermelho carmesin, sem florescéneia; faeilmente soltivel
no aleool com celoragfio vermelha carmesin com fluorescéneia parda
severdeada: InscliGvel ne éter e muito pouce solfivel no benzol
Suas solucdes aguosas tratadas pelos Acidog sulftrico e cloridrico
diluidos, precipitam dando precipitado cbr vermelha tfijolo, soltvel
no éter, com solugio carmesin, O decido sulfirico conecentrado pro-
duz nas suas solucdes a mudanca de ¢Or para o amarels,  Aduecen-
do-se essaz solucbes sulfdricas haverd desprendimento de vapores
violdceos de lodo. s alealis nBo modificam suas solucbes. Tin-
wem a 1A com tonalidade vermelho carmesin, pouco estavel.

Rose Bengale B (8), {(StD), (C), (A), M) (DH)Y (R)
Rose Bengale N (C), (ChH, MLy

Rose Bengale AT (LBH), (L), (B)

Rese Bengale G (B), (LBX), (DH), (M), (L)

Rose Bengale NT (AT) (NTO)

Hose Bengale (DH), (M), (MLy)

Bengal rose, (DH)

Bengal vose B (CF

Sinonintio

- . PR S —

indices de pureza:

Bubsiéne. volat. a 136°C. ............;. no méximo 50%
Substine, msol, nagua {(sol. alealina) ... no miximo 1,0%
Hixtrato etéreo de sol. alealina .......... no maximo 5%
lovelo de NE .. ne maxime 3,09
Gridog .. e e noe maxime 1,09
Outros balogneos ..........voiivinann no maxime 0,29%

B’ permitide a mudanca combinada orginica de iodo em cbr
pura de 54,0 a 58,0%.
_ Permitida a mudanca combinada organica de cloro em corante
puro de 7,0 a 8,5%.

b)Y Corentes vermelhos:

8) TGORDEAUX 8
Denominaedo principal: Bordeaux S.

Composieiio quimice: a naftaleno — 4 — sulfonato de
s6dio — azo — B — Naftol 3.6 — dissulfonato de sédio.
Sal R. :

Tipo de coranie: (monaze) oxiazoico sulfonado.
Formulag: Empirica — CoeHpNoO165:Nas.
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Estruturais:

a} J["(} SO3 Na
CiaaHg q

. L(aq Nz N—C oMy (ﬁ) o

(8O3 Na)2
N oo N
OH~
) b)
Nals S0s Ma
]
S0aNa -

Péso molecular: 604,287,

Historico: Fabricado pela primeira vez por Baun em 1878 e
-obtido do 4cide naftidnico e do 4cide B naftol dissulfénico R.

Caractertsticas: PO vermelho pardo, facilmenie soltivel em
Agua com coloracio vermelho vinho. Moderadamente solivel no
Alcool com eoloracio vermelho fucsina; ingolivel no éter e no ben-
zol., Quando aquecido sbbre uma ldmina de platina, eesss muito
rapidamente de queimar e funde dando massa brilhante vermelho
.amarelada que, apbés a combustfo, deixa finalmente uma cinza bran-
ca, facilmente fusivel; com Acido sulfirico eoncentrado, se dissolve
dande solucdes violeta azuladas. Por dissolucio eom agua mudam
a coloracfio para vermelho azulada, Aquecendo-se as suas solucdes
sulfiricag concentradas, a coloracBo vira para o pardo violaceo.
-Com solucBes alcalinas (soda on amonfaco) a coloracfio vermelha
‘de suas solugbes é carregada. O A4cido cloridrico mesmo concens<
trado ndo tem acho s6bre as solucdes de dito corante. Com o tani-
ne, aldmem ou bicromato de potdssio ndo séo apresentadas reacdes
tipicas. Quando tratado com cloreto estanhoso ou pé de zinco e-
amoniaco, reduz rapidamente — o filfrado é amarelo esverdeado
claro. Quando tratade com pé de zineco e Acido acético a reduciio &
“muito mais difieil, sendo o filtrado de coloragdo réseo palido. Tin-
_ge a 13 e a seda em banho Maria, com moderada solidez e igualdade.
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Muito soltivel em &gua, mas & imediatamenie precipitade, juntan-
do-se 4 solucho, cloreio de sédic em excesso ou cloreto de bario.

Amarant (¢) (BK) (M) (F} (P) (MYy; (RD) (I) (DH)
(Lev.) {tM} (MLB) (StD)

Naphtol yot O (M)

Naphtol ret 8 (B) (BK)

Naphtol rot C {)

Naphtol rot E B (C)

MNaphtylamin rot G (By)

Naphtylamine ved 8, 8 BM (By) (B)

Echirot (CJ)

Fehtrot I (D) (GrE)

Echtrot N& (By)

Bordeaux (FA}

Bordeaux 8 {A} (RF)} {(Lev}

Bordeaux 8 T (A)

Bordeanx DH (DH)

Vieteria Rubin O (M) {BK) (Bm)

Azoruybin 8 (8} ‘

Azorubin 2 B {BK)

Azo surerubin 2 B (BK} (WDC)y (CJy ()

Tachrot ({3)

Acid Crimson {H)

Wollrot extra (X}

‘Wool red {Sch)

Rouge Aze R (V st)

QOenanthinine {(DH)

Pourpre (LP)

Rouge solide B

Eehtrot EB (B)

Roseo per lana exira

Brilliant Bordeaux (LBH)

Sinontnic

Indices de pureza:

Substineias volatels (& 13B°CYy ....... no méximo 10,0%
Substincias insoltveis ndgus  ......... no maximo  0,5%
Exirato SLEre0 .veererarrureeenernnens ne maximo  0,2%
Cloretos e sulfatos de Na ............ ne méaximo  50%
Oxidos {(mistura) .......... e no maximo  1,0%
(dres estranhas {subsidiarias) ........ ne maximoe 4,0%

Cér pura, titulada com tricloveto de fi-
thnio ... i e no minime 850%
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4) PONCEAU 2 R

Denominogdo principal: Ponceau 2 R.

Composigéo gquimice: Para xyleno azo naftol 3-6 di sul-
fonato de sédio. Sal R.

Tipo de coromte; oxyazoico sulfonado.

Formulas: Empirica ~— CisH1 N2OrS:Nas,

Fstruturais:

(C Hg)g
a) CgH3
) ' (p) oH
N= N- CtoHy <
{sO3 Nal)s
CHs

c Hgﬂaoa m~303 Na

Péso molecular: 480,250,

Histérico: Descoberto por Baum em 1878 e introduzide no
coméreio por Meister, Lucius & Briining. Foi preparado partin-
do-se do m-xilidina bruta e do dcido B naftol dissulfénico R bruto,
gue também contém B naftel mono sulfénico S.

Caracteristicas: P66 vermelho pardo solivel em Agua dando
solucbes vermelhas amareladas. Muito pouco solivel no dleool dan-
do solugdes rdseas. Os dlealis produzem ligeiro precipitado ama-
relo acastanhado. O Acide sulffirico concentrado da soluches ver-
melhas cereja, que ndo se modificam pela juncfio de Agua. Pouco
solgvel no éler; com Acido cloridrico da solucbes vermelhas viold-
ceas. Com cloreto estanhoso cloridrico a quente, reduz fiacilmente.
Com HNO, di solugbes vermelho bordeaux. '
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Ponceau R
Poncean 2 R, 2 RE (A) (B) (M)

Ponceau RR (A), (B), (M), {BK) (Bm) (CI) ({(C:E)
(Levy (P)y (RF) (L) (8) (AW) (+M) (BDC)
Poneean B (M) (A) (B) (G) (BK) (Lev) (Bm) (LM) (Gy)

Poacean Fr, FRE (C) -

Brillant ponceau B RR (LM}

Brillant ponceau G (C)
Scarlet 2 B (H) {(BDQC)
Scarlet B (BDC)
Ponceau (J) {MLy)
Ponceau G R (M)
Scarlet G

Ponceau de Hoechst
Xylidin roth ’
Xylidin ponceaun

Rouge de cumidine
Cumidine Scharlach

Caracteristicas de pureze:

Substinciag volatels a 135°C ......... ne méaximo 12,0%
Substdncias insolavels em Agua ........ no maximo 1,09
Extrato etéreo ... v iiiininnnnn no méaximo 0,59
Xiidina ... it e ne méximo 0,29
Cloreto e sulfato de Na ... .......... noe maximo 0,2%
Oxidos .. .covviiininniiiinaas. e no miximo 1,0%

Cor pura titulada e/tricloreto de titdnio . no minime 82,09%

5) NOVA COCCINA

Denominoglo principal: Nova coceina.

Composicdo quimiea: o cumeno azo B naftol 6-8 disulfo-
nato de sédio — Sal G. _
Tipo de coranle: oxyazoico-sulfonado.

- Formulas: Empirica —Co0H 1 N0 S Nag.
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Estruturais:
2) [+<]s03Na
CwHé _
' ﬁﬁ] OH
L [cx) N==N—CipHi<

{30, Na‘)#

N e N SOgN&

) (}:jOH
b
[D—SO 3 Na

Sé3Na

Péso molecular: 604, 287,

Histérico: Descoberto por Baum em 1878 conjugando o acido
naftionico com o 4cido B naftol dissuifénico G.

Coracteristicas: Pé vermelho vivo facilmente solavel em Agua
e no &leool com solugbes vermelho cereja. Com o 4cido sulfdrico
produz coloracio violeta que por diluicio passa ao vermetho cereja.
Inalterdvel com o &cido cloridrico. Com Alealis produz solucdes
pardas. Tratadas pelo cloreto estanhoso cloridrico a quente redus,
ficando incolor. Tinge a 1& com tonalidades réseas avermelhadas
em banho de KHSO.. ‘

Cumidin poncean

Cumidin rot

Cumidin red

Ponceau 4 B (BK)} (VS
Cocchenillerot A (R)

Poncean de cumidine

Sinontmig | Crocein Scharlach 4 BX (K}

} Brillant scariet (Lev) {(C)

Brillant ponceau 4 B (By) (C) (8tD)
Brillant poncean 5 B (By) (VDC) {Dahe)
Brillant seariet 8 (Sch)

Ponceau brillane R (MLy)

Coccinine G

[. Neu cocein {A) (BF)
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Neu eoccin O (M)

Scarlet 5 0 {N) (BDG)

Searlet 00000 (BDRC) (H)
Scharlach N (FA)

Victoria Scharlach 4 R extra (M)
Poncean Special (P)

Rouge cochenilie A (Bad)
Vietoria Sharlach

Searlat brill, {(Lev.,, Cass)

| Coceina nuova (Bent.)

Stnonimio

Indices de purezo:

6)

Bubstdnecizs voldteis a 135°C. . ........ no miximo 10,095
Substaneias ingolivels e dgia . ....... e méxims  0,3%
Extrato etéreo ... iiniiiiinnen.. no miximo 4,20
Preudo cumidina .. ... ool ne maximo 6,2%
Cloretos e sulfatos de Na .............. no maximo 6,095
P2 7 [0 R I no maxime 10%
(éres inferiores sulfonadas . ........... ne maximo  5,0%
Cér pura por titulacdio com tricloreto de

Hifnde ... i e no minimo  85,09%

VERMELHO SGLIDO

Denominacdo principel: Vermelho sélido,

Composicdo guimica: o naftidnico azo B naftol monosul-
fonato de sédio (Sal 8).

Tipo de corante; Oxyazoico sulfonado.

Férmulas: Empirica — CuoHN0.8, Nas

Estruturais:

;‘Q (c'() S0 3 Na

CroHg , _
f , - [B) on
(=) N=N-—CroHs

A LSO 3 Na

k/\/ SO3Ma

QGBNQ.
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Péso maZeéulwr : 454,234,

Historico: Descoberto por Caro em 1877-1878, conjugando o
acido B naftol monosulfonado, Sal S (4cido B naftol B sulfonico -
obtide por Shaeffer do B naftol 2-6), com sal naftiénico. Consti-
tue o 1.° corante azdico entio obtido e o melhor dos corantes acidos
de difa tonalidade.

Coracteristicas: PO vermelho pardo, selivel em Agua, dande
solucbes vermelho fuesina. Pouco solfivel em Aleool. Com dcido
sulfiirico di solucbes azues violaceas que pela diluicio tomarfio a
coloraciio vermelha; com Acido cloridrico, nfo apresenta modifica-
cio. Com os alcalis da solugSes pardas. Nao ¢ fixado pela 14 em
presenca de KHSO,, nio sendo reduzido guando aguecido pelo clo-
reto estanhoso cloridrico. Tinge a 18 e a seda com igualdade, sendo
medianamente sélido & luz e 4 lavagem.

Rouge Vrai

Fechtrot (Lev)

Echtrot E (B} (By) (BK) (FAY (M) (WD({) (E) {(GrE)
Eehtrot 8 (M) (DH)

Naphtol vo G R (B)

. .. Sdure carmoisin B (BKQ)

Snonimin 1w, ntol vot G R (B)

Rouge solide (P)

Eechtrol extra (A)

Rouge veritable

Né#phtol ret E B ()

Behtrot extra E )

Indices de pureza:

Substancias voldtels a 135°C, .......... no méximoe 5,09
Substancias insoliveis em dgua ........ no maximo 0,5%
Extrato etéreo (éter isoprop.} ........ no maxime 05%
Tobias dcido ......... .. PO e no maximo 0,29
Beta Naftol ....... e no maxime 0,2%
Cloretos e sulfatos de Na .......... ... no maximo 5,0%
Oxidos .. .ovvvrvireneiiaas e 1o maximo  1,0%
Cor pura (determinada por titulacfio com

tricloreto de titdmio .............. no minims  90,0%

¢} Corante Alaronjado

7) ALARANJADO I
Denominado prineipal: Alaranjado I
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Composicio quimica: o naphtol azo benzeno 4 sulfonato
de sédio. '

Tipo de eoronte: monazo.

Férmules: Empirica —— CHy:1N,0,8Na

Estruturais;
) (4] soaNa
CéHy

L[a] N=N—CfoH; () OH

6 ﬁ)
503 Na,

" Péso molecular: 350,165,

Histérico: Descoberto por Grisss em 1876 e depols estudado
por Roussin e 0. N. Witt e Liebermann. Obtide conjugando-se o
diazéico do acido sulfanilico com B naftol.

Caracteristicas: P6 pardo avermelhado solfivel nagua, dando so-
luebes alaranjadas, virando facilmente para a coloraciic avermelhada,
com leve alealinidade. Solivel no éleool com solugdes alaranjadas.
Suas solucdes sulfdricas concentradas sfo violetas, por diluicio vi-
ram ao pardo alaranjade. Aquecidas com (Gl precipitam em
pardo. ~As solugbes alealinas so {ipicamente de coloracfio verme-
tha ponceau, devido & grande sensibilidade déste corante para com
o8 alealis. Com HNO; fica vermelho. Dito corante tinge em ba-
nho 4cido com nuances alaranjadas, nfic 86 a 14 como a seda.

Orange 1, Poirier

Orange n° 1 R extra (DH) (X)
Orange 3 (B)

B Naphtol orange (BEK)
Tropaeolin QG0 no 1, G (8)
Sinonimin | Orange R extra (Mo)

Orange de naphtol n.° 1

Orange B (L)

Orange 1 {PH) (tM) (RD) () (RF) (W) {Sch)
Tropaeolin G (8)

Naphtol crange (A)
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Irdices de purezo:

Substinecias volatels a 135°C. .......... no maxime 10,09
Substénelas insolavels em dgua ........ no maximo  0,3%

Extrato etéreo .....
Naftol alfa ........

NaCl e Na,80,
Gxidos  (mist.)

Alaranjado II (%dxico)

e no maximo 0,29
.................. no maximo (,1%
................... no maxime 4,0%
................... ne maxime  5,0%

............... no maximo  5,0%

Corante puro, (tit. com cloreto de titdnio) no minime 85,0%

d) Corantes Amarelos

8) AMARELC NAFTOL §

Denominagdo principal: Amarelo Naftol 8.
Compesicio quimica: 2-4 dinitro naftol 7-monossulfonato

de sodio.

Tipo de corante:

Formulas:

Nitro fenol sulfonado.
Empirica — C,H.N.0,SNa,.

Estruturais:

S f(»;]c(ON@:CI‘(NO-z)

ceHss (2) ¢ (NO2) =CH

(B) sosNa

\

Péso molecular:

ONa

NO2

358,1086.

Histérico: TFol obtido pela primeira vez por H, Caro, em 1879,
pela acio do Acido nitrico sdbre o alfa naftol trissulfonade, consti-
tuindo portanto, um derivado suifonico do amarelo de Martius. O
corante se mostra no coméreio sob a forma de sal sodado. O sal
de potassio do mesmo corante é muito dificiimente soltvel. Consti-
tue ainda hoje um dos nitro corantes mais importantes. E’ deri-
vado sulfonado em 7 do amarelo de Martius.
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Caracteristicas: PG amarelo brilhante, facilmente solivel
négua, dando solucbes de ¢br amarelo vivo. Pouco sollivel no
4lcool, insoliivel no éter e no bhenzol. Aguecido sdbre lamina de
platina quelma deflagrando, deixando um residuo de carbonato de
sédio. Dissolve-se no écido sulfdrico concentrado, dande solugdo
.amarelo esverdeada clara, modificando para o amarelo pardo pela
diluicho. Aquecendo-se a solugio sulfdrica a coloraco passarid a
pardo oliva. Tratado pelo &cido sulfGrico a 10% ficard amarelo
palido. A solu¢do aquosa tratada com a potassa cdustica a 50%
da um precipitado amarelo floconoso. N&o é reduzido pelo cloreto
estanhoso, sendo, no entretarto, pelo p6é de zinco e amonfaco. No
filtrado désse tratamento a ebr amarela reaparece. Tratado pelo
Acido acético e pd de zinco & dificilmente reduzido. O filtrado ¢ o
papel de filtro dessa operaco, pelo contacto com o ar se reoxidam
e se colorem em vermelho alaranjado. Ao ser vaporizado dito co-
rante nio se sublima. Suas solucbes aguosas descoram com a jun-
cfio do Acido cloridrico sem formacdo de precipitado, retornando ao
‘amarelo com a neutralizacio com os 4lealis. Se as solucdes -aguo-
sas de dito corante, ao serem tratadas com 4cido cloridrico, em vez
de descorarem, precipitarem sob a forma leitosa, pode-se concluir
pela presenca de amarelo de Martiug, corante de natureza muilo
téxica. Outra prova recomendada por Loeemis para &ste reconhe-
cimento consiste no seguinte: da soluciio aquosa, ligeiramente aci-
dulada com &cido cloridrico, se extrai com igual volume de éter;
separa-se a camada etérea gue se lava duas vézes com b cm® de
agua. A camada etérea é entfo agitada com igual velume de amo-
niaco bem diluido (50%) deixando-se em repouso. Se a camada
aguosa nio for corada, ndo havera presenca de amarelo de Martius;
se porém, a dita eamada for amarela, haverd presenca do amarelo
de Martiug no corante examinado. As nuances de dito corante sio
muito resistentes 4 luz e & lavagem, fingindo muito bem o algedio,
2 13 e a seda, constituinde o mais s6lide de todos os corantes
nitrados.

Naphtol Yeilow Fy A 8 (Lev)
- Naphtol gelb 8, extra Konz (B) (IM)
Naphtol Yellow 8, HS, 08 (H) (DM) {8) (8CDH) (B) (By) .
(BF) (AAC) (M) (C) (GrE) (MIB) (A) (BX) (CR}
(H (L) (8) ' :
Citronin A (L)
“Behwefelgelh 8 (K)Y (AW)
| Jaune acide C (MLy) -

Sinontpeia.
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Jaune acide {DH} (LP)

Jaune 08 (P)

Jaane Naphtol 8 (B)

Jaune de Naphiol 8 (RTF)

Jaupe N 8

Siare gelb S

Acgide Yellow (DM) (8CI)
| Naphtol gelb (WDC)

Sinonimia

Indiees de pureza:

Substénecias volateis a 135°C, ,....... no miximo 10,0 %
Bubsténcias  insoldveis n'agua ........ no maximo 10,0 %
Extrato etéTe0 .. vevnriiniiniiaaann., no maximo 0,1 %
Cloretos -+ Sulfatos ............0o... no maximo 5,0 %
OXid0oE et i i no maxime 1,0 %
Amarelo de Martins ................. no miaximo  0,03%
Corante puro determinado por titulacio

¢/ tricloreto de fitanic .......... noe minimo 850 %

1

9) AURAMINA ©

Denominaedo fpr?lncipai: Auramina O.

Composicdo guimice: Cloridrato de amido fetra metil
para di amido di fenil metana.

Tipo de corante: amido diphenyl methana (bésico).
Férmulas: Empirica — CyINCIO.

Estruturais:

(1) CeHy (BN (CH3),
a) C<d =—NH + H2 O

(1) CeHy (4] N (CH3)y  HCH

B (CHs) N-O | O.-N (CHYHCI » H
_.C.,,,,..
i |
N H

Por muito tempo, no entretanto, a auramina foi representada
pelas férmulas determinadas por Stock e que eram as seguintes:
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~CeéHur N.(CHa)2
a)  C {~NHz
! -cza-lu,_N!('cﬁg)zc‘i

b} {CH3)zN —«O O;N (CH;), Cl - H20
|

N H2

Recentemente, Jemper (Ann. Chem., 381, 234) confirmou,
apés profundo reconhecimento, a férmula indicada por Graebe,

Péso molecular: 321.673.

Histérico: A auramina O foi descoberfa em 1883 por Caro e
Kern ao fazerem a fusfo a 150,160° de tetrametil diamino fenil me-
tana com cloreto de améuio, enxofre e cloreto de sédio em corrente
amoniacal. A Auramina é um coranie bésico, sendo vendido co-
mercialmente como Sal cloridrico. N&o possue muita solidez, sendo
facilmente decomposto pela dgusd fervente.

Caracteristicas: A Auramina O é constituida por um pé cris-
talino de cOr amarelo enxofre, dificilmente soliivel na dgua fria.
Soltvel na agua guente ou acidulada, de¢ompondo-se com a fervura.
Soltvel no aleool dando solucdes amarelas. Insolivel no éter e no
benzol. Aquecida stbre uma lAmina de platina torna-se de colora-
¢io vermelho alaranjada, despredendo vapores amarelog e quando
queimada carboniza-gse sem deixar residuo. ¥’ sohlivel no acido sul-
farico concentrado com desprendimento de HCL, ficando depois
suas solucles descoradas. Por diluicfio voltam & coloracfio ama-
rela; aquecendo-se yma solucio sulfdrica essa se colore em pardo
amarelado. Com a juncio de H.80, diluido nfo hd modificacio a
frio; por ebulicdo o liguido descora; as solugdes alcalinas de Aura-
mina O produzem um precipitado brance caracteristico de aurami-
na base e golivel no éter, tornando-se a cfr amarela com 3 juncio
de 4cido acético. Quando tratada com solucfio de tanino precipita
quase completamente em amarelo, tornando-se parda e resinosa pela
ebulicio. Com juncio de acido cloridrico em dito corante obser-
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va-se a intengificacho de sua ftonalidade, descorando apds ebulicdo,
Com o bicromato de potdssio opera-se a mesma reacio observada
com o tanino - precipita quantitativamente em amarelo, tornan-
do-se resinosa por ebulicBo. Com a aclo do amoniace e pd de zin-
¢o o filtrado é incolor, ndo se regenerando z e¢br. Com o repouso
o precipitado e o papel de filtro usado, ficarfio amsdrelos e a sclucko
.aguosa aquecida se decompde. Com o zinco em pd e amoniaco e
acidulado com #cido acético, d4 uma coloragfo tipica azul vivo, A
auramina G que ¢ a Cloridrina de amido di metil para diamido
-orto dicresil metana, da com o pé de zinco e amonface uma colo-
racio violeta tipica nas mesmas condicbes descritas para a Aura-
mina 0. Esta é a linica reacfio divergente entre estes dois tipos
de Auraminas. A auramina G produz soluches amarelas mais es-
verdeadas que a Auraming 0. A awramina O tinge em amarelo
vivo de regular solidez a seda e a 1& em banho neutre e o algodéo
mordentado, com tanino. Em medicina a Auramina O foi empre-
gada como anti supuranie na oftalmologia e na cirurgia, com a de-
nominaciio de “Pioktaninum aureum” da casa Merck., A Auramina
é facilmente hidrolisada por ebulicio; aquecida acima de T0° se de-
-compde, voltando & formar-se o tetra metil di amino benzo fenona
.e amoniaco,

(C H;);;N < >~ \
C C HyN Q/

(@framefi/dﬁamineéenzq/‘; narna ov celona o /‘ff’cé{?er} :

c=0 3 (acgdo av  NH,)

(e HyaN
) Jon 7

(7;(“:—3 me(;’/dﬁam{ho difanilmcelonimina oy avramina !m.se}

C=nH + H0

r Auramine O, 0 counc, Q0 extra conre., NO, 2, OF, (DuP) (Gy)
(3CT)

Auramine I (B) {J) (G) (M) (S) (By) (tM) {(A) (L) (H}
(8CI) (8th) ()

Pyoktanium aureum (E. Merck)

Auramine II, IIT (Gy) {8CI

Jaune saricine

Canary Yellow (GrE)

Sinonimia
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Indices de pureza.:

Substancias veolafels a 135°C. ... ...... no maximo 16,09%

Substéncias inseliveis em égua ....... no maxime 1,04
Extrato etérec ..., .. ... e, no maximo  0,5%
Clorttos e sulfatos ...... [P nc maxime  8,0%
Oxides totals ... . . i ne maxime 1,09

Cor pura titulada ¢/ tricloreto de titAnio no minimo 82,09

¢y Corante Verde

10)  VERDE ACIDO J -
Denowinacdo prineipal: Verde #eido J ou verde bri-
thante S F amarelado. '
Composiedo quimica: Dietil di benzil di paramine tri-
fenil carbinol trissulfonate de sédio.
' Tipo de corante: Trifenil metans.
Férmulas: Hmpirica — CorHuaN2O0SsNay,

Estruturais:
1SOgN‘a\ . N Cas
1] CeHs |4
H4Ce ( J [ ) , CHz CeHy SO Na
3 ¢ ) CeoHs
HO {I]mm [4] N ,
CHy Cuty SQ5 Na
CaH .
| 2 S::N—— OH. #CaHs
b) CIZHﬁ ! (':Ha
C¢Hy —C— CéHa
SO3Na SO 3 Na
3Na

Péso molecular: 832,479,

Histérico: Dito corante foi descoberio por Kéhler em 1879,
pela condensacio do benzaldeido com etilbenzilamina e sulfonaci
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do dietilbenzildiamido trifenil metana, com formacfo do &cide
trissulfdnico; pela oxidacdo désse dltimo Acido foi obiido o acido
dietil benzil diamido trifenil carbinélico e a consequente transfor-
macao déste 4czdo em sal sédico;

CsffI’Ig.;NzSgOglN&:z ou em sal de céleio:
CoyHyyN:2S:0,Ca  (Verde adcido D).

A sua constitnico corresponde A formacio como base carbindlica.

J—'Ca Hs . 503

) Ce M5

o i.—uC,QHq. N = C H. Ce Hy SOB_N&
% CaHs

{—Cetda. N == c e Ce Ha SO5Na

Caracteristicas: PO verde escuro com reflexos avermelhados,
facilmente solivel nigua e pouco solivel no dleocl, dando solucdes
verdes. I’ insolivel no éter e no benzol. Quando aqueci'do em 18-
mina de platina queima, deixando como residuo uma cinga branea
fusivel. Tratado com Acido sulffirico concentrado dissolve-ze, dan-
do soluces alaranjadas escurag que, por diluicio tomam primitiva-
mente a coloracéio verde oliva e depois verde tipico. Agquecendo-se
a soluc@io sulftGrica concentrada, a mésma tomari a coloracfo pardo
oliva. Com acido sulfurice diluide a 10% as solugbes néc se mo-
dificam; com 0 repouso, porém, a coloracio diminue de intensidade.
Suas soluctes quando tratadas por soda ou amoniaco, descoram com-
pletamente e com o aquecimento precipitam em violdceo. Com pé
de zinco e amoniaco, dite corante reduz-se com grande facilidade,
o filtrado désse tratamento é incolor: ji com a adiclo de 4cido acé-
tico é dificilmente redutivel e o flltrado ge apresenta com coloracfo
verde palido. Dita matéria corante tinge a 14 ¢ a seda em banho
acido, dando nuances verdes menos azues que seu homéloge Verde
luz S F azulado. E’ um dos corantes mais sulfonados dos derivados
da trifenil metana. Com acido picrico ndo precipita (distingdo en-
tre as ebres verdes basicas) eom o BaCl, precipita sob a forma de
sulfato de bario.



Sinonimia

CORANTES ORGANICOS ARTIFICIAISR

Verde luz 8 F amarelado

Verde sulfe J extra (P)

Licht griim 8. F, gelbiineh, 8, (B)
Fichtgriin 2 G extra Konz

2 G N extra, konz, {(tM}

Vert acide SOF

S#ure grin D konz, (M)

Sdure grin G (K) )

Sture griin {By) {(C)

Sture gylin extra konz 5 G H (O
Verte acide lguide

Verte snifo J extra (P}

Vert sulfo

S#ure-grin extra W(DG&)
Saurve grin O gelblich, G, extra (I}
Fast Acid Greew N (CCG)
Sdure grim G, 2 G, 8 G, 4 G (M)
Saare griitn 000 (L)
Sgure grin O G (GrE)
SB#ure griin G W {(WDC)
" Vert acide J .
Vert acide J J extra cone. (MLy)
Vert lumiere 8 F jaunétre
Vert lumidre S

t Verde brilhante 8 F amarelado

fndices de pureza:

Subsincias volateis a 13B6°C, ......... maximo
Bubstincias insehiveis em Agua ....... maxims
Extrato eferéo ........... e e maximo
Cloretos e sulfatos ......... ... nh. maximo
OxIdos .vvrevnvnvecnrmasns s méaxime
Cores subsididrias ao eorante ........ méaximo
Corante puro determinade por titulagho

¢/ tricloreto de tit8nio ............ minimo

£} . Corante Azul:

11) AZUL PATENTE

Denowmineedo principal:  Azul patente.
Composicdo quimiea: Tetra metil di paramido meta oxi

trifenil carbinol di sulfonato de caleio.

Tipo de corante: Trifenilmetana (Der, resanilina}.

Formulas: Empirica — CoaHaaN0:5.Ca,

Saure griin F extra, & B extra, ¥ G extra {By)

10,09
0.5%
0,4%
6,09
1,06,
5,09

82.0¢%

205
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Estruturais: ) N
(3] oH
) (1) CeHa sog\cg
SQa~~ "

,_(OH_}C [JceHs  [4)N (CHs)e

[
(1YceHs  [4)N (CH3)2

(CHaN (Y O H (- N(CH2
| el
|
HSOs |
- oH
$0s C2

2

FPéso moleculur: 560,406, ,

Histérico: TFol descoberto por Hermann e estudado posterior.
mente por Meister, Luciug e Briining. Foi obtido partindo do al-
deido benzdico meta nitrado condensado com duas moléculas de
dimetil anilina. O corante industrialmente se apresenta sob a fér-
mula de sal de céleio sulfonado.

Ceracteristicas: B um pé azul esverdeado, muito solivel em
agua e em aleool, tingindo 2 18 e a seda com tonalidades azues mui-
to puras. Suas solucdes aquosas cristalizam-se facilmente ao serem
evaperadas dando extrato azul esverdeado com reflexo carmim ti-
pico. Suas szolugbes sulftiricas sfo amarelag. Aquecido com elore-
to estanhoso cloridrico, reduz-se facilmente em amarvelo; & solfivel
em Alcool a 95%. -

[ B}ez_l carmin Surfin
Sinonimic | Blen patente
| Patentblau superfein, extra, B N (M)

Indices de pureza:

Bubstincias voldteis & 135°C. ......... »o maximo 10,09
Substincias insoliivels ¢m dgua ....... no maximo  10%
Extrato etéres ... iiiiiiiiinaan. no maximo ,5%

m/Nitro benzaldeido ... ... ... ... .... no maximo 0,29
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Benziletilaniling  ....... ... ne maximo 0,29
Cloretos e sulfatos (Sais de céalcic) ... no méximo 8,09%
Gxidos de ferro e aluminio ......v.-.. no méaximo 1,09
Corante puro determinado por titulacfio :

¢f ifricloveto de titémio ............ no minimo  80,0%

g)  Corante Violelo
12)  VIOLETA ACIDO 6 B
Denomineedo prircipel: Vicleta deido 6 B.
Constituigio quimica: Di metil di etil di benzil tripara~
mido frifenil carbinol dissulfonato de sédio.
Tipo de corante:  Triferiil metana (Der. rosanilina).
Férmules: Empirica — CaoIlg N;0,8.Na..

{’CGH‘&. N (CH3)e

8)
CazHs
C{OH}< CsHu . N {
( ) * CH;. CiH4.303Na
.S
CiHs N {CHE,CGHQ O3 Na

CaoHs
C'QHS\N ) N/C2H5
- H —
} THz — - (\1 Og | TSCH2
b ; . — - i .
Celty 3k CeHy
i ’ i
SO Na ‘ SOsNa
&(CH?)E

Péso moleculor: 773,474,

Histérico: Fol obtido pela primeira vez por G. Schuliz e
Zierold em 1889, por oxidacgdo do produto da condensacfio do para
di metil para amido benzaldeido com duas moléculas de dcido etil
benzil anilina sulfonica,

Coracteristicas: K’ econstituido. por pé violefa azulade, muito
golivel na Agus, com solucho violeta e no Alcocl com solucdes vio-
 letas azuladas. Tratadas com A4cido sulférico concentrade ficam
amarelag alaranjadas, que por dilui¢ho passam sucessivamenie para
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o verde, azul e finalmente violeta. Suas solucdes tratadas com aci-
do cloridrico, ficam azul esverdeadas e depols amarelo pardas. Com
soda a frio, suas solucOes nio apresentam modificagio. A quente,
porém, descoram completamente, ficando a solucdo incolor.

Acid violet 8 B N, 8 B N O (H) (SCLy (B) (K)
Violeta acide 6 B (B)

Saure Violett 6 B (A) (By)

Violeta deido 8 B V (SCD)

Stnontmia

Indices de pureza:

Substancias veldteis a 135°C. ..,...... no maximo  8,0%
Substéncias ingolGveis em agua ....... no méximoe 1,0%
Extrato etéreo ... ... i, P ne maximo 0,5%
Dimetilanilina ... ... .. 0 iiiinn. no maximo 0,2¢
Cloyefos e sulfatos ... ..... ... vt no maximoe 9,69
OXIA05 v ier e iei i i e no maximo  1,0%
Corante puro (titulado ¢/ tricloreto de ;
titdnio) ... .. i, e ne minime 20,06

Ao finalizar ésse trabalho, devemos frisar que a nossa finali-
dade principal ao compb-lo foi procurar esclarecer tdo confuso e
complicado assunto, facilitando de certo modo aes que tenham ne-
cessidade de lancar mio dessa matéria prima em produtos alimen.
ticios e ao mesmo tempo, concorrendo para dar alguns detalhes de
cariater analitico qualitativo aos que, incumbidos de zelar pela Satde
Piblica, sejam obrigados a proceder & caracterizacio e devida se-
leciio désses 12 corantes artificiais tolerados em alimentos. Pen-
samos, com os detalhes apresentadoes, concorrver para um melhor es-
glareeimento de tho vasto e delicado assunto.

FIRMAS FABRICANTES DE CORANTES CITADASB

{A) — Aktien — Gesellschaft fir Anilin Fabrikation, Berlin,

{AAC) — The Albany Aniline Coors Works ... Albany, New Jersey.

{AW) — A. Wiescher & Co., Sucrs, — Haren — Bélgica.

{B) — Badizche Aniline & Soda Fabrik — Ludwigshafen am Rhein,

{BACo.} — The British Alizarine Company, Limited, Silvertown Vieforia
Docks — Tondon. :

{BDC) — British Dyestuff .Cérpora‘ciola, Huddersfield - England.

{BF} — Bulls Ferry Chemical Company — Shady Side-New J.
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{BE)} — C. von Bauer - Elberfeld.

{BK} — Leipziger Anilin fabrik Beyer & Kegel (Lindman — Leipzig)

(Bm) — Gebr. Broemme — 8t. Petersburg.

. (By) — Fanbenfabriken vorms. Friedr. Bayer & Co. (Levenkusen} Elberfeld.

(C) — Leopold Caselia & Co. — Frankfurt o/M. — Germany.

{CiCo) — The Clayton Aniline Company — Manchester,

(CTy — Carl Jiger G, m. b, H. Anilin — Fanben fabrik — Dusseiéorf -—
Derendorf — Germany.

(CR) — Clauss & Rée — Aniline colors manufacturers, Clayion Manchester,

{(CV) — Colne Vale Chemical Co., Milnsbridge bei Huddersfield.

{Cz} — John Caslhelz, Bruére & Co., Belbenf bei Rouem.

{Daw) ~— Joha Dawson & Co., Limited, in Kirkheaton Colors Works — Hud-
dersfield.

{DH) — Farbwerke, vormsals L. Durand, Huguenin & Co., Bale,

{Du Pont) — Dyestuff Manufacturer Wilmington, Delaware, U. 8. A.

(EH) w E. de Haen Idst vor Hannover.

(FFA) — Farbwerke Ammersfoort — Ammersfoort — Holland.

{FTM; — Fabrigue de Preduits Chimigues de Thann et de Mulhouse (Mu-
lhousen) Alsace — France,

{G) — Anilinfarben — und Extract Fabriken vormals Joh. Rué Geigy -
Basel.

{Ge) — A George — Campdeoviile.

{Gr) - Robert Grasser — Chemical Works bel Ruabon (North Wales).

{(Gr-E) - Chemische Fabrik Grieshein — BElectron Frankfurt. :

(H) - Read Holliday -— Which was amalgamated with the British Dyestuff
Corporation and which has staried a new bugines in Huddersfield.

(HM) — Heller and Merz — N. J. U, 8. A,

{(J. or Ciba) — Gesellschaft fur chemische Industrie, Bale,

{E) — Kalle & Co., Aktiengesellschaft, Biebrich a Rh, Germany.

(Ki) — Kinzlberger & Co., Pragne, €. 8. R.

(L) — Farbwerk Miihthelm vorm. A. Leonhardf & Co., Frankfurt,

(LD)Y — Lepetit Dollfuss & Gansser — Italie.

{Lev) — Levinstein Limited Blackley Manchester.

{LM) — Leeds Manufacturing Company (Bmoklyn}

{Lo) — Charleg Lowe & Co., — Manchester.

{LP) — Lucien Pieard & Co., 8t. Fons (Rhone).

{M) — Farbwerke vorm. Meister Locius & Brinning — Hoéchst a. Main.

{MLy) — Manufacture Lyonnaise de Matiéres Colorantes Societé Anonyme
Lyon.

(Mo} — Societé Chimigne des Usines du Rbone — Lyon,

{Mo) — Gulliard, P. Monnet und Cartiers — Lyon, -

(N) — Compagnie Nationale des matidres Coloranies — Has Several Works
and wag iniimately connected with the Germany Dyestuff Vorks.

{NF) — Niederldndische Kleurstoffen Fabrick Nardeen, Holland.

{P. ou Pont 8t. D) — Societé Anonyme des matitéres colorantes et produils
chimigues do 8t. Denig (Sena) Paris,



210 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

{RD) - Roberts, Dale & Co., (Manchester).

{(RF} — J. Ruch & Fils, Pantin {Sena}.

(EWCo) — R. Wedekind & Co., Verdingen on the Rhine.

(8) — Chemische Fabrik vorm. Sandoz & Co., Bale (Suissa).

{Sch) — The Schillkopl aniline & Chemical Co., Bufale, U, 8, A.
{t. My — Chemische Fabriker vorm., Heyden — ter-Meer — Germany.
{VSt) — Victor Steiner (Vernon).

(W) — Williams Brothers & Co., Hounslow Middlesex.

{(WDC) — Wilfing, Dahl & Co. A, — G. Barmen, Germany.
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Acide sulffirico
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Acida sul{firico
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Acids sulfarico
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CONTROLE QUANTITATIVO DE COBRE EM
AGUARDENTES

FRANCISCO PEDUTI

(Guimico do Institulo Adolfo Lutz

O contrdle quantitativo dos teores de cobre em aguardentes,
produto de grande consumo em nosso pais, tornou-se ullimamente
uma deferminacfo analitica obrigatéria e indigpensivel '

Até ha pouco tempo a constatacio déste metal nas aguardentes
nfdo era verifiecada especificamente. Pesquisava-se a presenca do
cobre, juntamente com outros metais t6xicos, como 0 zineo, 0 chum-
bo, o niguel, ete., porvenfura existentes no produto. Mais tarde,
exigiram os nossos regulamentos que fossem sendo eliminadas pou-
co a polco, as aguardentes cortadas ou manipuladas e obtidas pelo
desdobramento de alcool etilico Foram surgindo entiio obrigato-
riamente, aguardentes majs giuras e mais genuinas, providas de dis-
tilagho direta, como deveriam ser, e que apresenfavam consequente-
mente, componentes secundarios e teores de aciden mais Ou mMenos
gensiveis e naturais do produto. Entretanto, fol sendo notada a
presenga mais ou menog acentuada do eobre em quase tédas as
aguardentes, principalmente naquelas em que os earacteres organo-
1éticos indicavam préviamente, a boa origem do-produto. (A pre-
genca déste metfal nas aguardentes, é geralmente atribuida aos apa-
relhos de distilacio, feitos quase sempre de cobre, o8 quals, com o
uso constante, sdo atacados internamente, € requerem de vez em
quandeo, nova e protetora estanhagem).

A pesguiza e dosagem déste metal considerado téxico, prinei-
palmente na forma assimildvel em que se apresentava, passou pois
a ser feita sistemiticamente em todas as amostras de aguardentes
enviadas para analise, considerando-se como impréprios para o con-
sumo todos os produtos cujas reagles positivassem a presenga do
cchbre, '
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Como, porém, o nimero de condenacles avultasse dia a dia e
as reclamacOes dos interessados fossem numerosas e constantes,
foi resolvido que se determinassem, de aclrdo com oufras Legisla-
¢bes e apbs apurada observaclo, teores quantitativos miximos dés-
te metal téxico, nas aguardentes, uma vez que og nossos regula-
mentos sanitirios, entic em vigor, silenciavam completamente a
éase respeito.

Asgsim, ficou estabelecido no Regulamento Sanitirio sbbre Gé-
neros Alimenticios um teor maximo de tolerfincia correspondente a
0,010 (dez miligramas) de cobre para cada litro de aguardente,
levando-ge em conta o fato de serem geralmente de cobre as ser-
pentinas dos alambiques distilatorios, serpentinas estas que, por
mais bem estanhadas e por mais rigorosamente asseadas que fos-
sem, ainda assim poderiam ser atacadas pela natural e mais ou me-
nos acentuada acidez dag aguardentes, durante o seu curso de res-
friamento.

Ao recebermos a incumbéncia de analisar neste Instituto, be-
bidas fortemente alcodlicas, principalmente aguardentes, nfio encon-
tramos uma técnica analitica, determinada ou oficializada para a
determinacfio do cobre. Procuramos obter, entfo, um método que
além de simples fésse exato e perfeito. Para &ste fim procedemos
a umsa grande série de determinacfes quantitativas désse elemente,
seguindo em tracos gerals, a seguinte téenica:

“*Colocavamos o residuo da distilacio de 250 em® de aguardente
numa cdpsuia de porcelana e a deixdvamos em banho-maria, até
gue o conteudo se evaporasse. Km seguida procediamos 3 caleina-
ciio do residuo mo forno mufla e nas cinzas obtidas adicionavamos
8 em?® de solucie de édcido nitrico a 1:10. . Apds nova evaporacio
em banho.-maria, junfavamos ao residuo 2 cm® de solucdo de acido
sulfirico a 1:10, e finalmente, apés terceira evaporacio adiciond-
vamos ag cinzas, dguz amoniaeal, até que o Mquido tomasse uma
coloracdo azul. Uma vez filtrado o liguido e elevado o volume a
20 cm3, procediamos A comparacfio no colorimetro de Hellige, para-
lelamente com uma solugfio padrio”.

Os resultados analiticos obtidos com é&ste método, eram mais
ou menos satisfatérios, dentro dos limites da diluicfo. com que ope-
ravamos. Mas em diluicles majores, verificimos que o método até
entfio empregado nfo fornecia os resultades desejados, pois que os
colorimetros de que dispfinhamos ndo nos ofereciam entéo, possz»-
bilidades de concordincia.
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Além disto, devemos lembrar também que, nas determinacdes
colorimétricas, para obter resultados ideais, o operador deve pri-
meiramente acomodar-se a uma perfeita obscuridade, para depois
proceder a uma série de 10 ou 12 determinacbes congecutivas do
mesmo produto, afim de tirar destas determinacbes a média para os
seus céleulos. E para que uma determinacio colorimétrica seja
rigorosamente exata, & necessdrio que se estabeleca um limite ma-
ximo e correlato entre a-concentracio das solucdes a serem deter-
minadas ¢ a da solucio padrio, nfo devendo éssas concentracdes,
para gerem perfeitas, uitrapassarem wma intensidade maior do que
de 1 para 2. Além déstes, cutro fater de deficidneia do método
exposto, ¢ a intensidade visual prépria de cada pesquisador,

Procuramos pois, melhorar os resultados obtidos, operando com -
diluicdes minimas. Mas, mesmo assim, trabalkando com todo o ri-
gor da téenica, obtinhamos para um mesmo produto, variactes fi-
naig de cérea de 0,0006 a 0,0008 décimos de miligrama para cada
1.000 em?® de produto.

Com o fim de verificar qual a anormalidade do método citado,
recebemos do nosso prezado Chefe da Sub-divisdo, Dr. Bruno Ran-
gel Pestana, uma série de 6 amostras de aguardentes cuja proce-
déncia ignordvamos. Nas primeiras determinacdes analiticas, per-
cebemos gue as amostras haviam sofrido prévia manipulacfio, mas,
pondo de lado esta suposicio, procedemos & anilise completa de toda
a série. Obtivemos resultadcs mais ou menos andlogos, que varia-
vam apenas em certas deferminactes dentro dos limites normais de
variaciio, logicamente obtidos em determinacfes repetidas num mes-
mo prodato. No caso do cobre, que é a questdo que nos interessa
no momento, procedemos 3 verificacfo, submetendo, por medida de
precaucio, o material padrio, a todas as manipulacbes e tratamen-
tos dados &s aguardentes até & comparacio final. Os resultados
obtidos variavam de 0,006 2 (0,009 miligramas por litro de aguar-
dente. Duas determinactes deram 0,007, duas cutras deram 0,009,
outra acusou 0,008 e finalmente & Gltima 0,006. Portanto nenhum
dos dados obtidos, apesar de diversos, ultrapassava ou mesmo atin-
gira o limite méximo legal de 0,010 gque decretaria a condensacio
do preduto. A variacio em média, destas determinagdes, levando-se
em conta as diluicdes procedidas, segue-se a um Hmite de 0,0008
miligramas por cento de aguardente,

Apesar desta variacio minima, reconhecemos a necessidade de
serem obtidos dados ainda mais seguros, afim de evitar possiveis
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chicanas e desculpas de comerciantes interessados nos produtos.
Procurdmos pois obier noves métedos gue nio apresentassem falhas
e nao suscitassem dividas, F assim surgin uma série multipla de
processos gravimétricos, titriméiricos, coloriméiricos e mesmo pa-
sométricos, uns melhores, outros piores, apresentando faihas e de-
feitos mais ou menos acentuades, outros mais trabalhoses e demo-
. rados, & como ials, desaconselhdvels ao nosso caso,

Diante desta multiplicidade de métodos, preccupava-nos a esg-
colha de gm processo que aliasse uma perfeite exatidio o uma sim-
ples. réapida e pratfica execuclo, em vista do grande nimero de
amostras a examinar. Nos procesgos titrimétricos, geralmente
mais simples e mais rdpidos nfo encontramos, infelizmente, para
a. dosagem dos sals de cobre, resuliados satisfatdérios. Os processos
gravimétricos sfo geralmente bons, mas apresentam uma série de
reguigitos demorados: requerem taras de cdpsulas, eliminacfo pré-
via ¢ rigorosa de outros elementos, lavagens de precipitados, tem-
peratura certa para aquecimento, oxidacdes, redugdes, enfim, imd-
merog requisitos trabalhosos, demorados e com margem para dife-
rengas sensiveis guando se trabalha com gquantidades minimas.

N

Ao ansalisarmos de relance estes métodos, surge-nos a experi-
mentagio, uma série de micro-reacdes para. pesguisa de quantidades
minimas de cobre. Dentre esias micro-reacdes pareceu-nos muifo
pratica e sensivel a gue indicava como reagente indicador, o &cido
oleico. Esta micro-reacfio fol por nds experimentada e seus resul-
tados préaticos, atentamente observados. A técniea operatdria con-
siste em juniar-se uma ou duas gotas de dcido oleico & aguardente
a ser examinada. Havendo presenca de cobre, produzir-se-2 uma
coloracio tipica azul esverdeads, que se desenvolverd lentamente
{(um ou doig dias), mas cuia formacfo podera ser ativada por ebu-
licio ou mesmo, agitacdo. Este método, porém, exige dois cuidados,

1.9)  evitar-se a formacio de uma emulsio permanente;
2.2}  manter-se 0 pH da solucio entre 5 e 8,

Diante da perfeicdo desta reaclo em toédas as nossas dosagens
gualitativas, precurimos verificar se ela poderia ser empregada
para dosagens quantitativas, Colocames 100 em?® de aguardente ¢
adicionamos-lhe 2 cm® de deido oleico. Agitaimos o conteudo, e de-
pois elevdmos o volume a 200 em?®, com &gua distilada. Do 4cido
oleico gue sobrenada no liguido, foi pipetado 1 em?, o qusl foi ele-
vado & 10 em® com éalcool absolute. Entretanto, procedendo do
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mesmo modo eom solucdes padrbes, verificamos que o acido oleico
néo apresentava intensidade proporcional de coloracfio. Portanto,
tal processo de dosagem foi posto de lado. Todavia, éste método,
pela sua grande e segura sensibilidade de reagdo como indice pré-
vie, fol adotado nos cagos em que devemos dosar o cobre e selecio-
nar as aguardentes isentas déste toxico,

~Para esta prova preliminar, adotamos a seguinfe marcha ana-
litica: colocamos 10 em® de agusrdente num tubo de ensaic e adi-
cionamos-lhe 0,5 cm® de 4cido oleico, Agitamos bem o conteudo e
juntamos-lhe 10 em? de 4dgua distilada. Em seguida levamos o tubo
ac banho-maria e observamos a ¢oloracdo da camada de acido oleico
gue sobrenada no liguido. Coloraces levemente amareladas indi-
cam auséncia de cobre; coloracdes levemente azul-esverdeadas in-
dicam tracos déste metal; coloragdes azul-esverdeadas mais acen-
tuadas e mais tipicas indicam a presenca de maior guantidade désse
elemento. Qﬁa}qdo sfo obtidas coloragbes perceptiveis, hi necessi-
dade de ser dosado, quantitativamente, o cobre existente.

Continuando nossas pesquisas 4 procura de um método pratico
e seguro, procedemos a uma série de experiéncias numa célula foto
elétrica, de fabricacfo da General Eletric, e os resultados foram os
mais satisfatorios possivels. Proeurdmos primeirameénte obter uma
solucdo padréio, dissolvendo em 1.000 em?® de Agua distilada, 3 grs.
928 de sulfato de cobre (80,Cua 5H.0), diversas vézes cristalizado.
Obtida esta solucdo padrio inieizl, em gue cada em® corresponde a
0,001 gr. de cobre metélico, procedemos ao preparo de uma série de
diluicoes testemunhas, de 0,001 gr. a 0,020 gr. por cento de cobre,
para a devida leitura na célula fofo elétrica.

Para obté-las, dissolvemos um némeroc X de cm® em Agua, €
adicionimos-The em sepuida 2 em® de amodnia a 25%, completando
com Agua distilada o velume de 100 cm®, em bhalids aferido.

Finalmente, procedemos 3s leituras no comparador e verifici-
mos que as mesmas nio eram proporcionais nag diluicdes de 0,001
a 0,007, isto é, apresentavam um pequeno desvio ndo proporcional,
Entretanto, constatimes que as leituras entre 0,007 a 0,020 eram
perfeitamente proporcionais e abrangiam justamente os lmites ex-
tremos e ideais do nosso caso.

QOrganizamos entio uma tabela c@mpreeﬂdende as diluicfes de
0,007 a 0,020 gr.% de cobre.
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TABELA DE LEITURA PARA DOSAGEM DO COBRE EM AGUARDENTES,
EMPREGARNDO-SE A CELULA FOTO ELITRICA GENERAL ELECTRIC

Indicagio da célula Quantidade de cobre em
mers, por 100 em,
77,0 . 3,020
78,0 (6,639
79,0 ' 0,018
80,0 _ 0,017
81,0 0,016
82,0 0,015
82,0 . : 0,014
84,0 : 0,013
85,0 S0012
86,0 0,011
87,0 . (4,010
88.0 (1,009
84,0 0,008
90,0 0,607

Obtida esta tabeln, inicidmos a experimentacio de seus resul-

tados em aguardentes, empregando a seguinte técnica analitica:

Colocimos 500 cm? de aguardente numa cdpsula de poreelana
e deixamos em banbo-maria, até que o conteudo se evaporasse. Em
seguida procedemos & calcinac8o do residuo, primeiramente com
chama fraca, depois em forno mufla, a uma temperatura de 560° C.,
mais ou menos.

Apds prévio resfriamento, umedecemos as cinzas com 2 em? de
soluciio de HoS0O, a 10%, e colocamosg a capsula no banho-maria,
onde permaneceu durante 30 minutos. Depols aquecemos o residuo
com chama fraca, até nio haver mais despreendimento de fumacas
brancas, e em seguida tratamo-lo com 2 em?® de solucko de HLSO,
a 10%. Aquecemos entdo o liguido lentamente, & depois o filira-
mos em papel de filtro tendo o cuidado de lavar o residuo e o filtre
com pequenas porebes de dgua distilada, num total de 15 ¢m?® mais
ou menos. Ao liguido adiclonimos 2 em? de soluclo de ambnia e
o filtramos novamente, lavando depois o filtro eom pequenas por-
coes de Agua distilada, até completar o volume de 25 em?®, em baldo
aferido. Proesdemos em seguida & comparacac na célula foto elé-
trica, e dividimos o resulfado correspondente da tabela, por 2, para
obtermos a quantidade exata do cobre em 1.000 em?® de aguardente.

0 fenbmeno entfo observado na célula merece ser lembrado.
B’ o fenémeno da absorcio da luz pelos meios fluidos que consiste
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+ eggencialmente na diminuicfic da intensidade do feixe luminoso
trangmitido, sem variacdo de direcfo. Quande um feixe de luz mo-
necromatico coineide sdbre a superfieie de um sisteria abszorvente,
a intensidade da luz que penetra no sistema, diminue 3 medida que
penetra no meio, formando uma curva, como a seguinte configu-
racio,

Tédas as medidas obtidas por éste processo, estio de achrdo
com a lei de Lambert, que especificn sfetuar-se esta lei segunéo
uma outra lei exponencial. Assim teremos em funclo da absor-
cio de X1 ' '

16 = g X sendo & o coeficiente de absorcio.
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Obtidos resultados t8o satisfatérios com &ste método, guisemos
verificar os teores de cobre confido nas mesmas amostras padrdes
a gque ja nos referimos e com as quais haviamos obtido resultados
um fanto discordantes. Tomdmos trés destas amostras, com as
guais haviames obtido no colorimetro de Hellige, 0,006, 0,007 e
0,008 gr. de cobre por 1.600 e procedemos rigorosamente de acdrdo
com a téeniea indicada. Verificamos entfio, com satisfacio, gque a
célula acusava 0,007 gr. para tédas as amostras, provande gque as
mesmas eram iguals, ¢ a0 mesmo tempo confirmando a rigorosa
exatiddo do métedo empregado.

Para finalizar esta exposicfio, queremos relatar a percentagem
limitada de condenacbes de aguardentes contendo cobre, nesteg dois
ilimos anos de quofidiancs e ininterruptos irabalhos analiticos.

Num total de mais de 600 amostras de agunardentes analisadas,
condenamos 28 por conterem teores de cobre acima de teor maximo
fixado pelo Regulamento Sanitiric, em vigor; 179 amostras apre-
gentavam teores abaixo de 0,010 e acima de 0,003, ¢ 244 apresenta-
vam-ge igentas déste metal. '

. Ao apresentarmos é&ste modesto e -despretencioso trabalho,
temos apenas om mira concorrer com peguens parcela para a me-
Thora de nossa téenica analitica, pois, estudando métodos mais pra-
ticos ¢ mais exatos, é que poderemos aperfeicoar os nossos trabalhos
e dota-los de mais eficiéneia e rendimentos. ¥ 8ste o nosso dever:
zelar pela salide piblica e efigrandecer o nome ¢ a tradicio do nos-
80 Ins?:i’tu’io.l
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