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No estudo dos microrganismos em sua distribuigfo na natureza, me-
rece especial atencdo sus presenca no ar atmosféries, ou nas poeiras em sus-
pensfio. K a presenca dos microrganismos nesse elemento que chamamos
flora do ar. Seu estudo compreende, naturalmente, a observacio dos dife-
rentes germes al encontrados, bactérias e fungos. Interessa-nos apenas
o estudo déstes dltimozs, Wour e Worr (1847), referindo-se, em um ecapi-
tulo de seu livro, 4 distribuicdo geografiea dos funges, dizem que quem vol-
tar a atencfio pars fste assunto impressiona-se loge com o fato de que vas-
tas porgdes da superficie da terrs permanecem completamente inexploradas
em relagdo aos fungos e, dai, serem literfiriamente ferrz incognite fungorum.

A presenca de fungos no ar estd na dependéneia de varios fatores,
tais como : lugar, época do ano, estado do ar, isto é, se séeo, Umido, ven-
toso, ele.

Por isso, para um seu eficiente estudo, deverfamos fazer verificacdes
didrias, isto é, fazer, didriamente, uma coleta dos fungos do ar, para poder
aquilatar sua variago. Além do mais, essa verificacio deveria ser feita
em pontos diversos de uma cidade e & mesma hora.

Na impossibilidade de uma tal observagio, vimos fazendo apenas al-
gumas coletas periddicas de pociras do ar atmosférico da cidade de S#o
Paulo. Em 1949 (agbsto e setembro), fizemos duas coletas e, éste ano (1950),
i4, por guatro vézes, fizemos coletas que Doz proporcienaram dezenas de
amostras de fungos que estamos estudando.

Daremos, mais adisnte, umsa relagfio das amostras ja identificadas,
bhem como informagbes sbbre outras em estudo.

Utilizamos, para as nossas coletas, o proeesso simplista das plaeas,
Para isso, tomamos placas de Petri, com difmetro de 10em, mais ou menos,

Hpirepue para publicegio em 312 de maio de 1951,
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e com meio de Sabouraud ou Czapek. Usamos, geralmente, sé o primeiro,
por economia de material. Hssas placas sfio expostas, de 5 a 10 minutos,
em locais diversos, porém em hora certa. Para isso, elas sfio, geralmente,
entregues a estudantes de medieina, que se encarregam da colheita. As
colbnias que crescem sic eontadas e transplantadas para noves meios cul-
turais, & fim de serem estudas.

A distribuicio de fungos no ar e em suas poeiras tem uma significagio
e importdnein que, fAcilmente, eompreendemos. Os esporos dos fungos
encontrados nesse elemento sfo, 2 todo instante, inalados. Sua penetracdo
e implantaciio nas vias respiratdrias estd condicionada 4s defesas naturais
que os organismos apresentam. A maloria dos {fungos encontrados no ar
pertence, pordm, ao grupo dos que, comumente, ndo determinam infee-
¢les micdticas. Alguns esporos, ou mesmo formas vegetativas, no entanto,
pedem, quando encontram condigtes favordveis, germinar, erescer e provo-
car periurbacbes varias na drvore respiratéria, Tememos como exemplo
o que se observa na Califérnia, no vale do S80 Joaquim, onde, comumente,
ge isola, da poeira do ar ou do solo (terra), vm fungo 1 o Coccidioides immi-
18, causador, nfo raro, de uma grave enfermidade, a coceidioidomicose.
Mais vézes, porém, como fol recentemente observado, 8sse furgo, pene-
trando nos pulmdes, ai determing um quadro clinieo relativamente benigno.
Simoula uma gripe, com duracfo de uma dezena de dias, mais ou menos,
que pede deixar ums seqiiela, traduzida, freqlientemente, por ndédulos de
ealeificacfio pulmonar, inteiramente semelhantes Aqueles provoeados pe-
la tuberculose. Sua distingdo s6 é possivel mediante exames de laboraté-
rio que evideneiem o respeectivo agente etioldgico, Durante a dltima
guerrs, registraramese, em campos de aviacio da costa da Califérnia,
mais de 6.000 casos dessa forma benigna de eoecidioidomicose.

Outro exernplo, mais recente, encontramos ainda nos Estados Unidos :
um outro fungo estd sendo considerado, também, eomo causador de né-
dulos de calecifieagfio pulmonar, em percentagem bastante elevada. I por
inalagio que é&ste fungo, o Histoplasma cepsuloium, penetra nos pulmoes.
I no vale do Mississipi que éle tem sua sede principal, pois é dessa regido a
maioria dos easos i4 observados. Por nfe térmos ainda dados nacionais,
langamos méio déstes 2 exemplos estrangeiros, pelos quais podemos avaliar
a signifieagdo e & importdneia do estudo da flora miecolégica do ar, na deter-
minagio de micoses. Podemos, no entanto, acenar com wm fungo, o Para-
coccidioides brasiliensis, que tem side, com certa fregiiéneis, Ultimamente
encontradeo, em lesfio primdria, nos pulmées. Faltam-nos, porém, dados
precisos, para dizermos que éle existe nas poeiras de determinadas regides.

Um outro capitulo, muito interessanie e de grande atualidsde, é o da
alergia a0z fungos. Néle se enguadra, como forma mais importante, a as-
ma fangica, ou asma bronquial, assim chamada por Cavarimro (1947),
forma essa que tem ¢ seu agente sensibilizante especifico em um produto
fangico. J&, hé muitog anos, alguns autores verificaram a exisiéneia de as-
maticos sensivels as poetras das casas. Ora, diz aquéle autor, se tivermos
presente que os espores fungicos entram como constituinies normais de
tais poeiras, onde sfc contidos 4s vézes em alta percentagem, devemos pen-
sar que agquéles casos de hipersensibilidade &s poeiras das easas, na reali-
dade, sejam casos de hipersensibilidade mos espores fingicos e, mais espe-
cialmente, Aqueles encontrados com freqiibneis nos ambientes habitados.
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Com essa finalidade, pareccu-nos também intercssante esiudar s flora
do ar ou das poeiras da cidade de S@o Paulo. Esse serd, porém, assunto
de outro trabalbo, que, oportunamente, tornaremos pubiico. Agora, dire-
mos apenas que, pelos dados que temos da literatura especializada, os fun-
gos observados em outros pafses diferem um pouco daqueles que vimos
enconfrando nesta cidade, o que é perfeitamente rasodvel, pois pertencem
8les a0 reino vegetal e, assim sendo, obedecem a condigBes vdrias de vida.

T assim que certos géneros, freqiientes nos Estados Unidos, s6 espord-
dicamente tém sido aqui encontrados. No livro de Worr e Worr, intitu-
lado “Tungi’”’, publicade em 1947 e hé pouco mencionado, encontramos
referéneia 5 uma coleta, semelbante 4 que femos feito e realizads por Rit-
tenberg, em 1939, em um eruzeire maritimo. FEneonirou éste autor fungos
terrestres tals ecomo Alternarie, Catenularia, Cephalosporium, Clodoespori-
wm, Penicillivm, Spicaria, Sporotrichum, Stemphylium e Trichoderma,
alguns déles também por nds encontrados em Sdo Paulo.

Podemos ainda julgar a importincia do estade da flora do ar
voltando nossa atenc#io para o lado dos alimentos e produtog alimenti-
eios, quando em contacto com as poeirag atmosféricas, em eertog momen-
tos carregadas de esporos fliingicos. A éste propdsito, € interessante citar
uma observagfo feita, nos Fstados Unidos, por Prinvce e Mogrow (1937),
que, em eerta regifio da ecosta do Texas, em 24 horas, colberam, em lm?
de ar, 2.688 esporos de fungos.

Entre os mais abundantes, estavam Aspergillus, Penicillium, Tricho-
derma, Hormodendrum, Helminiosporium, Mondlia e Cladosporium,.

Isto nio é para se admirar, porquanto, no estudo que estamos fazendo
gbbre flora micoldglea do café, gragas A preciosa eolaboracio do Sr. Bento
de Almeida Bicude, da Superintendéncia do Café, tivemos oportunidade
de encontrar cérea de 750 coldnias de fungoes, em umas placa aberta no ter-
reiro de uma fazenda de café, no interior do Hatado. Tedricamente, cada
colOnia deverla se originar de um esporo. Assim sendo, se tivéssemos colhido
os esporos em 1m? de ar, terfamos, certamente, nimero muito mais elevado,
pois que a placa apenas fol aberta durante 10 minutos e nela apenas cafram
o8 esporos contidos e espago correspondente & seu difimetro.

Se a maioria dos fungos, que isolamos comumente do ar, é de natureza
saprofitica, isto é, nfo provocadorss de doengas, nfoe raro sfo alguns déles
dotades de propriedades bioldgicas diversas, mormente a de fermentaco
dos hidratos de carbono, e também da utilizacio completa dos aglicares
para a respira¢fo, fendmeno éste que Langeron e Guerra denominaram ele-
ction e que, no desconhecimento de um térmo adequado, nés dizemos elei-
¢do. Dessa maneira, embora nfio patogénicos, &les podem alierar os ali-
mentos e, com isso, causar distirbios diversos, entre os guails, fendmenos
téxicos.

Quando nfo agem sbbre os alimentos, antes da ingestfio, podem, como
micrébios da flora de passagem do intesfino, provocar, af, alteragSes como
fermentagtes ou desintegracdes alimentares diversas, que causarfo, ndoe
raro, sérioes prejuizos ao seu hospedeiro.

Em qualquer ocasifio que seja, os fungos, quando enconfrados em cer-
tos produtos, deverio ser considerados eomo indice de uma téeniea incor-
reta. empregads pelos fabricantes ou industriais, ou ainda como falha ou
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deficiénela das condigbes higiénicas loeais. Por essa razfio, achamos que o
policiamento sanitdrio nfo deve ser condiclonado, inicamente, a questdes’
de cubagem de ar, ladrilhos, azulejos, mas sim que deve ser criado um ser-
vige orientador, ou ainda de assisténcia téenica, que, ao lado das exigéneias
atuais, terd outras, com finalidade orientadora e de eolaboracdo, como é o
caso de fornecimento de téeénicas modernas, fermentos selecionados, ete.

Disgemos, ha poueo, que os fungos podem agir sbbre eertos produtos
ou alimentos e determinar fendmenos de intoxicagfc intestinal ou ouiras
perturbactes. A propésito de alteraco de produto ou substineia de uso,
por acio de fungos, Conant, Wagner ¢ Rackmann, citados por CAvVALLERO
{1947), estudaram o caso de individuo asmdtico, que era sensgivel, inicamente,
a0 Kapock envelhecido e contaminado por fungos. (Kapock é material usa-~
do, principalmente nos Estados Unidoes, para confecciio de colchles e tra~
vesseiros.) Isoladamente, tanto o extrato de Kapock fresco ou esterilizado,
como o8 fungos que néle se eneontravam eram incapages de provocsr rea-
¢io no individuo sensivel. Coneluiram os autores que o prineipio ativo
sensibilizante resultava da acio reciproca e interferente dos dois fatores.

Referindo-se ainda & asma fdngica, diz Cavarnmro (1947) que a via
seguida pelos antigenos sensibilizantes é, geralmente, a afrea; trata-se,
portanto, quase sempre, de asmsa por inalagiio. Embora rara, a asma por
ingestfio }4 tem sido observada, como € o caso de Traut, ainda referido por
Cavariero (1947). Sabemos que hé também um easoe semclhante obser-
vado em B&o Paule. O trabalho em ambiente confaminado permite-nos
considerar a profissio como fator importante na determinacio da asma
féngica. Longe irfamos se quiséssemos estudar os fungos do ar como cau-
sas de micoses. Assinalaremos apenas os casos referidos por Towsl, Swe-
ANY ¢ Hurow (1932), que observaram uma tipica forma pulmonar, de na-
tureza profissional, em 35 individuos que trabalhavam como lenhadores
e gue se tornaram gensivels a um fungo, o Anivsporium.

Fm recente trabalho, M. Brawco (1950), na Argentina, {8z um inte-
regssante estudo sbbre as broncopneumopatiag miedticas, apresentando al-
guns casos clinicos bem documentados. Hssas formas de micoses consti-
tuem i4, naquele pals, um assunto que interessa o Ministério do Trabalho.
Sio consideradas micoses profissionals e seus portadores, em alguns easos,
recebem indenizagbes, por se tornarem impossibilitados para cerfag pro-
fissdes.

Necgroni ¢ Fmrer (1942), na Argentina, realizaram estudos sbbre a
flora do ar da cidade de Buenos Aires e arredores, assim como sdbre a flora
micoldgica alergdpena do Delta do Parand (1941). Embora nfo tenham
tirado coneluses definitivas sdbre a freq{iéneia dos diversos fungos durante
asg estagdes do ano, notaram, no entanto, ums maior freqitbneia de Peni-
cillium e Cledosporium (Hormodendrum) no inverno e primavera {julho a
outubro), ao passe que, durante a primavera e verfio {agdsto a janejro),
predominavam Aspergillus e Allernaria.

Em nossas dltimas verificagdes, até o momento em nimero de 5, sendo
que duas reunidas em uma, e em virias épocas, encontramos, como fungo
predominante, o Cladesporium (Hormodendrum), que nem uma 86 ves dei-
xou de figurar.
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Vejamos, resumidamente, a distzibuicio que encontramos em nossa
1. coleta, feita ros seguintes bairros, no més de agosto de 1949 (fim de in-
verno)

Aclimagio — Barra Funda — Canindé — Indianépolis — Sumaré
(Faculdade) — Lapa — Pinheiros — Vila Mariana — Vila Pompéia.

A coleta consistiu em abrir ums placs com meio de Sabouraud, du-
rante 5 minutos, em hora e dis determinados.

Encontramos, nesses 9 bairros, os seguintes géneros :

Cladosporium em todos. Em salgumas placas encontramos coldnias
do grupo Cladosporium e de outros, com sspectos diversos, possivelmente
espéeies diferentes.

Pendcillium em 3 bairros.

Aspergiltus ema 2.

Levura em &, na maioria do género Condida
Levura do grupe Rhodotorule em 7.
Cephalosporium em 2.

Fusarium em 1.

Torulg em 3.

Rhizopus em 2.

Mucor em 1.

Numerosos fungos imperfeitos e alguns ainda n#o identificados foram
também isolados.

A 2.2 coleta foi felta em fins de setembro, infeio da primavera, nos se-
guintes bairros e com os resultados adiante anotados :

Bela Vista — Brés — Cambuel — Cidade — Jacani — Higlendpolis —
Jardim Paulista — Parafso -~ Vila Clementino -~ Sumaré {(Faculdade) —
Consolacéo.

Cladosporium 11 vézes, isto é, em todes og bairros. Obtivemos, também
nesta vez, nfo raro, virias coldnias de espécies diferentes na mesma placa.

Penicillium 8 vézes. Também vérins espécies.
Levedura 6 vézes, mormente do género Candida.
Levedura do grupo Rhodotorula 7 vézes,
Aspergillus 2 vézes,

Torule 3 vézes.

Chaetomium 1 vez.

Numerosog outros nfo identificados.

A 3.= coleta foi esta e margo de 1950, fins de verfio, em diversos bair-
ros e com os resultados adiante anotados. Desta vez, colaboraram conosco,
além de estudantes de Medicina, também alunas de Enfermagem Obsté-
trica, sendo feitas duas coletas em uma mesma semana, razio porgue consi-
deramos como uma sé.
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Ttaim — Sumaré (Faculdade) — Lapa — Paraizo — Parf — Perdizes
-~ Santana -— Carandirng — Pinheiros -—— Jabaquara (880 Judas) — Santa
Cecilia — Campos Eliseos — Belém - Brds — Brooklin — Vila Dsodoro
—— Vila Guilherme —~ Tatuapé — Ponte Pequena. Além désses bairros,
obtivemos material de Mogi das Cruzes e Sio Miguel, localidades préximas
& Capital.

Cladosporium 18 vézes.
Penicillium 18 vézes.
Aspergillus 10 vézes.
Levedura 10 vézes.
Levedura do grupo Ehodolorula 6 vézes.
Stemphylivm 1 vez.
Cephalosporium 3 vézes.
Torule 3 vézes.
Trichotecium 1 vez.
Fusartum 1 ves.
Hemispora 2 vézes.

Nesta verificagfio, isolamos, em 3 bairros diferentes, uma bactéria que
apresentava, nas placas, uma leve acfio inibitéria sdbre alguns fungos. Fsse
germe ostd isolado e serd, oportunamente, estudado.

Uma 4.2 verificagio foi feita no dia 6 de maio de 1950, durante o outone,
nos seguintes balrros :

Sumaré (Faculdade) — Barra Funda — Mercado — Campos Eliseos —
Santa Cecilia — Cambuel — Bantana — Jardim América — Tueuravi —
Bris — Paraizo.

Foram encontrados os seguintes géneros :

Cladosporium 8 vézes.
Aspergillus 3 véuzes.
Penicillium 9 véges.
Ehodotorula 5 vézes.
Actinomyees 1 vez.
Torula 5 vézes.
Rhizopus 3 vézes.
Hemispora 2 vézes.
Fusarium 1 veaz.
Tevedura 2 vézes.

Pelo exposto, vemos gue hé um género, Cladosporium (Hormadendrum),
que foi sempre encontrado e em qualguer época. Em observagfes anteérior-
mente feitas, &sse glnero esteve semprs presente.

Uma andlise bibliografica do assunto nos mostra que, nos Tstados Uni-
dog e na Argentma hé um fungo frequentemente observado no ar, a Alter«
nerie, que nds, nestas dltimas verificacfes, nio encontramos, S
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Isolamos, vérias vizes, amostras do géncro Hemispora, espécie stellata
que, como sabemos, é um dos produtores de micoses gomosas. Do mesmo
modo, isolamos, fregilentercente, amostras de Aspergillus e Penseillium,
fungos que, comumente, sfo incriminades como provoecadores de asma.

Neste trabalho, nfo pretendemos tirar conclusfes, mas sim despertar
a atencio dos estudiosos para a importdncia dos eogumelos contidos nas poei-
ras do ar. Com & confinuacio de nossas pesquisas, € possivel que, oportuna-
mente, cheguemos s alguma conclusio.

RISUMO

Neste trabalho, os autores analisam algumas verificagdes feitas por
pesquisadores estrangeiros sdbre s presenca de fungos no ar stmosférico,
em diferentes regites, Chamam a atencfio para s Importdncia que tal es.
tudo representa, mormente em relagfio ao encontro de certos fungos que
determinam micoses pulmonares. Assinalam ainda o papel que os fungos
do ar representam nas manifestagbes alérgicas pulmonares ¢ também, de
modo particular, na contaminagio de alimentos,

Apresentam, a seguir, alguns resultados obtides em algumas verifica~
ches feitas na cidade de Sfo Paulo.

SUMMARY

In this paper, the authors analyse some experiences made by foreign
research workers about the presence of fungi in the air in different regions.
They eall attention to the importance of such a study, especially with refer-
ence to the finding of eertain fungl which determine pulmonary mysoeis.
They also show the role which the fungi of the air play in allergic pulmonary
manifestations as well as food contaminations.

Some results which were obtained in certain verifications made in
the city of Sfo Paulo are related.

RESUME

Les auteurs analysent quelques vérifieations faites par des pesqui-
satenrs étrangers sur la présence de champignons dans Vair atmosphérique
en différentes régions. Ils démonirent Uimportance que cette étude repré-
sente principalement en relation & la présence de certains champignons qui
déterminent des mycoses pulmonaires. Ilg désignent encore le réle des cham-
pignons dans les manifestations allergiques pulmonaires ef aussi, de facon
particuliére, dans la eontamination des aliments.

Ensuite, s montrent quelques résultats obtenus en certaines vérifi-
eations faites dans Ia Capitale de Sdo Paulo.
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SOBRE UM METODO MICROSCOPICO PARA
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INTRODUCRO

Com a apresentacfo déste método microscdpico de contagem de cas-
cas no café em pd, fol nosso dnico desejo contribuir para a eliminacio de
uma fraude, tornada, dia a dia, mais intensa, dissimulada e imperceptivel,
muitas vézes, pelas condigdes favordveis de semelhanca dos componentes
do pé e, principalmente, pels falia de um processo capaz de avaliar a pro-
porciio exisiente na mistura.

Pelos recursos usuais da téenica microsedpica, a presenga da casca,
como, alidgs, de t0da e qualquer substdncia esgtranha juntada ao pd de café,
semmpre foi revelada com facilidade e precisfo.

Taodavia, a sua preporgio, avaliada por método comparativo, como até
entdo era feita, nfo satisfazia plenamente os requisitos necesgirios & elu-
cidaciio da andlise, porquanto as designages adofadas raros, alguns,
pequena e grande quantidade de elementos da casea nio forneciam meios
seguros & aplicacio das penalidades legais, nem tfoc pouco podiam marcar
um limite de folerdnecia gue, por principio, devia existir,

Quando examinamos roicrosedpicamente uma amostra de café em pé,
devemos estar prbéviamente orientados pelos seus caracteres organcléticos,
porque umsa quantidade aprecidvel de elementos da casca modifica, sensi-
velmente, o aspecto e o aroma do café puro, permitinde, & viste desarmada,
ger notada a fraude.

O mesmo nio acontece quando a quantidade désses elementos é pouco
elevada e o grau de torragio e de moagem sdo idénticos aos do café.

) presante frabalno foi publiceds sob forma de monogrsfia pels Superintendénceia dos Servigos do
Café em 1950 e entregue pars publicagfio ns Reviata do Instituto Adelpho Lutz ems 5 de junbo de 1851,
depols de reviste e ampado,
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A ebdr do pd, castanho-avermelhada ou pardo-eseura, e a caracteris-
tiea prineipal de estar pulverizado e ser oleoso contribuem para que ag par-
tieulas de cascas nfo sejam notadas, mesmo porque estas particulas estdo
sempre recobertas pela poredo mals fina do pé.

Neste caso, somente pelo exame de lupa poders ser constatada a pre-
senca das particulas maiores da casca, sabendo-se, entretanto, que, sem
um tratamento especial do pd, esta operagdo requer muita pericia e s6 &
adquirida depois de algum exercicio e observacio.

fiste fato representava, de hd muito, uma grande falha no resultado
do exame mierosedpico do café torrado e mofdo, principalmente do ponto de
vista eonclusive da andlise, por nio poder estimar a poreentagem de casca
presente na  amostra.

Tol enfio que, com o seu espirito diseiplinade, dindmieo e empreen-
dedor de verdadeiro cientista, ¢ Dr. Bruno Rangel Pestana, Chefe da Sub-
Diviggo de Bromatologla e Quimica do Instituto Adolpho Lutz, solicitou,
da parte do primeiro doz autores déste trabalho, a dedicaciio pelo estudo
de um método microsedpico que nos levasse & possibilidade de dar, ao me-
nos aproximadamente, a guantidade de casca existente no café em po.

Em 1948, iniciaram-se os onsaios, tendo-se chegado, apds longos meses
de tentativas, 4 feliz certeza de se poder aleancar a meta desejada.

Por virios motivos de erdem téenica, foram ésses trabalhos interrom-
pidos para serem reiniciados mals tarde, era 1949, sem, entretanto, poder-
se chegar & esperada conclusio, por falfa de material adequado e estrita-
mente necessirio & orientacio de estudos dessa natureza.

Tendo vindo estagiar, nos laboratdrios do Instituto Adolfo Lutz, os
funciondrios da Superinténeia dos Servicos do Calé Bento Augusto de Al-
meida Bieudo, na Seecdio de Microscopia Alimentar, & Raul de Almeida
Pereira, na Seegiio de Quimies, em janeiro do corrente ano, fol entfio possi-
vel, depois de alguns meses de experimentagdes, dar por terminado o mé-
todo que ora publicamos, tdo grande e geral fol o interésse despertado no
sentido de sus pronta realizacio.

Queremos deixar aqui os mais sinceros agradecimentos a ésses funcio-
nirios amigos e a todos que, de um modeo ou de outro, nos prestaram valio-
sa colaboracfio e, em particular, a Bento Augusto de Almeida Bicudo, que
& também autor déste trabalho, pela gentileza da preparacgio de indmeras
amostras que se fizeram necessdriss ao esclarscimento dos milfiplos deta-
Thes do processo, bem como pela dedieagiio com que se entregou 4 contagem
de numerosas amostras que fazem parte do quadro demonstrativo das ob-
servacdes que possibilitaram precisar a seguranca do método por nds ideado.

A Superinfendéneia dos Servigos do Café, na pessoa de seu muito
digno gerente Dr. Pedro de Siqueira Campos, a expresso mais fiel do nosso
reconbecimento, pela feliz iniciativa do interedmbio téenico-clentifico com
o Instituto Adolfo Iiitz, que permitiu a concretizaciio do nosso ideal, e
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pela atencdo e solicitude com que atendeu ao nosso apélo, franqueando o
fornecimento de vasto material de que constaram as mals iIntrincadas amos-
tras que conduziram, orientaram e abreviaram nossas investigacoes.

Ao Dr. Brune Rangel Pestana, o nogso cordial agradecimento pelo
verdadeiro interésse e entusiasmo com que acompanhou ag varias etapss
de experimentacdes, proporelonando-nos todos o0s meios ao seu alcance,
para o pleno éxitc desta empreitada.

O nosso sincero “multo obrigado” & distinta colega D. Ana (Gomes,
pela gentileza com que procedeu &s rigorosas pesadas de tddas as amos-
trag analizadas, e ao sr. Antdnic Hércules Florence, pelos varios e excelen-~
tes desenhos de quadres padrdes que. se fornaram indispensdveis, no
decorrer de nossos ensaios.

() presente trabalho estd dividido nas seguintes partes:
1) Morfologia do frute e da semente do café

2) Estrutura microscépies

31 Caracteres bhistoldgicos do pd de café

4) Caracteres morfoldgicos do pd de oafé

3) Exame microscdpico do po de café

§) Principio do método

7) Tomada da amostra e descaoramento

& Clalibracio dos reticulos

9) Técniea para contagem

10) Parte experimental

11} Dhscussio

12) Conclusio

13} Resumo

14) Bibliografia.
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MORFOLOGIA DO FRUTO E DA SEMENTE DO CAFE

O fruto do café 6 uma drupa carnosa, de forma ovdide ou ohlonga, na
espéeie arabica e globosa, quase esférica, na liberiea.

a b C d -

Merieres
Fig. 1 = Caracteres moriologicos do café

a - [{rato maduro {cereja) ;

b — frute géeo {ebeo) ;

¢ — eorte longitudinal do fruto

d — corte transversal do frato

o — fruto com wmna semente {corte transversal) ;

f — semonte envolta pelo endocarpe (marinheiro) ;

g - wemente desprovida dos envolidrios (face dorsal)

h - semente com vestigios da pelioula ou espermoderma (face ventral) ;
1 — corte tfransversal da scmente sumentado (fenda e pregas) ; l

i - semente mostrando cofilddone ¢ radicula.

Quando madure {café em carejn, fig. 1-a), exibe uma cér vermelha ou
earmesim. e possul superficie lisa e brilhante, que se forma rugosa e ene-
grecida quando o fruto estd séeo {café em cdeo, fig. 1-b).

E curtamente pedunculade e apresenta, na extremidade, uma cicairiz
em forma de corda, procedente do disco epigino do ovério.
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I

() pericarpo, carnudo, de pequena espessura, ¢ congtituido pela casca
do café, Eszta se separa em duas partes distintas @ uma, externa, de obr
pardo-negra, polpuds, que é representada pelo eonjunto do epicarpo e me-
socarpo, e ouira, interna, levemente corada, de aspecto pergaminoso, dura
& fina, recobrindo as sementes. Ista eamada, conhecida pelo nome de ma-
rinheiroe, é o endocarpo (fig. 1-o—d-e-f).

Em alguns frutos, hd uma tdnica semente (café ervilha ou café moka),
devido ao desenvolvimento de wm sé dvulo e & atrofia de uma das lojas,
como se pode notar em seeclio transversal do fruto g, 1-e).

S&o conhecidas variedades de eafé cujos {rutos diferem na edr {amarela,
vermelhs, alaranjada), no tamanho e no nimero de sementes, as quais po-
dem atingir a olto {var. polisperma Burck).

(Cada frutc contém, geralmente, duas sersentes, convexas sdbre o dorso
¢ planas na parte ventral por onde se unem, apresentando cada semente wma
fenda longitudinal proveniente do enrvolamento do griio sébre sl mesmo,
ac formar as pregas {fig. 1~e—d—b-1). Quando orua, a semente possul albume
cdrneo, de cbr que varia de verde-claro a amarelo-pilido e seu odor é fracn
¢ suave,

N

Submetida & torracio, torna-se fridvel, quebradiga, de edr parde-
avermelhads e adquire odor fortemente sromdtico, agraddvel e sus-generds.

A semente ¢ revestida, em tdda sua superficie, por uma pelfcula pra-
teada, excessivamente fina e aderente, gue néo é encontrada externamenie
nos cafés beneficlados, mas persiste ne interior da fenda e das pregas (fig.
1-h)., Esta pelicula é o espermociem}a.

A malor parte da semente é constitulda pelo endosperma, possul eme
brifo alongado, radicula infera e cotilédones folideeos e cordiformes (fig,
I~

Alguns autores, como Houck, Youngken e Winton, baseados em re-
centes estudos stbre o desenvolvimento do dvulo, persistemn em afirmar
que a regifio da semente corpumente chamada endosperma, pela maloria
dos farmacegnostas, ndo é sendo o perisperma, por ser ste tecido formado
pela nucela.

ESTRUTURA MICROSCOPICA DO CAFE

I o parte majs importante na investigacio microsedpica do café em pé,
porquanto o histologia, caracteristica para cads substdncis examinada,
conduz o analista & sua imedista identificacdio, podendo eonstatar o grau
de pureza do produte ou a presencs dos elementos estranhos que consti-
juem uma fravde,

HEm corte transversal, a cerveja do café apresenta ss seguintes camadas,
observadas na fig. 2
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ceneres

Fra. 2 — Corte transversal do fruto — 400 3 {original}

Epicarpo (&)~ constituido de eélulas poligonais, pequenas, encerrando
contetdo pardo e egtdmatos (b}

Mesocarpo (¢} — com células poligonais, grandes, irregulares, também
com conteddo pardo e que, & proporgdo que se aproximam da parte interna,
vao se deformando, achatando e se tornando cada vez menores. Na parte
mais central do mesocarpo, entre as células desordenadas, correm feixes
fibro-vagculares (d).

Endoearpo {¢) — apresentando duas fileiras de ffhras, uma fransver-
sal ¢ outra longitudinal, de cdr acinzentada, na casca crua, e pardo-aver-
melbads, quandoe torrada. A vesisténela desta camada do pericarpo & tri-
toracio é devida a esta disposicdo original dag fibras.
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Espermoderma (f) — ¢ a pelicula prateada, aderente 4 semente; com-
poe-gse de eélulas esclerenguimdticas ou  fihrag caracteristicas, bastante
Jongas, na regifio dorsal da semente, menos longas, na parte ventral ou plana,
¢ frregulares, largas, dispostas em vérias direcbes, na porefio enrugada que
se acumula na fenda. Estas fibras estdo assentadas sébre uma fina mem-
branz, composta de wm parénguims de células de paredes estreitas, alon-
gadas longitudinalmente, de peqguenss dimensdes, ¢ de uma camada de cé-
lulas comprensadas, alongadas transversalmente, situadas mais abaixo.

Endosperma (g) — formado de um teeido eldstico ¢ edrneo, constituido
por células poliddricas ou isodiamétricas, cujas paredes, celuldsicas, se tor-
ngm mais grossas e nodosas da periferia para a parte central da semente.
Estas célulag sfio volumosas e estio constituidas, no grao crd, por numerosas
gotas oleosas e por uma substdneia mal definida, contendo proteina, aci-
cares redutores, tanino, cafeina, dcido oxdlico, ete. A torracio nio modi-
fica, am absoluto, & esfrutura microsedpica do café; seus elementos histo-
légicos continuam inalterdvels, adguirinde, excepeionalmente, uma cor
pardo-avermelhada, que é mais intensa em determinados parénguimas.
Transformacfo sensivel se passa na natureza fisica do grio, que é cdrneo
e eldstleo, quando crd, e sensivelmente quebradigo, quando torrade, e,
principalmente, na composicio quimiea, em que certas substineciag pre-
sentes sfo consideradas como produtos da torracdo.

CARACTERES HISTOLOGICOS DO PO DE CAFE

Examinado ao microsedpio, com grande aumento (400 x), o pd de
café nio deve ser constituide senfio pelog dols Unicos elementos seguintes
{fig. 3}:

Fig, 3 — Elemoentos histoldgicos da gemenfe — 400 X {original).
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Espermoderma (a) -~ constituido de fibras alongadas fusiformes,
de paredes grossas, levemente caniculadas, de hume bem aberfo, apresen-
tando uma edr amarelo-clara e uma série de poros obliquos, bem distintos,
no sentido de seu comprimento. Apresentam-se em grupos, deixando ver,
por entre o peguencs espacos formados, a epiderme inferior, transparente,
cujos detalhes da delieada estrutura sdmente serde realcados pela adigfio
de uma gota de soluse de hidedxide de potdssio a 109 A preparacio. As
fibras mais longas atingem 300 w de commrimento por 30 ou 404 de largura
e as Irregulares apresentam dilatactes muito maiores, trazendo, sempre,
os caraneterfsticos poros obliquos, de grande importancia analitica.

Endosperma (b) — as células da periferia sfio quase cibicas, muito
menores que as da parte mterna do grio, cujas paredes, grossas e nodosas,
ddo-Thes um contdrne poliddrico ou isodiamétrico. Estas células apresen-
tam wm contedide pardacento, entremeado por ghtas oleosas ¢, em algumas,
vasias, podem ser notados poros grandes e pequenacs, redondos ou estirados.
Suas paredes sfio ligeiramente amareladas e atingem, facilmente, a espes-
sura de 6o ; sfo de naturcza celuldsica, corando em azul pelo eloroiodeto
de zineo.

A presenca de elementos da casca no café em pd 6 um indice de conta-
minagho ou de fraude. A fig. 4 mostra o estruiira microsedpica da cagea de
café, torrada e molda, descorada pelo soluto de hipeclorito de zdédio ¢ ob-
servada de superficie, em preparacio aquosa, com aumento de 400 difimetros :

Fra. 4 — Elementos histoldgicos da casea — 40 ¥ {original)
Epicarpo {a) — constituido de células poligonais de pequenas dimen-
s0es, de cOr pardo-escura, e estOmatos,

Mesocarpe (b} — apresenta um parénguima de células peligonais
de paredes grossas, lisas e de cér varde-escura, menos acentuada que a do
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spicarpo. A carncteristica de possuirem estas eélulas paredes lisas, serem
pouco transparentes, de forma irregular e virios tamanhos, menores que as
do endosperma, serve pars diferencd-las destas (ltimas, eom as quais apre-
sentam algoma semelhanca. A cascea é constituida, na sua malor parte,
pelo mesoearpo, cujas eflulag diminuem progressivamente de tamanho,
vio se achatando, para se tornarem quase comprimidas na regifo divisdria
com o endocarpo. Na parte mediana, passam os vases espiraldides (¢) e as
fibras (d) caracteristicag, pertencentes ao feixe fibro-vaseular. Estas fibras,
vistas de superflcie, sfo mais volumosaes, mais longas e menos caniculadas
que as do endoecarpo. Sofrendo menos a acfio direta do calor durante a
torracdo, por estarern implantadas po mesocarpo médio, monstram-se
coradas em ecinza ou pardo-claro,

Endoecarpo (e) — as fibras esclerenguimdiicas de que consta o endo-
earpo, ou marinheiro, do café sic longas, de extremidades planas ou arre-
dondadas, de lume bem estreito, intensamente raladas e de e6r pardo-aver-
melhada. Apresenta tipico e original entrelagamento, cruzando-se no sen-
tido longitudinal e transversal. 56 esia caracteristica poderd diferenci-
lag das fibras do mesocarpo e do espermoderma.

CARACTERES MORFOLOGICOS DO PO DE CAFE

No capitulo “CARACTERES HISTOLOGICOS DO PO DE CAFE",
descreveu-se & estrutura interna dos tecidos de que se compem as diversag
camadas da casca e da semente do café, 3 fim de que o analista esteia ha-
bilitado a reconhecélos ou identified-los microscopicamente (aumento de
100 & 400 difmetros), quando se tornar necessrio.

Como, no presente método de conlagem, os elementos estranhos sio
separados com o auxilio de uma lupa montada ou microscdpio simples, em
gue o malor aumento nem sempre ultrapassa a 30 didmetros, sdmente po-
demos observé-los morfologicamente, porque & sua estrutura histoldgiea
nio & observada com sse diminuto aumento. Déste modo, o aspecto, a
ebr, a espessura e & fdrma de eada uma das partieulas foealizadas no campo
mierosedpleo da lupa tém Importdncia capital na investigacio a ser feita
com 0 fim de separd-las.

Og caraeteres morfoldgicos do pd de café, obtidos através o aumento
indicado de 20 vérzes, sd0 os seguintes :

CAFE PURO

Semente — quando tratado pelo cloroférmio, o pd se apresenta sob
a férma de blosos ou fragmentos de contdmo irregular, arredondados ou
facetados, de cdr pardo-clara, sempre mais volumosos que os elementos da
casea, (fig. 5—e), e de um pd fnamente pulverizado (fig. 5-f). Sio inconfundi-
vels pela sua superficie caracteristicamente granulosa. O pd fino adere e
recobre o0 elementos malores,

Espermoderma (pelieula) — fig. 54 —— & de todos os elementos do pd
de eafé o de espessura mais fina. Apresenta-se com 2 cOr amarelo-palida,
pardo-avermelhada ou negra, conforme o griu de ealor sofrido durante a
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torracio e tem, na superficie, estring retilineas, correspondentes is numero-
sas fibras que possui. Seu aspecto ¢ de uma fina membrana ondulada,
algiimas vézes enrugada e brilhante. Mesmo guando enegrecida e em bloco,
jamals poderd ser eonfundida eom o mesocarpo, por ser estriada, muito
maig fina, fridvel, ficilmente desfeita ao simples toque de um estilete ou
agulha e por possuir britho intenso e particular.

- espermodermsa
ou pelieula;

— Weseearpe, {8
egguerdal vis
to pels parte
externa {eph
Cearpo), e (&
direitn) visto
pela parte in-
terna;

— endocarpo ol
marinheiro;

— paus;

r — grimlos, de
tamanhos -
versos, do o
da semente,
toreada, de
café;

- pd fine, im-
palpdvel, da
semente  tor-
rada e motda.

Fig. § — Elementos morfolégicos do eafé em pé, descorado
— 20 X — (orviginal},

CASCA

Mesocarpo — fig. 5-b — possui a forma de pequenas placas espéssas,
irregulares, de ofr pardomnegra, resistentes e de superficie nodosa e bri-
ihante.

Endoecarpo {marinheiro) — fig. 5—¢c — tem o aspecto de lAminas es-
péssas, lgelramente eurvas, cdr amarelo-pardacents ou pardo-averme-
lhada, de superficie lisa ou Hgeiramente estriada e sem brilho.

PAUS

O fragmento de madeira (flg. 5-d), torrado, quando procedente da
parte mals interna, é de cdr branca ou amarelada e seu aspecto é grosseira-
mente fibroso, sernpre mais alongado do que largo. Quando provém da parte
externsa, notamos que & ¢dr varia de parde-escura a negra e se pode ainda notar
vestigios das fibras. Og fragmentos muite pequenos de paus geralmente
ge carbonizam parcialmente, dursnie s torracfo, e se apresentam lisos ex-
ternamente, entretanto, partides com bisturi, no sentido longitudinal, dei-
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xam ver ainda suag fibras caracterfsticas, 2 nio ser que estejam totalmen-
te carbonizados.

EXAME MICROSCOPICO DO PO DE CAFE

Togo apds ter sido a amostra submetida 4 prova dos caracteres organo-
1éticos {cOr, aroma e aspecto), faz-se uma observaecfo & lupa, com aumento
de 10 diimetros, a fim de se constatar ums possivel fraude, revelada por
granulacoes de aspecto diferente a0 péde café. Procede-se, entdo, & “pesca”
dos elementos suspeitos, por intermédio de uma agulha de platina, prévia-
mente molhada em dgua, montando-os entre 1Aming e laminula, em prepara-
¢i0 aquosa, para serem identificados ao mieroseépio com grande aumento
(400 véges). .

Apesar de estar frandado, o pénem sempre apresenta vestigios da subs-
tAncia estranha, pelo simples fato de estar esta dissimulada por uma per-
feita uniformidade de cér e de moagem. Faz-se & preparacdo de uma la-
mina direta da amostra, que consiste em juntar-se, sbbre uma gbta ddgua,
pequena porgio do pé, amassando-se, com o bisturi, os grios maiores,
para que tenham trapsparéncia, e cobrindo-se com laminula.

A identificaciio de todos vs elementos histoldgicos constantes da pre-
paracio deve ser feita, ao microsedpio, com aumentos de 100 e 400 dii-
metros, de um modoe minucioso e conclusivo, para certificar-e de que a
amostra estd constituida por pd de café puro, por um suceddneo ou por café
frandado com wma ou vérias substdncias estranbas.

E recomenddvel a adigio de uma gdta de lugol (soluto iodo-iodetado)
para g imediata verificagdo de fraude por substéncias amiliferas, tais come :
milho, feijao, cevada, centelo e outras, revelada pela cOr violdces caracte-
vistica da dextrina, ai presente, pela hidrélise do amido submetido & acgh
do calor. :

Quando a identificacio de qualquer elemento se torna impraticdvel
por apresentar pigmentacio infensificada por efeito da torragio, o deseora~
mento pelo soluto de hipoclorito de sédio deve ser aplicado. Usa-se, para
isso, um vidro de relégio no qual se descora, durante 2 horas, com o soluto
indicado, pequena porgio do pé de eafé, priviamente sécoem estufa a 100° C,
e pulverizado em gral de massa; lava-se com #dgua, por algumas vézes,
e faz-se uma ldmina, montada em uma gdta de soluto de hidrato de cloral,
Com éste tratamento, os fragmentos menocres, completamente descorados,
e os mais volumosos, com os bordos inteiraments transparentes, oferecem
recurso satisfatério para ums investigacfo mierosedpica minucioss de seus
elementos histolégicos tipicos e diferenciais.

Vériag preparactes devem ser feitag com a tomada de material em pon-
tos diferentes da amostra, levando-se em confa a pequena porcdo da subs-
tdneia a ser analisada exigida na montagem de uma limina para exame
microsedpico e, ainda, a possibiidade de serem encontrados elerentos es-
tranhos, presenfes, em pequena guantidade, entre os constituintes do po.

A fig. 3 mostra os elementos histolégicos do pé da semente de Coffea
arabice, constituidos pelo espermoderma ou pelicula e pelo endosperma,
tinicos elementos que devem ser encontrados no pd de café pure, ¢ a
fig. 4a exibe oselementos histoldgicos da casca ou pericarpo, cuja presenca,
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em quantidade elevada, revela a intensfo facciosa do torrador em fraudar
o produto.

Por processos meeédnicos, o espermoderma € retirado da superficie da
semente, porém, como éle continua a envolver o interior das dobras e da
fenda (fig. I-h), onde ndo é possivel sua extracio pelo sisterna usual de be-
neficio, a sua presenca no pé de café é congiderada normal. Mesmo & vista
desarmada, éstes elementos da pelicula sfo notados & superficie do pé de
café, sob a forma de pequenissimas fibras ou de particulag laminares, finas,
prateadas, ou amarelas e brilhantes, que, ao ohservador pouco experiente,
podem dar a impressio de tratar-se de fragmentos da casca de café, muito
embora seu aspecto e ¢Or sejam, microsedpicamente, inconfundiveis,

Todo e qualguer elemento, com estrutura microsedpics diferente da
apresentada pelo espermoderma ¢ endogperma da semente do café, serd
considerado um elemento estranho e a proporgo encontrada no pd esclare~
cerd a possibilidade da existéncia de uma contaminacio ou de uma fraude.

Conhecidos todos ésses elementos, estd o anslista habilitado a identi-
ficar, microsecdpicamente, o café puro e diferencd-lo do fraudado com cas-
cas.

O reconhecimento das demais estruturas microsedpicas correspondentes
s substéncias suscetiveis de serem juniadas ao café requer um estudo mais
demorado e minuciose, necessitando o exercicio e a pratica que nos levam a
familiarizar com a morfologia de determinados tecidos, capazes de orientar
a investigacio, facilitada ainda pela aplicacio de métodos especiais indis-
pensfveis para cada caso em partieular. O nlmero dessas substdncias é
infinito porque, depois de $orradas e moidas, podem tornar-se mascaradas
pela prépria contestura do pé de café.

Sob as lentes da lupa, éstes elementos devem ser “pescados”, para com
élez serem feitas tantas liminas quantos forem os aspectos apresentados,
porque, provavelmente, cada um ird exibir, ao mierosedpio, morfologia
distinta, capaz de orientar a identificacfo imediata de todos éles.

Um ensaio prévio do pd de café, de grande valor para s investigacio
microsedpica das substincias estranhas, consiste em tomar-se um copo de
500 ml com Agua fria e espalhar-se, aos poucos, 4 superficie do ligiiido, 2g
da amostra ; esperar por uns 5 minutos, dando-se, de quando em vez,
pequenas pancadas nos lados do copo, para provocar a sedimentacfo das
particulas suspeitas, porque estas, na sua malor parte, vio ao fundo, en-
quanto que ag do pé verdadeiro tendem a flutwar. Decanta-ge o lgiiide e
passa-se o sedimento para uma placa de Petri, a fim de serem catados, &
Tupa, os elementos suspeitos que, por sua vez, serfio identificados ao mieros-
cdpio.

Fm t6da amostra de café deve ser procedida a pesquise de areia, terra,
torrtes, metals pesados, ete., cuja téenica é a mesma adotada para o prévio
descoramento do pé na contagem de cascas, porém, com pequenas modifica-
¢les, como  segue

Tomar 2 g de pé de café e passar para um copo conico de 30 cu 60 ml,
contendo 20 ml de eloroférmio. O pé deve ser colocado aos poucos na su-
perficie do Hqilido, porque, quando hé terra, areia, ete,, a sedimentagiio é
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visivelmente observada, por ser quase imediata, mesmo sem agitacio. Por
precaucio, deve-se agitar, com uwm pequenc bastio de vidro, fazendo-se
movimentos circulares lentos, sem se aprofundar o bastfo, a fim de que a
camada colorida n#o chegue até ao fundo, prejudicando a visibilidade do sedi-
mento formado. Deixar repousar per 10 a 15 minutos. Retirar, com uma
espatula, o pd que sobrenada no ligiiido, pela parede oposta 2o bico do copo,
de modo que, a0 ser decantado, nfio se misture parcialmentc ao sedimento,
Decantar, euidadosamente, o elorofdrmio, deixando-se ficar ne eopo 1 a 2ml
do ligiiido transparente e passi-lo, gOta a pdts, para uma ldmina de
vidro, inclinando-se, lentamente, o copo e auxiliando a retirada do sedi-
mento por intermédic de uma alea de platina. Hspalhado o sedimento e
evaporado o cloroférmio, deverd ser a l&mina observada 4 lupa, com au-
mentos de 10 a 30 difimetros, para a avaliagiio da quantidade de arela,
terra, torrSes e metais pesades, feita por método comparativo, usando-se
timinas padroes.

) PRINCIPIO DO METODO
Quando, em 1948, faziamos, no Instituto Adolpho Lutz, os primeiros
ensaios déste método, cereados ainda por agquela atmosfera dibia e crepus-
cular e, chelos de esperanca e de &nimo, procurdvamos vencer todos o8 obs-
taculos para encontrar o ponte de apdio necessdrio e desejado, um ralo de
liz acidental e esplendorcso veiu, entdo, iluminar a nossa aspiracio.

Ao examinarmos, & lupa, um pd de cascas de café, finamente triturado
em gral, notamos a grande quantidade de particulas fibrosas néle presenie,
Tentamos pulverizé-lo ainda mals, porém s6 de uma parte {ol possivel
obter pé impsipdvel ; a outra, constituida pelas fibras, nfio se modificou,
apesar da torracio elevada da casca, continuando estas particulas intactas
sob as lentes da Iups. Notamos que a proporcdo das particulas fibrosas,
Cpara a de pd impaipdvel, era de 1: 3.

Procurar separd-las de uma guantidade conbecida de pd de café e,
com elas, preencher wm reticule calibrado, fol um principio bagico que nor-
teou posso trabalho, desde as primeiras experitneias, até os festes finais
que permitiram a conclusio satisfatdria do métedo.

Portanto, as bases désse método microsedpico de contagem se assentam
ng avaliagfo da quantidade de particulas fibrosas da casca contidagsem 6,10 g
de pé de café, priviamente tratade pelo cloroférmio.

Com o auxilio da lupa e por meio de uma agulha, tais particulas séo
separadas e colocadas sdbre wma Hmina de vidro e dispostas, uma ao lado
da cutrs, num srranjo capas de formar um perfeito quadrado que ird preen-
cher determinado reticudo constante de um Quadro-Padrio, correspondendo
4 poreentagem de casca encontrada.

Ag particulas separadas pertencem As regides fibrosas do mesacarpo
e do endocarpo da casca, perfeitamente resistentes & moagem, guando nio
earbonizadas, o que ndo acontece com as céhulas achatadas da porgdo cen-
iral & as camadas vizinhas do epicarpe, facibnente pulverizévels por serem
de constituicio muito delieada. e finura quase impalpdvel, o pé prove-
niente dessas camadas 8¢ poderd ser identificado com o grande auwmento do
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microscépio (400 X), nfio oferecendo meios para ser reconhecido através
ag lentes da lupa, que é o instrumento d¢tico empregado e cujo aumento nio
ultrapassa, no método, a 20 difmetros. Por esla razfio, procurou-se funda-
mentar o método exciusivamente na avaliacio da quantidade destas parti-
culas fibrosas presentes na amostra. Verificou-se, mais tarde, que as primei-
rag camadss do mesgocarpo externo ifammbém podismn ser computadas na
contagem por apresentarem, uando trituradas, granulagBes mais ou me-
nos resistentes e nfo descordvels pelo eloroférmio.

O fato de serem utilizados sdmente éstes elementos da easca no preen-
chimento dag dreas padronlzadas ndo altera, em absolulo, a precisio do
método, eomo & primeira vista pode fazer crer, em primeiro lugar, porque
a quantidade do pé impalpdvel guarda uma relacio geralmente consfanie
com & das partfeulas fibrosas contdvels e, em segundo, porque o reticulo é
calibrado exclusivamente com estas partienlas fibrosas, facilmente identi-
ficdvels 4 lupa ; casc contririo, seria preciso utilizar-se um retieule muito
maior para compottar também o pé impalpavel, se fdsse possivel a sua
separacio de acdrdo com a tdenica.

Dissemos gue o pé impalpdvel guarda uma relagio “geralmente cons-
tante” com as partieulas fibrosas, pelo fato de ser malor a sua pulverizacfo
quando a casca sofre uma torragfo mals intensa, Neste caso, as porgdes
do mesocarpo externo também se tornam pulverizdveis. Como nossos ex-
perimentos se fundamentaram sbébre cafés de torragio média, a pequena
diferenca enconfrada a menos na contagem da casca de caféy qzzelmados ou
de torracgo elevada ou apertada deverd ser considerada como tolerdneia,
por preencher o retfculo imediatamente inferior do Quadro-Padrio.

Temos certeza de gue esta tolerfincia nfo ird estimular o torrador a
“apertar’ s torracfio com o intuito de encobrir a fraude, pols, quanto mails
torrado for o café, mais a casca ge gueima, sendo, neste caso, perfeitamente
notada, afé mesmo & vigta desarmada. Nestas condicdes, a casea toma wm
aspecto brilhante, negro metdlico, muito semelhante ao do milho queimado
e facllmente identificivel ao microsedplo, apds descoramente.

TOMADA DE AMOSTRA E DESCORAMENTO

Quanto & tomada de amostra para exame, preferimos usar & quanitidade
de 0,10 g, nfo 86 por facilitar e tornar mails rdpida a separagio da casea,
como por ger ainda a menor porcdo capaz de preencher, com as referidas
particulas, um retieulo visivel com drea inicial de I mm?®

Nem mesmo com o auxilio da lupa seria possivel a separacio total e
perfeita das particulas da casea se a amostra nfo fosse submetida a um prévio
tratamento. Notamos gue, quando o grau de torraciio da casca e do pé
estava equilibrado por uma tonalidade de edr uniforme e pouco acentuada,
os fragmentos da casea mantinham-ge masecarados e encobertos, dificultando
sua separagho. Pars isso, se fazia necessdrio estabelecer, entre os dois com-
ponentes do pd de café fraudado, um econtraste perfeito, de forma a permi-
tir a retirada da casca com plen& seguranca.

Procedeu-se, entdo, a uma série de ensalos, visando & escolha de um qol-—
vente ou ciescorante gue nos proporcionasse visdo elara e distinta désses
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iz 6 — Fotografia do po de café contendo 15% de caseas e sem tratamento
pelo elorofdrmio.

Fra. 7 — Fotografia de péd de café contendo 159 de cascas — tratado pelo
elorofdrmio.
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elementos. Chegou-se, afinal, 4 conclus@o de que o cloroférmio era o prefe-
ride e indicado para o caso, por permitiy, 30 mesmo tempo, o descoramento
e a eliminacic do dlec do café, deixando as particulas da casca perfeitamente
vigivels e em condicties de serem separadas eom facilidade e rapidez. Com
8ste tratamento, o pd, descorado, perde o aspecto oleoso e aderente, para se
tornar inteiramente desintegrado e séeo, mantendo ¢ necessirio contraste
com os fragmentos da casca que permanecern ainda fortemente corados,
por nfo sofrerem nenhuma alteracdc em presenga do clorofdrmio.

Nag figs. 6 e 7, vemos duas placas de Petrl com o mesmo eafé, contendo
159, de cascas. Na primeira placa, o pd, de aspecto untuoso e bastante
eseuro, nio permife o reconhecimento das particulas de easca, perfeltamente
visiveis na segunda, devido o econtraste de edr oferecido pelo pd descorado.

Submetida & torracfo em presencs do café, a casca adquire, logo, ebr
escura carscteristica, chegando mesmo a se quelmar, muilto antes do café
ter atingido um grau de forracio elevado, isto porque a quantidade de dleo
presente em seus teeidos nfio val além de fracos levissimos.

A tonalidade de cdr apresentada pelo pé de café pure, depois de deseo-
rado, ndo é sempre a mesma ;- uns descoram pouco, chegando outros a ad-
quirir uma leve coloraciio amarelo-parda, sem com isso indicarem presenca
de substincias estranhas nem estarem esgotados.

I aconselhado repetir o descoramento, quando, apds o primeire trata-
mento, o pé nio se deseorou de modo conveniente.

A intensidade do descoramenio do café moido € funcio da qualidade,
" do grau de torracio e de sua eomposigiio quimies.

CALIBRACAO DOS RETICULOS

4 Nag primeiras experi-
M m I———? FF‘I mentacdes, efetuadas em 1948
e 1949, adotdvamos, como

Quadro-Padrio, um pequeno

nimero de reticulos desenha-

dos a0 redor de uma grande

drea quadrangular ou ecircu-

g lar, dentro da qual se deposi-

tava um péso conhecido da

amostra, para a separacio das
particulas da casca.

Na fig. 8, que representsa

um  désses Quadros, vemos,

L—J !_—I U L em eada face do quadrado,

quatro reticulos iguals, cres-

5 eendo suas dreas progressive-

mente de tamanbo, com o

aumento de I mm de lado:

16 mm?, 25 mm? 36 mm?

e 48 mm?® Os ndmeros 4, 5,

Fra. 8 — Modélo do primitive Quadro-Padrie, 0 © 7, colocados 20 lado de

o cada série de retieulos, corres-

pondem & seus respectivos lados, comportando suas dreas 4, 5, 10 e 159,

LI

O nuwmere wrdica v lade do reficulo emmm

rn iy T ES A % A F x
estava ecuilibrade nor uma tonalidade de odr uniforme e noueo acentuada.
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Porcentagens maiores eram adguiridas com o preenchimento de outros
reticulos do Quadro-Padrfo e, menores de 4%, pelas fracoes represen-
tadas num dos reticulos do no 4.

Fstas proporcdes nfio podism, As véues, deixar de ser ba,stante refati-
vas, tendo-se em vista muitos fatores deslavordveiz que impediam a pre-
cisio dos resultados.

Fstdvamos no caminho certo sem, enfretanto, podermos eselarecer e
justificar nossas eonvicges.

Nas atuals experimentactes, tomamos tOdas as precaugSes possiveis,
dentro dos amplos recursos que nos foram oferecidos, pars que pudessem
ser eficientes nossos eﬁsa,zoa, ¢ observagbes, revistos em todos os seu estdglos
anteriores.

Para a calibraciio dos reticulos, foram feitas virias séries de amostras
com porcentagens crescentes de 1 a BOY, de caseas torradas, adicionadas a
café torrado, em grio, culdadosamente escolhido, isento de Impuresas e
moidos juntos, uma amostra de cada ves, partindo sempre da de menor
para & de malor porcentagem. As primeiras porgdes de cada mosgem fo-
ram desprezadas, como medida de precaugdo, para evitar possivels erros,
ocagionados pela mistura com restos da amostra anterior, permanecidos
nas engrenagens do moinho, As cascas e o café usados foram sempre os mes-
mos em eada série, variandoe de torracio e de procedénels nas demails séries.

Além das vdrias séries de amostras produzidas com a2 casea e o eafé
moidos juntos, em moinhos da Superintendéncia dos Serviges do Café,
outras tantas foram preparadag no Laboratdrio de Mieroscopia Alimentar
do Instituto Adolfo Lutz, partindo-se de cascas e de café em pé, moidos
separadamente, As primeiras, feltas em malor quantidade, foram pesadas
em balanga tipo Roberval, a fim de se obter produto semelhante ao que é
eneontrado no coméreio, e as Gltimas, obtidas em porgdes menores, com pe-
gadas rigorosas de cada um dos compenentes, préviamente pulverizadoes.

No primeiro teste desta segunda fase de experimentaces, efetuado
para a avaliacfio das dreas dos reticulos, utilizaram-se amostras de café
contendo 1,2, 3,4, 5, 13, 15 & 209 de cascas e o resultado obtido foi a série
de quadrados que nos apresenta s fig. 9

iz, 9 — Fotegrafia da série de quadrados formados pelas casess das amostras
do 1.0 teste,

Notamos ¢ue era visivel a progressio dos quadrades formados pelas
cascas € que a drea ocupada pela amogtra de 19, muito se aproximava & de
1 mm? A forma quadrangular pareceu-nos ainda a mals Iégiea, estética
e pratica, motivoe porque fol desenhado um Quadro-Padrio com um ni-
mero maior de reticulos, tendo eada qual 1 mm de lado a mais gue o ante-
rior, ecomo vemos na fig, 10:
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Quadro com reticulos para determinagéo
da porcentagem de cascas no po de café

P23 & 3 & 7 8 9 O
] | .
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| zo

i1 2 13 N i

Qs nlmeres indicam o lado do retfculo em mm

Frg. 10 ~— Primeire Quadre-Padrio.

As amostras de 1 a 209 correspondentes ao primeiro teste preencheram,
aproximadamente, as dreas apentadas no quadre demonstrativo abaixo:

Retfeulos |

Eados Area

1 mm 1 mm?
2 mm 4 mm?
3 mm 9 mm?
4 mm 16 mm?
5 mm 25 mm?
6 mim 36 mm?
7 mm 49 mm?
8 mm 4 mm?

Poreentagem
Aproximada

1%

2%

3 9o

4 %%

5 %

0 %

15 %

20 %

Observamos que se tornavam também necessdrios quadrados com 1g
milimetro de lado a mals, pelo fato de um determinado reticule ndc compor-
tar certa porcio de easca e o seguinte ser demasiado grande, como fol notado,




SOBRE UM MET. MICROSC. PARA CONT. DE CASCAS NO CAFE BEm P6 31

de infeio, com a porefio de 19, cujo retieuls de 1 mm?® era insuficiente e o
imediato, de 4 mm? apresentava sobra de espaco.

Construin-se nova série de reticulos, constando de 12 dreas progressivas,
correspondentes o porceniagens de careas de 1 a 509, sendo alguns déles
acrescidos de 24 mm de lado, de aechrdo com ohservacbes feitas em resul-
tados anteriores.

o

Fiee. 11 ~— Desenbo de segundo Quadro-Padris e fotografiag de 2 séries de amostras.
= i

A figura 11 mostra o desenho de Quadro-Padrio e, logo abaixo, foto-
grafias de duas séries de amostras, tivadas sdbre o desenho do mesmo Qua-
dro-Padriio, e contendo de 1 a 509, de cascas, com diferentes graus de tor-
racio ¢ que apresenfaram idénticas proporgtes no preenchimento das res-
pectivas dress, como se pode noiar pelo quadro demonstrativo seguinte:

Reticulos | Porcentagem

Lados _ Area Aproximada
114 mm 2,25 mm? 1%
2 mm 4 mm? 2 9,
3 mm 9  mm? 3%
4 mm 16  mm? 4 95
5 mm 25  mm? 5 9
¢ mm 36 mm? _ 10 9%
Tlg mm 56,25 mm?* 15 9,
814 mm 72,25 mm? 20 %
914 mm 99,25 mun? 25 9,
1014 mm 110,25 mm? 30 9
12 mm 144 mm? 40 %

i3l mm 182,25 mm? 50 95
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Muitas outras séries de amostras foram feitag com a utilizacio déstes
reticulos, notando-ge, porém, alguma diferenca nos resultados obtidos,
principalmente com porcentagens superiores a 159, cujas dreas necessita-
vam de um novo ajustamento. Construiu-se, enifio, um novo Quadro-
Padrae que, aligs, ainda ndo fol completamente satisfatério pelo fato de,
continuando a apresentar os reticulos uma figura retangular de lados iguais,
ag suas superficies nfio corresponderem exatamente a miltiplos e sub-multi-
plos de 36 mm? superficie média principal, ainda mesmo que se utilizassem,
para a formaclo dag dreas intermedidriag, aumentos de 14 milimetro de
lado, considerados priticamente a menor fragfo de uma régua, em condi-
¢oes de dar pontos de referéncia para se tragarem as linhas de que se compdem
tais quadrados.

Quadro com reticulos para determinagao
da porcentagemn de cascas no po de cafe

P LS 2 253 35 4 45 S 55 6 6,5
fesodonoO0C
7 75 8 8,5 9 9.5 10 10.5
U .
. R i1.5 i2 iz.5 13 E3.5
l )
LI
14 14,5 t5 5.5 20
| |
{ R }

Os mimeros indicam o lado do retfculo em mm

Fia. 12 — Terceire Quadro-Padeio.

() novo Quadro-Padrio é o que exibe a fig. 12 ¢ o quadro demonstra-
tive de suas dreasé o seguinte:
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Lados

1 mm
126 mm
2 mm
214 mm
3 mm
314 mm
4 mm
414 mm
5 mm
534 mm
6 mm
619 mm
7 mm
714 mm
8 mm
814 mm
9 mm
914 mm
10 mm
10l¢ mm
11 mm
1114 mm
12 mm
1214 mun
13 mm
1314 mm
14 mm

Reticulos

2,25 mm?

4  mm?
6,25 mm?

9  mm?
12,25 mm?
16 mm?
20,25 mm?
25 mm?
30,25 mm?
36 mm?
42,25 mm?
49  mm?
56,25 mm?®
64 mm?
72,25 mm?
81  mm?
90,25 mm?
100 mm?
110,25 mm*
121 mm?
132,25 mm?
144  mm?
156,25 mm?
169 mm?
182,25 mm?
196 mm?

Poreentagem
Aproximada

mm? = 6,30 g

0,30 %
0,67 9%
1,20 %
1,87 %
2,70 %
3,67 %
4,80 %
6,07 %
7,50 %
9,07 %
10,80 9,
12,67 %
14,70 %,
16,87 %
19,20 %,
21,67 %
24,30 %
27,07 %
30,00 %
33,07 %
36,30 %
39,67 %
43,20 %
46,87 %
50,70 %
54,67 %
58,80 %

33

Dests forma, quanto maiores forem ag dreas dos reticulos eomparadas
a um déles, tanto maior serd a diferenga de um para outro, pela simples

razfo de crescerem estas dreas em dois sentidos ao mesmo tempo.
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A fig. 13, bastante ampliada, representa o aumento gradativo das dreas
dos reticulos, por milimetro de lado, notando-se que 8sse sumento correg-
ponde & soma do ntdmers de mm?® de que se compde o lade do retieulo
anterior (vertical)
com o ndmero de
mm® do lado a-
crescido  (horison-
tal), ou sejam, au-
5 mentos progressi-
//,/{ £ _ 2% vos de 1, 3, 5, 7,
Gz ] 9, 11, 13, 15, ete.
mm? em cada re-
tieulo da  série.
Como  exemplo,
podemos citar as
dreas  correspon-
dentes a 59, 109,
e 15%, respectiva~
mente de 16 mm?2,
36mm? e 49 mm?
utilizando-se éste

; Quadro - Padrio,

A ~lade acrescido (verlical) quando, Igica-

mente, deveriam

B -Lado anferior(horizonlal) s do 15w

= 36 mm? e 54 mam?,

~ ’ comparadas as

CD_ Pr@glefmo @Qumﬁﬁ E?m%’”w pm‘corrztageﬁs eita-
das.

Apesar das dife-

. rencas  existenies

entre estas dreas, os resultados mantinham-se proporcionais e as oscilaces

encontradas giravam em tOrno de nidmeres multo proximos do real, conforme

ge pode observar pelo respectivo gquadro demonstrativo.

Como em tddas as experiéneias procedidas, ag amostras preparadas com
1097 de vasgeas deram sempre, como resultado, o preenchimento do reticulo de
36mm?, decidimos tomar esta drea como ponto de partida para a avaliagio dos
demais reticulos do Quadro-Padriio definitivo, ndo mais se levando em conta
a uniformidads geométrica dos reticulos, mas sim a obiencdo de 4reas as
mais exatas possivels, ainda mesmo gue representadas por figuras irregulares.

Com o auxilio de uma lente e de uma régua de cdleulo, poder-se-ia cons-
truir, com precisdo, ag figuras dos retieulos em forma quadrangular corres-
pondentes Az 4reas desejadas, mas a sus reprodugdc, se necessdria, por
parte de interessados, seria trabalhosa e praticamente desnecessfria, por
apresentarem  os  retfeulos de  contornos  irregulares  obtides por
intermédio de ums régua, com fragbes de 3¢ mm, superficies oque safis-
fazem plenamente as exigénelas do método, pois a difersnca existente entre
a drea do reticulo construido e a dres considerada certa oseila de 00001 &
0.0012 mm? como vemos no quadro demonstrativo ealocado logo abalxo
do Quadro-Padrio definitivo :

A

>

A
@~ oo bW R -
o % R ‘, G

;
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Quadro com reticulos para determinacac
da porcentagem de casca no pd de café
0,28 1 1,8 2 25 3 4 ]

¢ 0 0 O L] r N o

_ B

6 7 8 8 10 15 20

! r r ] r

I } | | }

] !
28 30 &0 50 60
| o |
i | |
Jo
O rndmero wmdea & porcentagemn
Fia. i4 - Quadro-Padrio definitivo.
Poreen- fade do Area do  Area Certa Diferenca
tagem Heticulo Reticulo de Avea
% £ I em mm’ e mem?® em mm?
0,28 1 x 1 1 0
i 1,5 %25 3,7 3.6 0.0001
1,5 2x 25 5 5,4 0,0004
2 2,5 x 3 7,5 7,2 0,0003
2.5 3x3 G g ]

3 3x 35 10,5 10,8 0,0003

4 35 x4 14 14,4 0,0004

5 3x 8 18 i8 0

8 3x7 21 21.8 (,0006

7 5% 5 25 25,2 03,0002

3 6 x5 30 28,8 0,0012

9 4x 8 32 324 0,0004
10 6x6 36 36 0
15 9x 8 54 34 0
20 8x9 72 72 0
25 9 x 10 80 a0 0
30 85 x 11,5 100,2 108 0,0012
40 12 x 12 144 144 0
50 13 x 14 182 180 0,0002
60 14 x 15,5 217 216 0,0010

35
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Com 2 calibracio dos reticulos por essa forma, ficou definitivamente
resolvido adotar-se éste quadro como Quadro-Padrio para a determinagio
das porcentagens de casea no café em pé, depois da realizacdo de uma série
de testes que lograram perfeitamente satisfatérios.

TECNICA PARA CONTAGEM
Material necessirio :

Lupa

Balanca centesimal

Célice graduade, conice, de 60 ml
Bastio de vidro

Espatula de metal

Placag de Petri (10 em de didmetro)
Funil e papel de filtro

Tiras de papel de filtro

Agulha de plating

Pincel de pélo de marta

Limina de vidro {76 x 26 mm)
Cloroférmio

Apua destilada

Quadro-Padrio de reticulos.

METODO OPERATORIO

Sébre uma folha de papel grosso, homogeneizar, préviamente, a amostra,
com o auxilio de uma espdtula de metal ; passar, por meio de eoncha cali-
brada, 2 g de pé de café, para um cdlice cinico, de 60 ml, contendo 25 ml de
cloroférmio ; agitar, com um bastdo de vidro, por vérias vézes, durante
20 minutos; filérar, s6bre papel de filtro sem pregas, e levar éste a estufa,
a 45.°C, por 10 minutos, para secar; remover ¢ po para placa de Petrl, com
o auxflio de uma espdtula e, para ela, passar também, com a ajuda de um
pincel, o residuo de pé aderente is paredes do cdlice ; misturar bem, desfa-
zendo o8 grumos, até perfeita homogeneizagio. Esta mistura deve ser feita
com espatula, juntando, separando e amassando, levemente, o pd, procu-
rando-se evitar & agitagdo provocads por movimentos circulares e bruscos
dados & placa, & flm de que as particulas da casca nfo venham se reunir &
superficle do pd, contribuindo para uma pesada defeituosa ac se fazer a
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tormmada de amostrs para contagem. Pesar 0,10 g do pd, transportar para
placa de Petrl. A separagfio dos elementos estranhos ao café serd facilitada,
usando-se a téeniea seguinte : com um pequeno movimento dado a placa
de Petri, faz-se acumular o pd, na parte superior ; em seguida, mantendo-a
ligeiramente inclinada para baixo, bate-se, com a ponta dos dedos, no fun-
do da mesma, para que as particulas da casca e os grios mails volumosos
do café se destaquem do pd fino. Este permaneee, ainda, na parte superior
da placa. Levar & lupa (aumento de 10 a 20 didmetros) ; colhér, com uma
agulha de platina, os elementos da casca e transferi-los parn uma gdta de
dgua destilada colocada sdbre uma ldmina de vidro. Hsta operagiio é feita
tocando-se com a ponta da agulha a gbta digua e, em seguida, a superfi-
cle da particula de casca, para provocar a sua aderéneia e ser removida
para & gota ddgua. A separacio direla e a sdco destas partfeulas, como
se fazla anteriormente, tornava-se lenta e penosa, pelo fato de serem as
mesmas bastante duras e irregulares, saltando ou se perdendo ao primeiro
contacto da agulha; dai o adotar-se a colheita ecom o auxilio da gbta digua
que, evitando éste ineonveniente, nfic provoca o aumento de volume a
estag particulas de natureza fibrosa, principalmente por ser curto o ifempo
necessario 4 sua separacio.

Finda a colheita ou pesca dos elementos da casea, retirar o excesso
dégua de sbhre a limina, com os lados planocs de um pedaco de papel de filtro
cortado com tesoura, procurando, com éle, ajustar ag partieulas na formagdo
de wmn quadrado. Levar a lAmina & lupa para a separacio dos grénulos de
eaté puro, possivelmente aderentes 4 easea, colocando-se, entfo, sob a la-
mina, o Quadro-Padrio, com o fim de ser encontrado o reticulo de 4res cor-
respondente. Renovar a acomodacio das particulas no preenchimento to-
tal do retfculo, utilizando-se agulha de platina e uma tira de papel de filiro.
E necessdrio que estas particulas se justaponham uma ao lado da outes,
ger, entretanto, se sobreporem.

Se o quadrado formado pelas eascas nfo preenche totalmente um de-
terminado reticulo e excede o tamanho do anterior, retira-se, entéio, a parte
excedente de cascas para, com ela, formar um novo quadrado que ird cobrir
um dog primeiros reticulos do Quadro-Padrie, porque a diferenca existente
enfre uma dres e outra é sempre muito peguena. A soma dos teores ofere-
cidos por éstes deis retieulos serd a porcentagern de cascas encontrada na
amosira do pd de café examinado,

H4 casos em que uma particula obgervada & lupa pode, pelo seu aspecto
e ¢br anormais, estabelecer ddvida ao iniciante, entre um fragmento da easca
ou da semente de café. Nesta hipdtese, s remocio da particula suspeita para
ums [dmina e seu exame a0 microscdpio, com a aplicacio da téenica j4 des-
crita, darfo os meios para a necessaria identificagio. Fstas particulas per-
tencers 43 camadas do mesocarpo externo, préximas ao epicarpo, possuem
células de membranas grossas, porém lisas, de famanhos gradativamente
menores em suas camadas e que diferem claramente das células do endos-
perma, quase sempre uniformes, de paredes porosas e marcadamente nodo-
sas (figs. 3 e 4). Como ji fizemos referéneia anteriormente, as granulaches
oferecidas por estas camadas sio observadas sdmente quando a casca sofreu
torragdo leve ou média, ndo sende encontradas na de torracdo elevada, por
se tornarem pulverizéveis.




38 REVISTA DO INSTITUTO ADPOLFO LUTZ

PARTE EXPERIMENTAL

Sendo a casca do ezfé o elemento bisico do método, o seu conhecimento,
sob todos oz aspectos, foi motivo de especial interdsse de nossa parte. De
infeio, proeurando estudar o seu comportamento frente aos processos de for-
racdo e moagem, utilizamos um mesmo tipo de cascs torrada na obtencio
de duss espéeies de amostras @ uma em gue a casca fol moida juntamente
com ¢ café em grao ¢ outra em que, moida separadamente, foi posteriormente
adieionada s pd de café puro. Dilerentes graus de torrazcdo foram aplicados
a éstes tipos de amostras, tendo-se, entretanto, dado preferfineia aos de tor-
racio média, pela semethancs na totalidade de efr apresentada pela maloria
doy cafés em pd entregues 20 consumo.

Quando moidas a0 mesmo tempo que as sementes, produzem as caseas
um pé de granulagfo mals ou menos uniforme, por ndo sofrerem diretamente
a agio compressora das engrenagens do moinho. Ao confrario, quando tri-
turadas separadamente, apresentam um pd senslvelmente frregular, devido
3 pulverizagio acentuada das poretes frifvels da casca e & resisténcia ofe-
recida pelas regides fibrosas do mesocarpo e do endoearpe ou marinheiro,
que se apresentam entdo sob a forms de grandes lminas ou placas duras,
brithantes e enegrecidas, cujo tamanho pode atinglr, muitas vézes, até 25
mm?,

A malor ou menor resisténeia da casea & trituragfio varia com a sua na-
tureza, por ser fator dependente das condigfes climatéricas, do sole, do trato
e da espécie ou variedade da planta de que procedeu, haja visto & casca dos
eafés da Alta Mogians e das zonas noroeste do Fstado ; aquela, caracteris-
tleamente Umida on “melada”, e esta, visivelmente séea.

Submetidas & moagem, estas cascas ddo pds de aspecto diferente, po-
rém uniformes no preenchimento da série do retfeulos, quando usado um
mesno tipo de easeca, conforme ge pdde concluir pelos testes levados a efeito
com os mals variandos tipos de cascas procedentes de diversas regices cafe-
eiras do nosso Hstado.

Dependendo do tipo de casea o preenchimento do reticulo, a calibracdo
déste motivou & realizacio de muitos testes, dada a natural oscilagio gue
acompathava, algumas vézes, og resultados. Diversos Quadros-Padries
foram desenhados, até que uma acomodacdo perfeita das particulas de casea
fésse obtida e a construgie do Quadro-Padrio definitivo realizada.

Com o fim de poder orientar nossas observacdes e chegarmos a rvesul-
tadog 1égicos e concludentes, adotou-se, desde ¢ inigio, pesar, sistematica-
mente, tOdas as porgoes de casca contidas nas dreas ds cada reticulo preen-
chido., Notou-ge que o péso de cascas encontrado em (4,10 g de determinada,
amostre guardava scmpre uma proporcio, relacionada com a respectiva
porcentagem, de antemfo conbecida. Para confirmar a veracidade déste
fato, prepararam-se trés séries de amostras, contendo eada série um tipo
de cascas com torracio leve, média e elevada, proporeionando-nos os resul-
tados obtidos a relagdo aludida, conforme indica o quadro seguinte :
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AMOSTRAS MEDIA
Poreen- De pe- Por 100
tagens A B C sadas Péso x 3000

19 0,0005 0,0003 0,0003 6,00037 1,19
2% (3,0000 00,0008 0,0005 0,0007 219
39 0,0013 ,0012 0,0009 90,0011 3,39,
4 %, 0,0017 0,0616 0,0013 0,0015 4,59,
59 0,0024 0,00238 0,0021 0,0022 6,69

109 00042 00034 00032 0,003 10,8 %
159, 00064 00060 00056 00060 18.0 %
209, 00085 00082 00077 00081 2439
259, 00112 00101 00095 00102 3069
309, 00140 00122 00117  0,0126 3789
409, 00100  0,0153 00131 00158 47,49
509. 00234 00215 00154 00201 60,3 %%,

Amostra A -— torragfo lave

Amostra B - torracic média

Amostra C — torracio elevada

Média de pesadas —— pdso da cascs de 0,10 de amostra
Média por 100 -~ média da pesada x 3 1 1000,

A proporcionalidade dos nimeros é evidente neste quadro, guardando
enfre st as amosiras A, B e C wma relagdo constante, muito embora a esti-
mativa de suas porcentagens apresente resultados acrescidos de 109, & de
2097 na matoria das amostras.  Isto nfo represeniaria inconveniente, caso
se pretendesse determinar, por método ponderal, a proporcio de cascas,
bastando, para tanto, {azer-se oz respectivos descontos, de 10 ou 209, nes
resultados obtidos.

A fim de se obter a porcentagem da amostra analisada por ésie meio,
faz-se a multiplicagBo da pesada primeiramente por 3, pela simples razfo
de estarem presentes na casca os elementos fibrosos contfivels na proporcao
de 1/3 e, depois, por 1000, para a obtenclo do rasultade de 100 g, sabendo-se
que a contagem ¢ procedida em 0,10 g de amostra.

kY

Para ge chegar 4 conclusfio de que éstes elementos se mantinham,
aproximadamente, na proporcdo de 1/3 dos demals pulverizdvels e no com-
putados na contagem, realizov-se o seguinte teste, bastante significativo :

De duas porgdes de 0,10 g de pd de cascas de calé, uma de torragdo
média e outra de torraciio elevada, foram separadas as particulas fibrosas,
ag quals ceuparamm as Areas de dols reticulos perfeifamente iguals, FKm se-
guida, de uma amostra contendo 4,10 g de caseas de torracio médine 0,10 ¢
de pé de café puro, foram separadas também as mesmas particulas, com
o fim de ser constatada a possibilidade, nfo 86 de ficarem de permeio com o
pé de caféd alguns déstes elementos sem ser catados, como ainda de poder
8 guz falta interferir na pesads, prejudicando a preciso do resultado. A
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separacio de tals particulas se {8z diretamente do pd para os reticulos, sem
auxilio da gbta dégua, para que a umidade nfo participasse da pesada
eomo causa de érro, obtendo-se um reticulo de drea precizamente igual &
dos dois anteriores. A pesada dos elementos da casea separados dessas 3
amostras veio confirmar nossas observagdes, por ser légiea e manter-se in-
teiramente proporeional para com a porgdo restante do pd, como vemos no
seguinte guadro ;

AMOSTRAS 1 2 3

AREA DO RETICULO ... .. 361 rum? 361 mm? 361 mm?
LADOS DO RETICULO ... 19 x 19 19 x 19 19 x 19
PESO DE .
Parte contavel ... ... ... .. 0,0342 ¢ 0,0325 g (,0336 g
Pa impalpdvel ... ... L. 0,0658 g 0,0675 g 0,0664 g
Podecafd ... ... .......... e - 0,1000 g

Totais . .. ... ... ... .. 01000 g 0,1000 ¢ 0,2000 g

Amostra 1 — 0,10 g de casea de torracio média

Amostra 2 — 0,10 g de easeca de torracio elevada

-~ 0,10 & de casea de torragio média
Amostra 3
— 0,10 g de p6 de café puro.

J& que, por ésse meio (determinagfo ponderal), poderfamos chegar a
possibilidade de revelar, embora aproximadamente, a propor¢do de cascas
existente no pé de café, caso nio tivéssemos um processo mais exato eomo o
dos reticulos calibrades, muito nos anima poder indicar o presente método
microsedpico para contagem, certos de que, pelas razées expostas, as dife-
rencgas minimas e irremovivels aponiadas néo irfio prejudicar a conclusio
do resultado analftico, pela margem de tolerdncia prevista nas dreas dosg re-
tieulos do Quadre-Padrio definitivo.

DISCUSSAO

Foi possivel chegar-se a concluses satisfatdrias, depois da realizacgio
de mais de 300 testes procedidos em amostrasg, as mais variadas possiveis.
Destinaram-se umas z0 estudo das modalidades da casea do café e seu des-
coramento, ouiras & calibraco dos retfeulos, uma grande parfe delas, no
conhecimento da qualidade do café em pé entregue ao eonsumo pelas torre-
facoes existentes no inferior do Estado e na Capital paulista e algumas de
Estados vizinhos.

Damos, a seguir, o QUADRO DEMONSTRATIVO DAS EXPERI-
MENTACOES, que esclarece, de um modo sucinto, as operagdes que se
fizeram necessérias & conclusfio déste método :




QUADRO DEMONSTRATIVO DAS EXPERIMENTACGES

PORCENTAGENRERE
) CASCAS PAUS N CAFEINA | suBs. )
N.» DE ESPRECIE s TANCIAS | OBSERVAQOES
AMOSTRAD . FSTRA-
ia 10 & 25 a 1a 10 s At -+ de Até + de NHAS
5% 209; | 609% 5% 209 | 5e% 5% | 1% 1%
descoramento  do
145 Testes 62 41 18 15 9 pd e calibragiio dog
reticulos
61 Capital 56 5 1 2 0 21 2 17 19 13 159 de cascas foi
a majer quantida-
de encontrada
15 Capital 0 0 0 0 0 ansdneia de cascas
e paus
53 Interior 460 8 5 4 0 22 9 4% 38 28 409 de cascas foi
& malor quanti-
dade enecontrada
33 Interior 0 0 0 0 0 auséneia de eascas
e paus
307 Total das andlises

=

v

=

Od WT JAVI ON SYDISVD 3d "ENOD VHVJ "DSOUJIW "1JdW W0 TUI0S

1A%



42 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

Em 162 amostras de produtos comerciais analisadas, foram encontra-
das 114 contendo substénciag estranhas

Caseas ... . 114
Paus ... ... . 6
Areis, terra, pedras e toredes ... .., 32
Milho ... .. 3
Trigo . o H
Colaa ... ... 1
Cevada ... ... .. ... . ... ... . ... 1
Caramelo . ... ... .. ... ... ... .. 3

e 48 constituidas de café purc, numa porcentagem bem pequena de 299,

Nio foi encontrado café fraudado somente com patis ou com uma das
substéncias estranhas spontadas; em todos &les a presenca da casea fol
verificada.

As porcentagens malores de caseas foram observadas em cafés moidos
procedentes do interior do Estado, tendo, em algumas amostras, atingido a
oifra bastante elevada de 409, Nas amostras de cafés entregues ac consumo
pablico pelas torrefactes da Capital, muito embora nenhuma delag alcan-
casge tal cifra, um grande ndmero apresentou porcentagem de 2 a 159,

De acdrdo com o que tivemos oportunidade de verificar, cafés em péd
com teores altos de cafeina, acime do limite permitido pelo Cddigo Sani-
t4rio (0,700 g Y%), continham cascas em grande proporcdo, chegando a ul-
irapassar 109, em muifos casos.

Verificamoes, também, que o acréseimo de casea no café nfio auments o
geu residuo mineral fixo, pols, em 124 amostras examinadas, 113 apresen-
taram resultados inferiores a 5 g%, Hmite méiximo tolerado pelo regula-
mento em vigor, muito embora contivessem algumas amostras 15% dos
elementos da casea.

Desta forma, o exame mieroselpice parece ser ainda o mals indicado
para o caso do café, desde que se tenha por mira & guestio da fraude, pois,
além de poder indied-la com seguranca, é rdpido e permite dar, em certos
casos, como o da casea de café, a proporcdo da substéncia adicionada.

O resultado reproduzido no Quadro Demonsirativo referente a cafés
em que se constatou auséneia de cascas e demals impurezag indica, de um
modo evidente, s necessidade urgente de melborar a qualidade déste precioso
produto, pois, das 162 amostras procedenies das torrefactes da Capital e
do Intertor, sdmente 48 eram puras, correspondendo & poreentagem minima
de 2097,

Em nossas investigactes, a presenca de fragmentos de madeira nfo foi
encontrada em proporghes malores que 3%. Consideramos tal fato como
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uma prova da impraticsbilidade do aproveitamento de paus na fraude do
café, cujo aspecto se modilica de modo a permitir, ficilmente, o seu reconhe-
cimento, pelas indmerag fibrag tipicas presentes.

A aplicacio déste método pode estender-se A contagem de qualquer
outra substdncia empregada em diferentes modalidades de fraude, desde
qus, para isso, se utilize um Quadro-Padrio préviamente ajustado.

E imprescindivel, para os efeitos do método, que o analista conhega
perfeitaments os elementos histoldgicos do café, os caracteres morfoldgicos
do p6, as alteracdes macrosedpicas por gue passa, nas virias fazes do processo,
a fim de que tenha pleno desembaraco na separagio das particulas da casca
e na sua conseqilente acomodacio nos reticulos.

CONCLUSAO

Baseados em resultados que confirmaram, integralmente, nossas ob-
servagdes, no decorrer das experimentac¢des para a concretizaco das bases
déste método, chegamos As seguintes conclusdes :

1.9) — Tste método satisfaz, plenamente, as exigéneias do momento,
pelas possibilidades de determinar as poreentagens de mnpurezas contidas
no café em pd, principalmente de cageas, euja proporgdo poderd ser estimada
a partir de 0,289,

29) - T de f4cil interpretagfio, por nfio apresentar o analista nenhuma
dificuldade de ordem téenica e clentifica.

3.9 — Bua aplieagdo pode extender-se 4 contagem de qualquer subs-
tdneia adulterante, desde que se utilize um Quadro-Padric apropriado.

4.°) — F de utilidade pratica indiscutivel, pedendo, certamente, in-
fluir no espirito de contumazes fraudadores, para que sejam mais sébrios
em suass desmedidas ambigdes.

5.%) -~ Pogsibilita a eliminac¢éc de uma fraude, permitindo as Repar-
tigoes fisealizadoras extenderem sua acfio ao café em po, como é realmente
entregue ao consumo piiblico.

6.9) Permite o estudo de medidas que visem determinar a porcen-
tagem minima de impurezas a ser tolerada no peor eafé em pé permitido
para o consumo piiblico,

Confiantes na realidade das afirmativas que acabamos de explanar,
sentimo-nos bastante seguros pars indicar & aplicagfo déste método e soli-
citar a sua oficializagfo.
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RESUMO

Os sautores apresentam um métode microsedpice inédito para a
avaliagiio da poreentagem de cascas contidas no café em pd, desejando con-
fribuir para a eliminacio desta modalidade de fraude, cuja freqiiéneia se
acentua, Witimamente, pelo elevado prego atingido pelo produto.

Fazem um estudo morfo-histoldgico do fruto e da semente do ecafég,
ilustrando-o com desenhos originais coloridos.

Descrevern os processog utilizados no exame microsedpico do café e
os meios para identificacio de substincias estranbas comumente adicio-
nadas ao produte em pé.

Todos os ensaios foram efetuados na Sub-Secciio de Microscopia Ali-
mentar do Instituto Adolpho Lutz, tendo sido grande parte das amostras
gentilmente fornecida pela Superintendéneia dos Servigos do Café,

Explem, detalhadamente, o principio do método e a téenica para con-

-

tagem que, em sintese, é a seguinte :

Pegar 2 ¢ de pé de café, passar para um célice ednice contendo 20 ml
de elorofdrmio, agitar, por varias vézes, durante 20 minutes, para descorar
e desengordurar o pd; filtrar e secar o resfiduc em estufa, a 45.° C, pesar
0,10 g do mesmo, transportar para placa de Petri, levar & lupa (sumento de
10 a 20 X}, colhér, com agulhs de platina molhada, os elementos da casca
{gue ndo se descoram pelo cloroférmio) e transferi-los para uma gota digua
colocada sdbre lAmina de vidro., Retirar o exeesso ddgua por meio de papel
de filtro, procurando ajustar as particulas da casea na formacio de um qua-
drado. Colocar a l&mina sébre o Quadro-Padréo e procurar o reticulo de
drea correspondente,

Eselarecem ecomso chegaram & calibracio dos retieulos do Quadre-
Padrde, que permite a determinacdo de porcentagens de impurezas, a par-
tir de 0,289%,.

Virias fotografias e quadros demonstrativos sfio apresentados para
malor clareza na interpretagdo dos resultados.

Bageados nos resultados das experimentagdes procedidas, os autoreg
chegaram As segulnfes conclusées

Este método microsedpico de contagem vem preencher, satisfatdria-
mente, uma laeuna permanecida, de hd muito, no campo da Bromatologia.

Permite determinar porcentagens de impurezas, principalmente de
cascas, contidas no café em pd, sendo de fdell interpretacfo, por ngo apre-
sentar dificuldades de ordem téenica e clentifica.

Y

Sua aplicacfio pode extender-se & contagem de qualquer substdncia
adulterante, contanto que se faga uma calibragio espeeial de reticulos.

Confiantes na seguranca do método, os autores solicitam a sua oficia-
lizaggo.
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SUMMARY

The authors present an unpublished microscopic method fo value
the percentage of hull contained in ground ecoffee, in order o contribute
for the elimination of this kind of fraud, the frequency of which has been
increasing lately because of the high price of the product.

A morpho-histological study of the fruit and seed is made, illustrated
with original coloured drawings.

They deseribe the processes used in the microscople examination of
coffee and the means for the identification of foreign substances commonly
added to the ground product.

All the experiments were made at the “Sub-Seccfio de Microscopia
do Instituto Adolpho Lutz”, a great part of the samples having been kind-
ly furnished by the “Superintendéneia dos Serviges do Café”.

A detailed expoesition of the prineiples of the method for the counting
is made, which, in synthesis, is the following : &

Weigh 2 g of ground coffee and pass it through 2 conical eup econtain-
ing 20 ml of chloroform, shake it many #imes, during 20 minutes, to dis-
colour and take awsay the fat of the powder; filter and dry the remainder in
g stove at 45.° C; weigh 0,10 g of it and pass the same to a Petri dish,
and look through a lens (increase of 10 — 20), gather with a wet platinum
needle the peel elements {wich did noi discolour by the chloroform), and
transfer them fo a water drop placed on a slide.

Take away the water excess with a filter paper, trying to adapt the
hull particles to a square formation.

Adjust the thin plate to a pattern picture and look for the correspond-
ing surface reticule,

The explanation is given as to how the calibration of the pattern picture
reticules is obtained, which permits the determination of the percentage
from 0,28 to 609% of coffee hull.

Several photos and pictures are presented, in order to help the inter-
pretation of the results.

Based on the results obtaned from the tests, the authors came to the
following conelusions :

This microseopic method comes o fill, in a satisfactory way, an old
blank which existed for a long time in bromatology,

It permits the determination of the impurity percentages contained in
ground coffee, starting from 0,289, bheing of an easy interpretation because
it does pot present diffieulties of technieal or scientific order.

Itz application may be exfended to the count of any adulterating sub-
stance, as long as a special calibration of the reticules is made.

It makes possible the elimination of certain frauds, favouring the
fiscalization of ground coffee as it is given for sale, and permits the study of
a toleration limit to he adopted for inferior types of coffees.

Trusting in the security of this method, the authors are locking forward
for s officialization.
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RESUME

Les auteurs présentent une méthode microgseopique inédite pour
évaluer le pourcentage des écorces contenues dans la poudre de café, dé-
girant contribuer & Uélimination de ce genre de fraude, dont 'habitude &

-

accentue chague jour, & cause du prix élevé de ce produit.

s ont fait une étude morpho-histologicue du fruit et de la graine du
café, illustrée de dessing originaux ecoloriés,

11z déerivent les procédés utilisés 4 l'examen microscopique du café,
et les moyvens d'identifier les substances éirangdres communément sddition-
nées su produit moulu.

Tous les essals ont 6té effectués & la “Sub-Seccio de Microscopia
Alimentar do Instituto Adolpho Lutz”. Une grande partie des échantillons
ont 646 gentiment fournis par la “Superintendéncia dos Servigos do Calé”.

1ls exposent, d'uns manidee détaillée, le prineipe de la méthode employ-
ée et la technigue de comptage qui, en synthdse, est la suivanie

On doit peser 2 g de poudre de café, que Pon met ensuite dans un
verre 4 experience gradué contenant 20 ml de chloroforme, agiter plusieurs
fois, pendant 20 minutes, powr décolorer et dégraisser la poudrs; filtrer et
séeher le résidu en étuve 3 45.0 C, peser 0,10 g de ce vésidu, le poser sur
une plaque de Petri ; regarder avec une loupe {augmentation de 10 4 20 X)
prendre, avec une aiguille de plasine mouiliée, les éléments d'écorce (qui ne
se décolorent pag par le chloroforme) et les mettre dans une goutte d' ean
sur une lamelle. Retirer exeds d'eau au moyen d'un papier filtre et former
un carré en rapprochant les particules d'écoree. Poser la lamelle sur le
Cadre Meodsle et chercher le réticule de la surface correspondante.

Ils expliquent comment ils soni parvemus au calibrage des réticules
du Cadre Modele, gui permet de déterminer le pourcentage d’impuretés
4 partir de 0,289,

De nombreuses photographies et eadres démonstratifs sont présentés
pour indiquer Dinterprétation des résultats.

Basés sur les résuliats des expériences scquises, les auteurs sont parve-
nus  aux  conclusions  suivantes :

Cette méthode microscopique de comptage vient rereplir avee satis-
faction une lacune qui dure depuis fort longtemps dans le champ de Ia Bro-
matclogie.

Elle permet de déterminer le pourcentage d'impuretés, principalement
des écorces contenues dans le eafé en poudre, étant de faclle interprétation
parce qu'elle ne présente pas de difficultés d’ordre technigue ou sclentifi-
que.

Son application peut s'étendre au comptage de n'importe quelle subs-
tance adultérante, & Ia condition que Von fasse un calibrage spéeial de vé-
ticules,

Conflants dans lefficacité de cette méthode, les auteurs sollicitent
Pofficialisation du méme,
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BACTERIOLOGIA DAS SHIGELOSES

por

AUGUSTO DY E, TAUNAY
Do Institulo Adolfe Lutz

Desde que Suiaa (1808) demonstrou a etiologia bacteriana de algumas
formas de disenteria, pensou-se gue 0s germes responsdveis por esss condi-
¢io mérbida fossem limitados a poucas espécies bem definidags, verificando-
se, mals tarde, a0 contrdrio, constifuirem grande variedade de espécies e
tipos.

Nosso trabalho represenia contribuicio para o estudo baecterioldgico
do género Skigella, no qual procuramos utilizar métodos que permitam pres-
tar informacdes exatas sos Servigos de Sexdde Publics, sem o que se torns
difieil qualquer medida profildtica e impossivel a realizagio dos inguéritos
epidemiolégicos. Por outro lade, com o advento da quimioterapia andi-
microbiana e com o uso cada vez mais generalizado dos antibidticos, qual-
quer experimentacio clinica com um désses agentes terapéuticos s6 poders
ter valor se o eontrdle bacterioldgico for perfeito, 4 tendo sido demonstra-
de a existénela de ipos de shigelas mais sensivels que outros 4 ago de va-
rias drogas,

Sendo assunto de grande interdsge médico-sanitdrio, inlcialmente pro-
curamos, na literatura médica nacional, o que de mais importante existe
A . . A . " . . .
gbbre o assunto. A primeira referéneia sébre pesquisa de bactérias disente-
rigenas que encontramos foi a de Aporemo Lotz (1837), nos Relatdrios do
Instituto Bacterioldgico de So Paulo. Este autor nfio conseguiu demons-
trar a presenca de bacilos disentéricos em fezes e os germes que izolou nfo
foram aglutinados pelo sangue dos doentes.

Frexer (1915), examinando as fezes de 2060 doentes suspeitos de di-
senteria bacilar, isolou o bacilo de Shiga 2 vézes e o bacilo de Flexner 8
vézes, chamando a atenco para a existénela da doenga em Sdo Paulo.

Mais tarde, Gopingo (1917) refere-se a uma epidemia havida em Per-
nambuco, no ano de 1904, em que se suspeitou da etiologia bacilar, sem ter
sido possivel izolar o germe causador. Baseado na opinido de Adolpho
Lutz, acredita que, em Sie Paulo, o primeire caso constatado fol em 1903,
embora o agente etioldgico nfio itenba sido isolado. Como confirmaco,
cita o fato de &sse doente ter sido acometido, em 1013, pela mesma molés-
tia, tendo sido, nessa veasifo, isolado das feses, por Ficker, um baecilo tipo
TFlexner. Coneclul que, em Sdo Paulo, existem casos de disenteria baeilar
tipo Shiga~Kruse e Flexner gue, embora sem cardter epidémico, merecem
atencgfio dos clinicos e que a moléstia j4 fora verificada em brasileiros nafos.

Entregue para publicacfio em 10 de jutho de 1951,
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Gumaries ¢ Cortez (1918) relatam caso fatal de disenteria bacilar
em crianca, causada por bacilo tipo Flexner ; nesse trabalho, referem-se
s ums epidemia de disenteria bacilar ceorrida em Cabo Frio, causada pelo
bacilo de Shiga-Kruse.

Gumaarirs {1022, 1922 a) publica o relatdrio de uma epidemis de di-
senferia bacilar na Penitencidria do Estado de S&o Paulo, com 142 casos,
tendeo havido 2 dhitos. A principio, pensou que o agente responsavel fasge
o bacilo de Tlexner; posteriormente, identificou, como agente etioldgico,
o bacilo de Shiga.

PacuEco (1925) estuda o problema na Bahia : em 17 doentes de di-
senteria, isolon bacilo tipo Shiga em 809, dos casos e, em 109, o tipo Y.
Os 109, restantecs nfo eram portadores de germes disentérieocs.

Gusterra (1930), eonsultande dados do Instituio Oswaldo Cruz da
Babia, de 1925-1929, encontrou, em 240 exames, 50 positives com predo-
mindncia do bacilo Flexner.

Pacnreco e Ropriguss (1928, 19300 e Pacumco ¢ Munponga (1930)
fazem estudo bem documentado da bacteriologia das disenterias na cidade
do Rio de Janeiro. Munponca (1931) relata os resultados de 804 exames
com: 220 casos positives, tendo isolado bacilos Flexner, Shiga, sonnei e
Schmitz.

Fol, entretanto, com Arlindo de Assis que o problema das shigeloses
(térmo criado por &le, em 1935, “compreendendo t6das as determinagses
patolégicas produzidas pelos bacilos disentéricos, quer as intestinais como
as extra intestinais’”) tornou-se bem conhecido entre nds. A contribuigiio
de Assis, como veremos, no decorrer déste trabalho, é deveras notivel e
merece, portanto, mencio especial.

Mais recentemente, Ramaun Prsrana e Faraco (1942) trazem inte-
ressante contribuiciio sbbre a bactericiogia das enterocolites disentérieas,
principalmente pelo elevado mimero de exames que realizaram.

Mowrmro Frnmo {1947}, em sua tese de concurso para professor ca-
tedrdtico da Faculdade de Medicina de Niterdi, faz revisio muito boa sbbre
a bacteriologia das shigeloses. Na literatura estrangeira, encontramos es-
tudos muito bem feitos por Wairn {1943, 1047), Nerer (1942) ¢ Frrsew
{(1945).

Dividimos éste nosso trabatho em duas partes: na primeira, justifi-
camos 8 nossa orientaciio, no que diz respeito & diferenciaciio dos vérios
tipos de bacilos disentéricos, baseados seja em pesquisas por nds realizadas
ou em verificacles feitas por outros autores, que aceltamos como certas,
no momento ; na segunda, analisamos ¢ que nos foi dado observar, num
periodo de 4 anos, empregando métodos de trabalho que, a nosso ver, pare-
cem satisfatdrios,

Nao ¢ nosso propdsito discutir, aqui, questBes de sistemdtica bacte-
riana. Sabemos que a delimitacdo atual do género Shigelle, dentro do gru-
po dag Enterobacterideeas, é devida mais & neeessidade de entendimento
entre os varios pesquisadores, estando ainda Incerta a posiciio sistemdtica
de alguns tipos dentro do género. Assim sendo, seguimos, em linhag gerais,
a classifieacio adotada pelo Manvar pr Berepy (3. edigfo por Brerp
e colab., 1948).
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1.* PAmTE
METODO DE ESTUDO

O diagnéstico de laboratério de uma shigelose faz-se, em geral, pelo
exame das fezes. Sendo estas muito rieas em bactériag, torna-se necessdrio
a0 bacteriologista tomar uma série de precaughes para aumentar as possi-
bilidades de é&xito do exame.

O material a ser examinado deve ser o mais fresco possivel, porque,
sendo o bacile disentérico microrganismo bastante delicado, é rapidamente
vencido pelo colibacilo e outros germes habituais do intestine. FA melhor
maneira consiste em levar aeo laboratdério as fezes, mediatamente depois
de emitidas, Af, o laboratorista pode escoiher as partes que mais o interes-
sam parg exame ; em geral, sfo as constitufdas por muco. Em casos agudos,
0 isolamento do bacilo disentérico é fdeil ; o mesmo ndo acontece nos casos
erbnicos, aconselhando alguns auteres a usar o método do bastio, preconi-
zado por Fiarpy e Warr (1934), ou entSo colhér o material diretamente
das uleeractes Intestinals, consoante recomends Frrsew (1945).

Nem sempre é possivel que as fezes, depois de emitidas, sejam envia~
das, rpidamente, ao laboratdrio. Nestes casos, € muito Gl ¢ emprégo de
Hqliidos conservadores que impecam a proliferacio dos ‘saprofitas habi-
tuals do intestino, sem prejudicar os bacilos disentéricos por ventura exis-
tentes.

Bangxcang ¢ Enror (1940), estudando os ligiiidos conservadores para
transporte de fezes, concluem gue de todos o que di melhores resultados
é a mistura de citrato de sédio e desoxicolato de sddio em salina tampans-
da, descrita por ésses autores.

Nio tivemos oportunidade de realizar estudos comparativos entre
Hgiiidos eonservadores. A experiénecia que temos nos foi dada pelo estudo
de fezes inoculadas eom bacilos disentéricos, usando, como térmo de compa-
ragio, a glicering como eonservador, mefo que sempre utilizamos.

Como ¢ sabido, os bacilos disentéricos sfo muito sensivels a pH Acido,
motive porque os ligiiidos conservadores empregados devern sempre ser
ajustados a pH alealino ou neutro. No caso da solucfio glicerinada, devemos
sempre usar glicerina neutra e, assim mesmo, muitas vézes encontramos
pH ao redor de 4, que 6 impréprio. Esse inconveniente é facilmente evi-
tado, desde que se tampone a soluglio glicerina-cloreto de sédio com tampéo
de fosfato, para manter o pH em tdrno de 8. Ao conservador deve-se jun-
tar fenol vermelho e 86 usé-lo se apresentar coloraciio rdsea, pois € sabido
que a glicerina pode ge deeompor, produzinde dcido, que entfio iria mudar
a cOr do indicador para o amarelo, o que indica estar o liqliido conservador
eom pH alterado.

As verificagdes de Kricmr e colab. (1943), admitindo que seja o bacte-
ridfago existente nas fezes o responsdvel pela morte rdpida dos baeilos di-
sentéricos, sugerem a adicio & glicerina de formalina (1: 10.000 e 1 : 7.500)
capaz de inativar o bacteridfago sempre gue houver necessidade de trans.
portar fezes. '

Em nosso laboratdrio, em experiéneias feitas, verificamos que o formol,
ge ndo aumenta a eficiéneia, nio prejudica o exame. Como n#o femos ex-
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periénels suficiente, baseados na dos autores acima citados, parece-nos
facultativa a adicBo do formol sempre que o exame das fezes leve algum
tempe para ser iniclado. Na parte final, quando franscrevemos estudos
realizados em nosso laboratdrio, estdo tabelades os resultados que conse-
guimos, nsando téenieas diferentes, e de tddas a que nos deuw melhor resul-
tado fol a de Hardy e Wait, nfo tendo havido diferenca entre transporte
de fezes “in natura” e fezes j4 semeadas em lglido conservador, quando o
periodo entre a emissfio das mesmas e a semeadura ndo foi maior do que 6
horas.

A seguir, temos a escolha dos meios de eultura a serem empregados.
E grande a variedade de meiog propostos para o isclamento de bacilos disen-
téricos e, diante dos resultados ebiidos pelos vérios autores, conelufmos
que ndo ha ainda um meio de cultura ideal para todos os tipos de Shigella,
tornando-se, por 1sso, necessirio o emprégo de pelo menos 2 melos diver-
gog, um diferenciador e outro seletivo.

Como meio diferenciador, emprega-se, em geral, uma base de gelose
Iactosada, & qual se adiclona um indicador de reagdo, permitindo diferencar
colénias de germes gue prodiuzam ou ndo fcido a partir da lactose. THsses
meios nio impedem o crescimento, algumas vézes abundante, do bacilo
eoli e do profeus, o gue torna, muitas vézes, impossivel a verificacio das
colfnias suspeitas. Os meios déste tipo, mals ecomumente empregados en-
ire nds, sfo os de Endo, de Mace Conkey, de Holt-Harris-Teague e o 4dgar-
Acido rosdlico. N&o sfio meios diferenciadores puros porque, em sua eompo-
sigho, entram substénelas bacteriostdticas para bacilo cold e profeus.

O segundo grupo é constituido por meios de culturas também com base
de gelose lactosada, 4 qual se adiciona um indicador e uma ou vérias subg~
tancias bacteriostdticas que permiterm o crescimento de bacilos disentéri-
cos ¢ Impedem os germes Gram-positives, s maloris dos coliformes, evitan-
do o crescimento espraiante do profeus e permitindo, por isso, semeaduras
mals abundantes. O inconveniente désse tipo de meio é o de inibir também,
algumas vézes, o crescimento de certas bacifrias patogénieas, principal-
mente o Sh, dysenferize e 8 Sh. olkalescens {Prsrans e Faraco, 1940).

A téenica que, habituaslmente, usamos é a2 seguinte :

Chegando as fezes ao laboratdrio, sfo semeadas num tubo de solugio
glicerina-cloreto de sédio tamponada, a pH 8 A quantidade de fezes semea-
das no tubo de glicerina (10 em?) é a equivalente a0 volume de uma amén-
doa, tomando-se o cuidade de escolher partes muco-sangiiinclentas, quando
presentes. A emulsfo das fezes da sohicfo de gheerina deve ser 2 mals per-
feita possivel.

Como meio diferencial, usamos o de Holé-Harris-Teague e, como sele-
tivo, o meio 8. 8., parte obtido da casa “Difco” ¢ parte preparado em nosso
laboratério, segundo férmula que daremos em apéndice. Sempre usamos
2 placas do meio 8. 8. ¢ 1 de H. H. T. Colocamos, com pipeta estirada
ou com alga de plating, 4 gbtas da emulsfo de fezes, em pontos separados
numa placa de 8. 8.; com um bastio em L espalha-se o material por téda
g superficie da placa e 0 mesmo bastdo serd passado na superficie de outra
placa de 8. 8. e, por dltimo, na placa de H. H. T., tomando-se o cuidado
de pdo passar o bastdo 2 vézes pelo mesmo ponto.
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A preferéneia por 8sses 2 melos nos fol indicada por experidneias reali-
zadag em nosso laboratdrie, O meio 8. 5, € de todos, até hoje, por nds ex-
perimentados, o que tem dado melhores resultados ; permite semeaduras
de maior quanitidade de fezes, sendo ficil a diferenciacfio das colonias sus-
peltas, tendo ainda a vantagem de impedir a agio invasora do profeus.
A razfo de usarmos o meio de H. H. T. fol a de estarmos mais familiari-
zados com éle e o considerarmos equivalente aos outros acima citados. Se-
meadas as placas, estas sfo colocadas em estufa, a 37.° C, por 24 horas.
No dia seguinte, verifica-se a presenga de coldnias suspeitas. No quadro
adiante, estfio sumdriamente descritos os aspectos das coldénias nos vérios
meios.

QUADRO 1

ASPECTO DAS COLONTAS NOS DIFERENTES MEIOS SELETIVOS

Grupo de mierorga-

Meio de cultura

Meio de eultura

nigmos Holt-Harrig-Teague Agar 8. 8.
Convexas, lisas, brilhantes, | Coldnias sem elr ou poueo
em geral do azul mails clare | amareladas. Em 48 horas a
Sotyphy .. que o meio. ebr pode se acentuar.

Salmonelle sp. ... . ...

Semelhantes As do bacile ti-
fieo,

Em goral madores que az do
bacilo tifico.

Shigetln sp.

Semelhantes s do baeils ti-
fico,

Semelhanties 48 do baclo -
fico. Sh. somnel pode crescer
formando coléniag multo gran-
des com centro amarelo,

Coliformes .. ... ... ..

Coldnias azul-negro ou com
centro escure e timbre metd-
Heo.

Inibidos. Podem crescer eomo
colbniag opacss de tonalidade
de résec ao vermelbo. Colb-
nias maiores podem fer centro
vermelho com periferia branca
ou amarela.

Proleus ..., .. . .....

Colénias sem cdr, com pseu-
dépodos.

Coldnins sem cdr, podendo ter
pseudépodos.

De um modo geral, é o que se deve observar, até que eada qual possa,
por experifneia prépria, julgar o que deverd ser eonsiderado como eoldnia
suspelta, uma ves que, ndo raro, germes patogénicos sfio isolados de cold-

nias atipicas.
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ISOLAMENTO DAS COLONIAS

Isolar de cada plaea pelo menos uma colbnia com caracteres semelhan~
tes aos acima descritos. Procurar atinglr, com a agulha depois de fria, a
eoldnia, bem no ceniro, evitando, o mals pessivel, isolar colénias em zonas
da. placa onde estas nfio estejam bem separadas. Se nfo for possivel, serd
de t6da conveniéneis isolar a coldnia que nfo puder ser separada da pri-
meire vez numa placa de . H. T., por estrias suecessivas. Isolada a cold-
nia, nccular o meio de triplice acticar de Krumwiede modificado, intro-
duzindo a agulba na base e, quando esta for retirada, passi-la pela parte
inclinada.

Apds incubaglo de 24 horas em estufs, muitas indicagdes podem ser
dadas pelo simples exame do friplice agicar, conforme esid esquematizado
no quadro seguinte.

QUADRO 2

PARTE INCLINADA BASE
Sotyphi ... Nio altera. Acido com ligeiro enegreci-
. mento.

Grupo digentéries . ... | Nao alters. Acido sem enegrecimento.
Proteus Acido e bolhas de gds, com
Pargeoli ... ... ..., Néo altera. enegrecimenio difuse e intenso
Salmonelas para as salmonelas.

Néo altera. Néo altera.
Reacoes sem wvalor ... i

Acido & gds, Acido e gds.

Devemos sempre lembrar que algumas shigelas podem produzir dcido
na parte inclinada do triplice agdear, voltando é&ste, em geral, para alcalino,
ge a incubagfo for prolongada por mals 24 horas. Algumas amostras de
Sh. paradysenterize (tipo newcastle) podem produzir um pouco de gds na base,
apesar de serem legitimos bacilos disentéricos. A seguir, de cada triplice
guspeito, serd feita uma tentativa de identificacfio bioquimica.

Como vimos, a produgfio de Acido sem gds, na base do triplice, indiea,
em geral, tratar-se de Shigella ou da Salmonella typhi. Neste segundo caso,
a produgiio de 4cido sulfidrico pela 8. fyphi orienia a pesquisa para ésse
lado. Para confirmagio de género e separacfo em espécies, usamos os se-
guintes meios diferenciais: dextrose, lactose, manita, xilose, duleita, meio
de Stuart, meio de eitrato de Simmons, dgua peptonada para producio de
indol, meio de Clark I.ubs para verificacdo do acetilmetilearbinol, calde
eomum o dgar semi-sGlido para verificagio de motilidade. Serfo consi-
deradas shigelas todos os bacilos Gram-positivos que fermentem a dex-
trose sem ghs, nfo hidrolisem uréia, nfo utilizem eitrato, nfio produzam
acetilmetilecarbinol e hidregénio sulfurado e que sejam imdveis. Obede-
cendo & chave de identificago, poderemos chegar & diferenciagiio da maioria
das espécies de Shigella.




BACTERIOLOGIA DAS SHIGELOSES 55

QUADRO 3
QUADRO DE TDENTIFICACAO
Bacilos Gram-pegatives imdveis
Citrato, Uréla, V. P, ¢ H?S negativos

Prextrose
+
I 1
Manita » Manita 4

Indot + {ndol = lLaclose Lactose s Lactose -

Sh. ambigua Sh. dysenteriae Yilose e Xilose 4+ Xilose + Xi%gse —

Grupo [arge-Sachs  Grupo large-Sachs  Sh.paradysenteriae  Indel  + Indof 4+ Indol =
Duleifa -+ Dulcita s Sh.pdisgar Sh‘.’soﬂnei

3k, atkalescens Sh.é tield

Nota: Existem hacilog disentéricos capazes de produzir bolhas de gfs na dextrose e na,
manita ; pertencem ao grupe paradisentérics, sendo soroldgicamente idénticos
a0 tipo Sh. parodysentertz Boyd 88, Pertencente ao mesmo grupe {fambém ¢
freqiiente um baeilo manita-negativa, a Sh. neweastle,

Também é comum um bacile disentdrico manita — indel -4, soroidgieamente
idéntieo & Sh. paradysenterizz Boyd 103, A diferenciagfo entre certes tipos Sh.
alkalescens, Sh. fieté e Sh. dispar s& & possivel pelo estudo sorclégico.

Apés a verificacfio das propriedades bioguimicas, seguem-se os testes
sorclogicos para identificacio eompleta do germe e separacdo em tipos.

() éxito do emprége de téenicas sorcldgicas para identificaciio das sal-
monelas 8z eom que muitos laboratdrios estendessem para o grupo das shi-
gelas métodos semelhantes. A experibneia da segunda guerra mundial
confirmou a praticabilidade de tal processo, gue é método répido, seguro
e capaz de identificar, com precisfo, a totalidade das shigelas. O método é
baseado na aglutinagio especifiea macresedpica, em limina de determinada
Shigella, pelo seu sbro especifico.

Conhecida & possibilidade de existirern antfgenos comuns entre as
vérias espéeies de bacilos disentéricos e mesmo a outros germes da familia
Enterobacieriaces, devemos usar sdmente soros diagndsticos que possuam
finfeamente anticorpo correspondente ao tipo especifico da bactéria. Isto
se consegue, verificando, inicialmente, quais as reagdes de grupo que apre-
senta determinacdo sfro, para as vérias espéeles de shigelas e, depols, remo-
vendo dsses andicorpos secunddrios, por melo de absorgdes apropriadas.
Muitas vézes, no é preciso absorver o sbro, bastando testd-fo em virias
diluictes, para se conseguir uma otima, onde hé sdmente aglutinagfo para
o germe que se deseja. Quando tratarmos da sorologia do grupe paradisen-
térico, desereveremos, detalhadamente, of métodos por nds usados para
obtencio de soros monovalentes.

A identificacio poede ser feita diretamente das placas de isolamento,
bastando emulsionar, em solucio fisiolégica, as colénias suspeitas e testé-
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lag, com soros especificos, em ldmina ; aglutinacio positiva com sbro serd
guficiente para estabelecer o diagndstico do germe.

Bsse processo s6 deve ser usado guando houver muita urgéneia. Su-
gerimos isolar, primetramente, as colfnias suspeitas em triplice aclear e,
dos tubos com fermentacio tipo Shigella, proceder As provas de aglutinaggo
do seguinte modo ;

1) eolocar, aproximadamente, 0,5em?® de solucfio fisioldgica no tubo
de triplice agicar ;

2) com uma pipeta estirada, tendo s ponta encastoada frouxamente
com algodfio hidréfilo, emulsionar, na solucdo fisiolégica, todos os
germes da parte inclinada do meio |

3) aspirar a emulsfo através do algodio ;

4) coloear uma ghia dessa exmulsfio sdbre varios quadrados de uma placa
de vidre guadriculada. S6bre 5 g6ta da emulsfio, pingar uma gdta
do sbro. Misturar bem sdro e emulso com uma alga e verificar
com qual sbro hd aglutinacho. Aglutinacfio positiva evidente com
um sbro é suficiente para terminar o exame, dispensando outras
provas complementares.

E indispensével verificar sempre se a suspensfio do germe em andlise

& estdvel em solugio fisioldgics, bastando, para isso, colocar uma gota da
suspensao na placa de vidro e constatar se nio é auto-asglutindvel.

E aconselhdvel coloear as emulses, antes de serem testadas, 10 minutos,
nun banho-maria em ebulicfo, Existem certas espécies de bacilos disenté-
ricos que possuem antigenos de superficie termoldbeis, que impedem a aglu-
tinagho e que, com essa pritica, sBo destruidos.

Dado o grande ndmero de tipos de bacilos disentéricos, torna-se dis-
pendiose o enaprége de fodos os soros para a identificacio. Para isso, acha-
mos muito Btil o emprégo de soros polivalentes especificos, as mails dag vé-
zes suficientes para a rotina didria.

Usamos 4 soros polivalentes :

i) Séro polivalente Sh. peradysenterte (I-VI)

2) Soro polivalente Sh. paradysenierize (VII-XII)
3) Séro polivalente Sh. alkalescens

4) Séro polivalente Sh. sonner

Os dols primeiros sfio preparados tomando-se os $ipos I a VI ¢ VII 5
X1I, que sfo semeados em tubos de dgar e incubados, 24 horas, em estufa
a 37.°2C. O erescimento bacteriano é raspado e emulsionado em solugdo
fisioldgiea ; num 1.° frasco, misturam-se todos os tipos, de I a VI, e, num
22, o8 de VII a XII; agita-se bem e estandardizam-se as emulstes para
1.000 milhdes de germes por em? Injetar, na veia de 2 ccelhos, 5 inoeula-
cdes, em dias alternados, comegando com 0,5, aumentando 0,1 nag seguintes.
Depois de § dias da dltima inceulagio, sangrar 0 animal ¢ verificar se o sbro
agluting todos os germes que enfraram em sua preparagio ; verificar se
existem reagles cruzadas com todos os outros tipos de shigelas; remover
ag aglutininas comuns, por absorgdo cu por diluigio.
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FEm geral, os sores assim preparados nie aglutinam bem as amostras
correspondentes ao tipo VI, motivo pelo gual é til empregar, na emulsio,
malor guantidade désse germe, ou methor, fazer uma 6.5 inoculacio no
coelho com 1 em?® de 1.000 milhdes de germes do tipo VI. A ohservacio
indica, quase sempre, a necessidade de se absorverem é8sses soros com Sh.
sonnei, Sh. allalescens e S. typhi.

Para o grupo VII a XII os mesmos cuidados 80 necessirios, e agui
tarebém encontramos aglutinactes eruzadas para Sh. sonnei fase 1[ e Sh.
alkalescens.

Consideramos, comeo s0ro polivalente allalescens, um sbro preparado
da mesma maneira, usando-se como anifgenos Sk, alkalescens tipo I e Shi-
getla tipo tieft. -

0Os mesmos cuidados sfo necessdrios ; com éste sdro as aglutinaces
cruzadas mais freqientes se dio com Sh. paradysenierie e Sh. sonnei.

Usamos, pars o preparo do sbro polivalente sonned, amostras de Sh.
sonnet em fase I e 11, Preparo e verificacio idénticos aos anteriores. Rea-
ciies cruzadas mals freqiientes com S. typhy e Sh. porodysenteriz tipo XI.

Resumindo, pronto o séro polivalente, verificado que aglutina bem com
todas amostras que enfraram no seu preparo, observar quals outras espé-
cies de shigela também sfo aglutinadas por ésse sdro. Tentar diluir, de modo
a afastar aglutinaches de grupo; se nfo for possivel, absorvé-lo com as
amostras que tém antigenos comuns.

Sabendo-se que a8 shigelas do grupo manita-negativa sfo raras entre
nds, nio usamos soros polivalentes para sua identificacdio. Para todo germe
suspeito de Shigelle, que nfo aglutina com nenhum désses soros poliva-
lentes, usamos sores monovalenies eorrespondentes a cada uma das espé-
cies do grupo manifa-negativa. No caso de também nio haver aglutinacio,
ésse germe deve ser esiudado mais detalbadamente, levando-se em eonta
suag earacterfsticas biomorfolégicas e antigénicas.

Usando &sse processo, hé alguns anos, sempre comparande com og re-
sultados das provas bioguimicas, nfo temos discordéncias e, de certa ma-
neira, tem-nos dado resultados mais satisfatdrios que os conseguidos com as
provas biogquimicas.

Em nosso Laboratdrio, quando ¢ o case, confirmamoes os resultados
dos soros polivalentes, com soros monovalentes tipo-especificos e nunea
tivemos discordincias entre os dois seros.

A primeira vista, parece ser dificil o emprégo de um ndmero tdo grande
de soros para se chegar a um resultado. Entretante, se conhecermos a in-
cidéncia das vArias espéeles de bacilos disentéricos numa dada regifio, o
problems torna~se mais fdcil. Em Sao Paule, verifieamos que cérea de 909
dos casos de disenterias bacilares sfio causados por 3 tipos de bacilos, na
seguinte ordem: Sh. paradysenteriz, Sh. sonnei, Sh. alkalescens, seguidas
dos outros cuja incidéneia varia conforme os anos. Do grupo mals freqiien-
te (Sh. paradysenteriz), ctrea de 98%; sfio causados por baciles dos tipos 1
a VI, razfio pela gual o emprégo sdmente dos 3 soros polivalentes (Sh. para-
dysenteriz T a VI, Sh, sonnet e Sh. alkalescens) serd suficiente para a
grande maloria dos casos.
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Warrrer (1944a) ¢ Fereusson e eolabh. (1947} utilizaram o processe
rapido de identifieacio dos bacilos disentéricos pela aglutinacio macros-
copica em ldmina e chegaram a resultados muito satisfatérios, o que nos
induziu & proceder do mesmo modo. Até agora, nfo notamos discordincia
alguma com o método biogquimice. Como ji dissemos, é o processo sorold-
gico o tnico que permite diferencar tipos de bacilos disentéricos, o que nio
se consegue pelos métodos bioguimicos.

Foram é&sses os métodos que utilizamos para isolar e identiiicar bacilos
disentéricos em fezes. Em capitulos separados, estudaremos, detalhada-
mente, cada um dos tipos de shigelas patogénicas para ¢ homem.

Nio pretendemos estabelecer um quadro de elassificagéio ; o seu arran-
jo corresponde 3 diferenciaciio biogquimica anteriormente descrita, baseado
em reduzido numero de provas, para finalidade deseritiva.

Dividimos os bacilos disentéricos em 3 grupes, de acdrdo com a acidi-
ficacdio ou nio da lactose e da manita.

Sh. paradysenteriz
Sh. allolescens

I grupo : manita + lactose —
: Sh. tet2

II grupo: manifa 4+ lactose +

{
{ Sh. sonnei
Sh. dispar

[ Sh. dysenieriz
IIT grupo : manita -~ lactose — 1’ Sh. ambigua
| Sh. sp. grupo Large-Sachs

SHIGELLA PARADYSENTERLA

A Shigella paradysenierize (Colling) Weldin, ou grupo paradisentérico,
é constifuida por uma variedade grande de tipos de bacilos disentéricos,
todos éles possuindo em eomum certas propriedades bicguimicas.

Esses bacilos sdo responsdveis pela grande maioria das shigeloses
humanas, estando os vdries autores, hoje em dia, acordes em considera-
los patogénicos para o homem, uma vez que todos os membros désse grupo
j4 foram reconhecidos como agentes disenterigenos em vérias partes do
mundo.

Cabe a Frexyar (1900) a primeirs deserigdo de um bacilo déste grupo ;
isolou-o nas Filipinas, de casos de disenteria. No mesmo ano, STRoNg e
Muserave (1900), também nss Filipinas, isolaram oufro componente do
grupo e, mais tarde, Hiss e Russer (1903} descreveram um terceiro. Na
1.» tentativa de classificacdo dos bacilos disentéricos feita por Hiss (1904),
todos ésses germes foram eolocados no grupo dos fermentadores da manita,
propondo ésse autor a_utilizagio de alguns carboidratos para separagfo des-
sas trés variedades. Fsta classificacdio, apesar de estar longe da realidade,
foi e ainda continua sendo largamente citada na literatura médiea.
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Krusk e colab, (1907) foram os primeiros a mostrar & grande complexi-
dade soroldgica do grupo fermentador da manita. Os tipos descritos por
ézses autores nfio podem, hoje em dia, ser comparados aos presentemente
conhecidos. InvestigagBes posteriores de Murray, em 1918, ¢ GETTINGS,
em 1919, (Jn Torumy e Wirson, 1946) e, principalmente, de AxprEwss
e Inman (1919) foram o ponto de partida para a diferenciagio sorolégiea
do grupo paradisentérico. Apesar dessas verificagtes, Boswen (1934) ainda
proeurou estabelecer relagBes entre a fermentacio da manita, da sacarose
e da maltose com os diferentes grupoes soroldgicos, mas 0s seus resultados
nic obfiveram confirmacio.

Provas insofismdveis do pouso valor das provas de fermentagio para
o reconhecimento dos vérios tipos podem zer encontrados nos trabalhos de
Kruse e colab. (1997) e, entre nds, nas verificactes feitas por Assis (1930).
Hoje em dia, sdmente algumes delag sfo utilizadas ; assito mesmo, para
diferenciagfo eom oubros baeilos disentéricos ; as mais usadas podem ser
agsim agrupadas :

-+ Dextrose
— Lactose
— Sacarose
-+ Manita
— Xilosa
Sh. paradysenterize — Glicerina
-+ Duleita
— Salieina
-+ Indol
- Liréis,
— Citrato
- V. P.

Principalmente com os trabalthos de aNDRIWES ¢ InMan (1918), & di-
ferenciacfio soroldgica dos véries tipos do grupo paradisentérico comegou
a ser eonhecida. Estudaram ésses aubores 116 amostras de bacilos paradi-
sentéricos, concluindo que, em todo bacilo Flexner, existem pelo menos 4
componeantes antigénicos diversos, distribuidos em proporgies varidvels
para cada amostra. BEm algamas culturas, haveria grande preponderfncia
de determinado antigeno sébre os demais, earacterizando, por assim dizer,
um tipo. Hstabeleceram 4 tipos soroldgicos V, W, X e Z, de acdrdo com o
antigeno predominante, e um 5.° #ipo, que fol denominado ¥, possuindo
quantidades mais ou menos equivalentes dos antigenos V, W e 7, associs-
dos a pequena quantidade de X. Encontraram ainda 2 sub-tipos VZ e WX,
variantes dos tipos V ¢ W, com a particularidade de conterem grande pro-
por¢io dos antigenos 7Z e X. Hsquemiticamente, os conceitos de Andrewes
¢ Inman podem ser assim representados :
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FIGURA N~ 1

Y Vi WX

Davison {1920}, entre outros, mostrou ser a classificacfio de Andrewes
e Inman incompleta; nio podiz colocar dentro désse esquema mauitas
amostras isoladas por 8le. Bovp (1938), publicande suas observacdes sbbre
o comportamento soroldgico de 4.856 culturas de Sh. parodysenteriz, iso-
ladas, em sua maioria, na India, verificou que cérea de 34 dessas eulturas
podiam ser caracterizadas eomo algung dos tipos anteriormente descritos
por Andrewes ¢ Inman. Com as restantes, estabeleceu = existéncia de 9
tipos goroldgicos até entdo ndo conhecidos ; 3 désses tipes (amostras Boyd
103, P 119 e Boyd 88) estavam relacionados, soroldgicamente, com os tipos
V, W e Z de Androwes ¢ Inman, ao passo que, dos 6 tipos restantes, (amos-
tras Boyd 170, P 288, P 274, D 1, D 19 ¢ P 143), apenag & P 143 revelava
possuir pequena quantidade de antigeno em comum com og primitives -
pos de Andrewes e Inman.

Os estudos de Boyd levaram-no a discordar das conclustes de Andrewes
¢ Inman, relativamente 3 estruturs antigénica do grupe Flexner. Obser-
vando fendmenos de variaggo em um dos seus tipos (amostra B 103}, pdde
demonstrar que ése fendmeno envolvia uma modifieacfo fundamental na
estrutura antigénics. Em subouliuras sueessivag, a amostra B 103 orvigina-
va 2 tipos de coldnias (fig. 1), uma das quais {a) reproduzia, integralmente,
os caracteristicos morfolégicos da amostra, ao passo que a outra (b) era va-

FIGURA N 2

>N03a > 4030403 a elc.

103
103 % T a03% 103k

l ! !

4203 &  1023b 403

ete.
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riante incompleta da primeira, incapaz de reverter ao tipo original, produ-
gindo, exclusivamente, culturas do seu préprio tipo.

Por meio de provas de aglutinacio eruzada, ¢hegou & concluséo de que
a4 amostra 103 A possuia 2 antigenos diversos: wm antigeno tipo-especi-
fico que lhe era préprio e wm antigeno de grupo que éle eompartilhava com
as amostras V, W, X, Y e Z. A variante 103 B, ao contrario, possuia apenas
o antigeno de grupo, pois era incapaz de remover as aglutininas tipo-es-
peeificas do sbro- 108 A ; teria sofrido processo degenerative com perda do
antigeno especifico caracterfstico da amostra original, conservando o anti-
geno de grupo o qual, por ser menos especializado, seria mais resistente a
variacbes involutivas. Estes fendmenos de variacio foram observados por
Boyd, de modo mais ou menos completo, em outros tipos de Sh. parady~
senferiz e representariam tendéncis normal dos componentes da espéeie
nas condiges arfificiais de cultura. Baseado em suas observactes, {ruio
de numercsag experifneias de aglutinagfes cruzadas e shsorcdes de agiu-
tininas, Boyd negou as conclustes de Andrewes e Inman, relativas A cons-
tituigfo antigénica do grupo Flexner. Cada tipe nfo possuiria uma guanti-
dade predominante de um antigenc especifico e quantidades menores dos
antigenos especificos dos outros tipos, como admitiam aquéles autores ;
cada tipo possuiria um antigene préprio, caracterfstico, nio eompartilhado
pelos demals tipos e a relagdo entre os diversos membros do grupe Flexner
seria estabelecida através de um antigeno de grupo comum a todes. Nio
conseguiu demonsirar um antigeno tipo-especifice nas amosiras X ¢ Y de
Andrewes ¢ Inman, conchuindo que éstes dois tipos deveriam ser conside-
rados como variantes dos tipos Z, W ¢ 103, que perderam seus antigenos tipo-
especificos, eonservando sOmente seu antigeno de grupo.

Esquematicamente, os virios tipos antigénicos criados por Boyd po-
dem ser assim representados :

FIGURA N 3

Flex
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Ng figura 3, os algarismos romanecs representam o antigeno tipo-
especifico e o complexe antigénico comum aos virios tipos é apresentado
em algarismos ardbieos reproduzide de maneira simplificada no esquema.

Boyd tarmsbém ndeo encontrou os chamados tipos mixtos de Andrewes
e Inman.

Warsnsr (1944), revendo a constituigio antigéniea do grupo paradi-
sentérico, confirmou plenamente os {rabalhos de Boyd. Para é&le também
seriam diferencas quslitativas e nfio quantitativas, que importariam na
diferenciagfo dos varios tipos. Chega a conclustes um pouco diversas quan-
40 20 antigenc de grupe, que, para Wheeler, seria constituido por 9 compo-
nentes diversos, um dos quais existe em todos 0s mebros do grupo. Wheeler
também mostrou que um antigeno tipo-especifico pode estar ligado & anti-
genos de grupos diferentes, o que permite diferencar 2 germes com o mesmo
antigeno tipo-especifico, pelo seu contetido diverso em antigenos de grupe.

Wein e colab. (1944), ao conirdrio de Bovd e Wheeler, chega a conelu-
gBes semelhantes fs primitivas de Andrewes e Inman, pois aceita a vali-
dade dos tipos X e Y e acredita que os vArios tipos sejam caracterizados
por um componente primério associado a ouwiros antigenos quantitativa-
mente menos importantes e, por isso, denominadoes secundarios. Um anti-
geno primdrio, isto é, predominante em eerta amostra, poderd ser secun-
dério em outra. Wail identificon 14 antigenos diferentes nos bacilos para-
disentéricos e a predomindneia de um désses antigenos é o que earacteriza
a amostra como tipo soroldgico definido. Baseou suas observagdes, nio
56 em provas de absorgfio de aglutininas, come também em provas de pro-
tecdo, utilizando embrifio de galinha. Argumentou que a existénela de
um antigeno, comum a cérea de B0Y% dos bacilos Flexner mals freqiien-
temente encontrados, levaria a se obler elevado grau de protegiio cruzada
quando qualquer uma das amostras fosse utilizads para imunigacfo ; veri-
ficou que tal ndo existe e o que confere proteciio é o antigeno presente em
maior guantidade. Por meic de soros devidamente sbsorvides, dividiu o
grupo Flexner em uma série de tipos, utilizando, para 8sse fim, soros aghu-
tinantes monovalentes.

Sendo as diferencas antigénieas de ordem quantitativa e nfio quali-
tativa, enire os védrios tipos, admite, para expliear a possibilidade de se
obter um shro monovalente, a hipdtese de diferencas funcionais entre os anti-
genos primérios e secundédrios, iste &, os antigenos secundérios estariam,
por assim dizer, protegidos no microrganismo intacto de tal forma que,
quando postos em contacto “in vitro” com: soros possuindo anticorpos a
dles correspondentes, nfo 8o accessfvels a &sses anticorpos. A diferenca
entre um tipo e outro seria dads por posigdes diferentes dos varios antigenos
dentro do corpo  haeterianc,

Sendo dificil estabelecer a correspondéncia entre os tipos soroldgicos
descritos por Kruse {1907), LunTtz ¢ Prioce (1931) e Aoxr (1921), deixa-
mos de fazé-lo, estando, no quadre 4 sdOmente mencionados os tipos
sorclogicos descritos pelos autores anteriormente cifados.

Biste assunto i4 fol objeto de estudos por nds realizados (1948) e as con-
clustes a gue chegamos parecem-nos permitir o uso do esquema proposto
por Boyd e medificado por Wheeler como o mais simples ¢ falves o que mais
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QUADRO 4
Andrewes ¢ Inman Boyd Wheeler Weil
A ; 1 I
W W I IT
i A 1T LN
—— Boyd 103 v v
- Boyd P 119 v v
e Boyd 85 Vi Vi
X — — VI
Y — — VIiT
- Boyd 170 Vil X
- Boyd P 288 VIII X
s Bovd P 274 IX XIv
e Bovd D 1 X X1
. Boyd D 19 XI X1
— Boyd P 143 XIH XIIT

se aproxime da realidade. Assim sendo, usamos, pars o grupo paradisenté-
rico, a nomenclatura proposta por Wheeler.

N&o é necessdrio insistir na grande importincia médico-sanitdris da
tipagem dos bacilos paradisentéricos isolados nas diversas partes do mundo.
Sem ésse recurso que oferece o laboratério, néo é possivel propor-se um
tipo de vacina pars uma regifio; também nfc se poderia opinar sbbre a
patogenicidade dos varios componentes do grupo e, por tiimo, verificar a
existéneia de noves tipos, algumas vézes importantes em determinadas
regides. Qualquer trabalho epidemioldgico perderie grande parte de seu
valor se nfio fosse completado pelos dados gue a sovologia oferece.

No Brasil, Asszz e colab. (1946) foram os prmeiros a verificar a inci-
déugia dos vérios tipos de baecilos paradisentéricos no Rio de Janeiro. A1~
MEIDA & eolab. (1047) fizeram o mesmo em Sdo Faulo e os resultadoes obtidos
por ésses autores estfo de actrdo com o que ji fol verificado em ocutras
partes do munde. Fm Bifc Paulo, sémente os tipos IX e X nfo foram en-
eontrades, o mesmo fendo sido verificado no Rio de Janeiro.

Na dltima revisfo sbbre o agsunto feita por Wrw (1947), encontramos
dados pormenorigados, por autor ¢ regifio, da ineidénela dos bacilos para-
thsentéricos, mostrando que os diversos tipos vém sendo encontrados em
t6das as partes, ndo pairando mails dividas sdbre tipos de patogenicidade
duvidoss.

Em nosso Laboratérie, seguindo métodos propostos por WHEEBLER
(1944, 1944a), realizamos a tipagem de $ddas as amosiras isoladas por nds
na cidade de S8&c Paulo, de 1946 20 1.° semestre de 1950, Os resultados
estdo representados no quadro mna parte final déste trabalho.

A segulr, vamos deserever os métodos que utilizamos pars preparacio
dos soros usados na tipagem dos bacilos paradisentéricos. Inicialmente,
verificamos estarem as amostras em fase S. Inoculamos, na veia de coelhos,
em dias alternados, na quantidade de 1 em?, doses crescentes da suspensfo
de germes. Total de 5 inoculagses, perfazendo 5.000 milhes de germes.
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As duas primeiras inoculagdes foram subeutdneas, com germes mortos pelo
formol ; as trés Gltimas, por via venosa, vsando-se germes vivos.

Cinco dias apds a dltima inoculagio, proeediamos & sangria explora-
dora, verificando-se o titulo dos soros ohtidos fazendo-se aglutinactes em
tubo & 37.° C, ineubados por 24 horas. Todos os soros com iitulo de

1/3.200 ou mais foram considerados satisfatérios.

Para obter um soro tipo-espeeffico monovalente, empregamos o seguinte
método :

Diluir o séro a 1/10 em salina e fazer a aglutinagio em ldmina eom amos-
tras de bacilos diseniéricos em fase S, incluindo amostras representativas
de cada espéeie e tipo, assim como amostras de Salmonello typhi. Se possivel,
fazer aglutinagdo com 4 ou mais arostras de Flexner X e o mesmo nimero
de Y.

Observar cada aglutinacio durante 5 minutos, no minime.

Apds observar as aglutinacdes em mina, eseolher, como ragas absor-
ventes, ag que tiverem dado as reagdes de aglutinacdo mais fortes. Geral-
mente, as amostrag X e Y estfio enfre as que ddo reagdes mais fortes, pelo
fate de conferem maior quantidade de antigenos de grupe comuns acs vé-
rios tipos do grupo paradisentérico. Nesse ecaso, usar X e Y para as pri-
meiras  absorgdes.

A quantfidade de germes a ser empregada nas absorctes é determinada
por tentativa.

Os germes para absorgdo sGo obtidos semeando-se frascos de Roux ou
placas de aluminio (25x25) com dgar comum. A semeadura é feifa inicial-
mente em calde comum, incubado por 6 horas, e, depois, repicado para o
dgar. O caldo deve ser usado sdmente num volume que dé para umidecer
a plaen ou a garrafa, em geral 1 ou 2 em?® Preferimos usar placas de alu-
minio, por ser mais facil retirar o erescimento microbiano pela simples ras-
pagem do meio. Na maloria dag vézes, fol suficiente uma placa de 25x25
para absorcdo de 15 em® de soro diluido. As absorgses sempre foram reali-
zadas em banhe-maria, durante 2 horas, no fim das quais & mistura é cen-
trifugada ¢ o ligiddo sobrenadante retirado.

Como exemplo, vamos reproduzir o que foi feito para preparagio de
um s0ro tipo-especifico I. Amostra escothida tipo I recebida de K. M.
Wheeler. Inicialmente, foram verificadas as condigtes de pureza da cultura.
Incculacio em ecoetho, como fol acima deserito. A sangria de prova mos-
trou ter o géro o titule de 1/6.400, portanto satisfatdrio. Sorvo diluido a 1/10
¢ experimentado eom tddas as variedades e tipos de bacilos disentéricos.
Aglutinaciio répids e total com amostras X, Y e bacilo paradisentérico
tipe III. Aglutinages menos infensas com os tipes II, IV, V e VI. Ab-
sorgio com 2 amostras X, 2 amostras Y e T amostra tipo 111, 2 horas, a 37.°C,
em banho-maria. Fan geral, se a sbsor¢fio for completa, grande porcio
dos germes permanece em suspensfio ; se for incompleta, a totalidade dos
germes serd aglutinada. Centrifugar e aspirar o sobrenadante. Verificar
o s0ro depois de ahsorvido com tddas as amostras que aglutinaram de inf-
eio, antes da absorcio. No caso presente, foram necessirias 2 absorgtes
com amostrag X e Y e tipo 111, para remover tddas as aglutininas de grupo
e tornar o sdro monovalente. Fager diluictes do s6ro absorvido a 1/15 e
120 : se também houver aghitinagdo répida e total nessag diluigtes com a
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amostra que serviu para seu preparo, ¢ sdro tode poderd ser usado nessas
diluigdes, Adicionar decido f8nico eomo preservativo (5 por mil).

Preparamos, usando ésta téenics, 12 soros monovalentes que corres-
pondem & classificaciio de Wheeler I-XII. Somente encontramos fracgoes
antigénicag comuns a outras shigelas, com o sbro TX (P274) e 2 Sh. alkales-
cens e s6ro X1 (D 19}, que possula uma fraclo da Sh. sonne? em fase Il
Em ambos os casos, foi fécil remover dog soros essas fracbes antigéniéas.

Queremos ainda chamar a atencfo para a dificuldade de se obterem
coelhos cujo s6ro nfio possua anticorpos para os bacilos paradisentéricos.
Testamos © sdro de aproximadamente 60 animalg, para conseguirmos so-
mente 6 nos quais ndo existiam aglutininas naturais. Hssa eventualidade
precisa ser bem verificada, porque, algumas vézes, o s6ro normal do coslho
possul aglutininas em titules elevados, fato 8ste j& verificado, antertor-
mente, por Bovp (1940}

Algumas vézes, também fomos obrigados a absorver os sorcs com S.
typht, o que também 4 fol verificado por Frrausson e colab. (1947).

Outros métodos de tipagem i4 foram propostos. Hakpy e colab. (1943)
desereveram um méiedo por agiutinacio em fubo, com soros nio absorvi-
dos. Devemos lembrar que, aqui, as catsas de érro podem ser muito grandes,
devido A interferéncia dos antigenos de grupo. Cowzanes ¢ Ormro (1045)
propoem a tipagem pela reagho de preecipitagio. Os resultados obtidos
foram intelramente satisfatdrios, mas o método é muito mais frabalhoso
que o processo acima  descrito.

Talvez o fracionamento dos bacilos paradisentéricos por processos qui-
micos venha indicar quais ss diferencas de um #ipo para ouiro. Virios
autores se ocuparam do assunto e, em resumo, estas sfo as conclusbes.

Observagdes antigas, quanto 4 estrutura quimica dos antigenos do grupo
dizentérico, mostraram a presenca de pelisacarideos especificos nos bacilos
Shiga, Flexner e sonnei. Mals recentemente, Borvin ¢ Mesropravryu (In
Torrry e WiLson, 1946), tratando bacilos Flexper pelo dcido irieloroacé-
tico, mostraram que o antigeno compieto dos bacilos paradisentéricos &
constituido por polisacaridecs ligados a eomposios nitricos e lipoidicos.
GosBEL e colab. (1048), CanrenNrer {(1043), Perivan e Gorrrn (1946) e
SmoreNg e colab. {(1946) mostram que cada $ipo de shigela possul um anti-
geno somitico composto por um dnico antigeno complexo. Acentuam, en-
tretanto, nfo ser possivel, dentro de nossos eonhecimentos atuals, eliminar a
possibilidade de ¢ antigeno somdtico espeeifico ser substinela tnica, livre
de possivels componentes de grupo.

Outro campo que também apresenta grande interdsse 6 o da existénein
de antigenos eomuns a outras shigelas, salmonelas e coliformes e & Sh.
paradysenterise,

Frrouson e WarrLer (1946) verificam relacdes entre porecoli e Flex-
ner. BornsTEIN, SAPHRA e Dawimis (1941), com as salmonelas. Ferau-
soN e colab. (1947) chamam a atencfio para o fato de ser nescessirio is
vézes, absorver os soros do grupo ¥lexner com S. ¢rpht, devido & existéncia
de antigemos comuns, Nés (1948a) eneontramos antigeno de Salmonelle
IX numa amostra de Sh. peradysenterie tipo IL. PrLawe? po Amaran (1649)
também enconirou relagdes antigéneiss entre bacilo Flexner tipo 1T e sal-
monelas,
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Pesquisando a existénela de antigenos do grupo paradisentérico em cér-
ca de 2.000 amostras de bacilos do grupo coliforme, fivemos, intdmeras vé-
zes, oportunidade de encontrar reagBes de aglutinagio com os antigenos
de grupo doz paradisentéricos, Entretanto, essag amostras, de modo geral,
perdiam o componente comum a0 grupo Flexner, depois de algumas passa-
gens nos melos artifieials. Uma delas, que estudamos em particular, possuia
ums fragfo antignica semelhante ao bacilo Flexner tipo 11, sendo agluti-
nado por um séro Flexner tipo II total até diluigdo 1/1280 (titulo do s6ro
1/3.200) e pelo s6ro tipo 1I (absorvido) até 1/320. O séro do doente aghiti~
nava nfo 86 a amostra do cliforme como amostra Flexner IT até 1/640, nio
tendo sido possivel isolar dag fezes, em 2 eulturas feitas, bacilo paradisenté-
rico.

Existom ainda 2 tipos de baeilos paradisentéricos que, pelas anomalias
de sen comportamento bloquimico, merecem especial mencio.

CrAYTON e WARREN (1929), estudando um surto disentérico na cidade
de Newecastle (Inglaterra), em 1925, isolaram um germe gque, para &les,
seria o responsivel pela epidemia, mas que nfo podia ser classificado dentro
dos esguemas propostos para identificaco dos bacilos disentéricos. Apre-
sentava a particnlandade de produzir peguena quantidade de gis na dex-
trose, duleita e maltose e de nio acidificar & manita. Sob o ponto de vista
goroldgien, possuiam észes germes andigenos comuns com o grupo paradi-
gentérico (V, W, Y e 4 de Andrewes e Inman) mas também possuiam anti-
genos préprios. Posteriormente, Downre e colab. {1033) isolaram, na ci-
dade de Manchester (Inglaterra), um germe semclhante ao bacilo newcos-
He, caracterizendo-se pela producio de dcido ¢ gis na manita, sendo as
demaig reagdes culturais e comportamento soroldgico Inteiramente idénticos
a0s do hacilo neweastle. Bovp (1938) demonstrou que fsses 2 germes deve-
riam ser enquadrades dentro do grupo paradiseniérico, porque ambos eram
antigénicamente idénticos ac bacilo paradisentérico isolado por éle na Ton-
dia e conhecido como tipo Boyd 88. Ficou, assim, esclarecids & posigio sis-
temAitica dos bacilos newcastle e manchester, atualmente eonhecidos como
baeilos disentéricos do grupo paradisentérico, classificados eomo tipe soro-
légico VI na classificacdo de Wheeler. A capacidade de produzir gds nos
meios habituais de identificacfo, constituinde umsa ancormalidade blogui-
mica no enquadramento désses germes no género Shigella, nio deve ser in-
terpretada de maneira t80 absoluta. Na literatura sdbre o assunto, de al-
guns snos atrds, eneontram-se referfneias & produgio de pequenas quanti-
dades de gés por bacilos disentéricos.

Recentemente, Ewing e Tavror (1945}, verificando o comporia-
mento bioquimico de diversas amostras de Sh. poradisenieriz tipo VI,
utilizando, eomo subestrato nas provas de fermeniacfo, 4 variedades de
peptona, concluiram que o tipo de peptona usado influl na predugfio de gés.
Portanto, a mesms amostra podia ser aerogénica ou nido, dependendo do
tipo de peptona utilizado.

Quanto & naoc utilizagio da manita, carboidrato chave na classificacdo
dos paradisentéricos, ji foi verificads, embora em cardfer fransitério, em
outros bacilos paradisentéricos. Neste caso, poder-se-ia admitir que a carac-
teristics se tormdra fixa, nfo sendo ésse fato suficiente para afastd-los do
grupo paradisentérico, como o faz o Maxvan pe Beraey (1048).
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A presenca de germes désse tipo j4 fol assinalada por Lurrz Ripriro
(1946) e Mowrrrro Frimo (1946), no Rio, e por Avmuina e colab. (1948),
em SAo Paulo, quande chamamos g aten¢fio para ésse grupo que, pelo seu
comportamento anémalo, pode se prestar a confusSes com outros germes
entéricos, motivando interpretacies erréneas quanto & sua verdadeira sig-
nificacfo patogénica.

Situacio semelhante apresenia o bacilo disentérieo deserito por DENIER
e Humr (1912), que tinha a particularidade de fermentar a maltose, nfio
alterando a lactose, manite e sacorose. Propuzeram a denominagfo de ba-
cilo Salgon, para especificar o local onde féra isolado, tendo Danier (1815)
isolado fsse germe em 18,789, dos casos de disenteria bacilar por éle ve-
rificados.  Hsse germe também tinha, como caracteristica soroldgiea, ser
aglutinado por soros anti-Flexner.

Pacurco ¢ Ropricues (1928} isolaram, no Rio de Janeiro, um hacilo
semelhante ao degerito por Denier e Huet ao gual denominavam Shigella
saigonensis, Monrriro (1047) isclou de um caso de disenteria em adulito
um germe semelhante ao chamado tipo Baigon. Estudow-o, comparativa-
mente, com a amosira de Pacheco e Rodrigues, coneluindo que ambas eram
idénticas. Verifieou também a alta aglufinabilidade da amostra Saigon
por um s6ro Flexner polivalente, concluindo : 0O bacile Saigon, poils, um
tipo soroldgico de Sh. paradysenteriz, compreendendo na sua estrutura um
antigeno comum 50 tipe Y (Hiss-Russel}, quer se considére a independéncia
déste tipo, quer seja considerndo como fase de grupo de Shigella flexner.
Entretanto, a sua constituicdo antigénica parece-nos bem mais complexa,
exigindo um estudo soroldgico apurado que prossegue no momento de es-
crevermos &ste trabalho.”

Waii e colab. {1948), fazendo uma revisfo sbbre as 2 amostiras acima
citadas e Incluindo uma nova amostra, também isolada no Rio de Janeiro
por Assis, de um caso de disenteria aguda, sugerem gue 8sses germes sejam
considerados como Shkigello tendo encontrade um antigeno “major’” dife-
rente de qualquer outre presente ne comum dos baciles dizentéricos, e anti-
genos secundarios, semelthantes aos encontrados na fase b da Sh. poradysen-~
lerie tipo Boyd 103. Poyr dltimo, sugeriram a denominagdo de Sh. rio para
esga nova espéeie.

Tivemoz oportunidade, em 1944, de isolar um bacilo déste tipo. Nessa
ocasifio, verificamos que as suas propriedades bioguimicas e constituiefio
antigénica se enquadravam nas caracteristicas descritas por Denier e Huet.
O quadro clinico era o de disenieria bacilar tipica e as fezes do doente ti-
nham muitoc mueco e sangue. O séro do doente, logo apés a cura cliniea, foi
capaz de aglutinar o germe em questiio até a diluicio de 1/1.280.

Burante os anos de 1946 e 1947, amosiras semelhantes foram sendo
isoladas em nosso laboratdrio, motive pelo que resolvemos estudd-las com
maior cuidado.

Verificarnos que todos germes isclados eram aglutinados totalmente
por um sbro tipe-especifico IV e por um sbro polivalente do grupo Flexner.
Coneluimos que &sse germe deveria ser classificado como uma variante
manita-negativa da amostra Boyd 103, ou Sh. paradysenteriz IV, uma vez
que, segundo Boyd e Whesler, para diferenciacfo dos virios tipos de Sh.
paradysenterize, devemos dar valor & varlacdes qualitativas. As amostras
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por nds isoladas possulam o antigeno tipo-especifico IVa, provavelmente
com um antigeno de grupo diferente.

Essa conclusfio nfo concorda com as verificagdes de WeLL e eolab.
(1948) descrevendo um antigeno “major” diferente de qualquer outro pre-
sente ne comum dos bacilos disentéricos, motivo pelo qual retornamos a0
assunto. .

Contrariando o que até hoje foi verificado, tivemos oportunidade de
isolar de 2 casos uma amostra désse $ipo que, em repiques sucessivoes, ad-
quiriu & propriedade de fermentar a manita, propriedade esta que se esta-
bilizou, nfo nos sendo possivel obter uma variante manita-negativa numa
série de transplantes que fizemos para 8sse carboidrato.

Tivemos também g oportunidade de isolar de um caso tipico de digenteria
bacilar um bacile paradisentérico tipo IV. Hxaminando, novamenie, as
fezes désse doente, uma semana ¢ um ano depois da moléstia, isolamos um
bacilo com as caracteristicas do bacilo de Denier ¢ Huet, 0 que nos leva a
crer que se trate do mesmo germe com propriedades bioguimicas alteradas.

Verificamos um fato j4 observado por Monteiro e Pacheco, qual seja
o da utilizacio tardia da xiiose pelos germes désse grupo, o que nfo é comum
a0 grupo paradisentérico. As provas bioquimicas, a nosso ver, se mostra-
vam contraditérias e insuficientes para o estudo do grupo, sendo necessério,
portanto, se proceder & apdlise de sua eonstituicio antigénica.

Preparamos 4 soros, a partir de amostras désse tipe, que haviam sido
isoladas em nosso laboratdrio, e um 5.° com uma amoestra rie I, que nos
fol enviada por Arlindo de Assis.

Nesgsa oeasido, j4 tinbhamos isolado 8 amostras manita-negativa e possula-
mos 2 amostras rie (IT e III). As provas de aglutinacgio direta com os 4
soros foram positivas para tGdas as amostras em titulos iguais ou proximos
ao #tulo do sbro. Os soros absorvidos por gualquer das amostras usadas
para ag provas da aglutinagfio direta perdiam ag suas aglutininas e, rara-
mente, obiinhamos reagfes positives além da diluigio de 1/40. Assim sendo
o grupo é antigénicamente uniforme, restando verifiear as suas relactes
com o grupo Sk paradysenieriz.

Tomames, novamente, os 5 soros por ndg preparados e verifieamos
aglutinagio direta com os tipos Sh. poradysenterizz e 1a V1e amostras X eV.

No quadro 5 esido expressos os resultados que obtivemos,

QUADRO 5
Baro D 131 86ro D 121 Sbro D 166 Sdro I 688 HBoro Rio 1T

S %rgf{fgi;nm titulo titalo titulo titulo tizalo

g it 1/6400 1/125800 1/6400 1/3200 1/12800

I ... 1/840 1/1280 1/2560 1/1280 1640

IE ... 1/1280 1/640 1/2560 1/320 1/2560

1 5 1 1/640 1/1280 1/640 1/1280 510240

IVa .. ....... 1/5120 1/5120 1/6120 1/5120 1710260

Voo 1/1280 172560 1/5120 1/2560 1/640

L' S 1/18 1/640 140 1/320 1/320

X . 15120 E 1/2560 1640 1/1280 1/5120

Y o /5120 1 15120 | 1/8120 175120 1/10240
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Logo de inicio, verificarsos que todos os soros aglutinaram, de modo
mais uniforme, os tipos paradisentérieos IV e Y, sendo varidvels os resul-
tados com o8 ouiros tipos.

Absorvemos cada um dos soros com o tipo I'Va e obtivemos os seguin-
tes resultados :

QUADRO 6

Sore T 131 Saro 1D 121 SBore 1D 166 Soro D 688 Sdro Rio 1F

shsorvido IVa | absorvido IVa | absorvido IVa | absorvido IVa | sbsorvido TVa
I..... 0 1/320 1160 1740 9
11 1/40 1/80 1/320 1740 1/20
T .. 1/40 1/320 1/320 1/40 141280
IVa-b (-1/320 3-3/320 0-1/320 -1/320 6-1/320
Voo 1/320 1/320 1/320 320 1/320
VE . 0 0 0 \; 0
X 0 Vee 1/%0 1/80 I
Y . /320 1/320 1/320 1/320 0

Por essas provas de absorcfio, pensamos que s variacdes relativas ao
eomportamento antigénieo das nossas amostras correspondem mais a varis-
¢des no antigeno de grupo gue a variagdes no antigeno tipo-especifico, pois
qualquer delas foi capaz de remover todos os anticorpos do séro correspon-
dentes ao lipe IVa, deixandoe ainda aglutininas para o tipe IVh, que, como
i4 fol dito, é uma variante do tipo IVa.

Ingistimos absorvendo fsse mesmo sro, desta vez com IVh e Y, achan-
dose os resultades no quadro seguinte :

QUADRO 7

Séro P 131

absorvido 1Va

Soro D 121

absorvido IVa

Sére D 166

absorvido 1Va

Sore I 689

absorvido IVa

Bére Rie 1X

absorvido IVa

depois IVbe ¥ | depois IVh e Y { depois IVbe Y | depois IVb e Y jdepois IVbe ¥
... 0 G 0 0 i
it 0 0 0 0 R
11 0 ¢ Y 0 1/640
IVa-b 0 0 0 b 0
V... 1/20 0 0 1/80 17160
VI . 0 0 0 0 0
X . ) 1 O 0 0
Y . 0 g 0 0 ),
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As fragtes aglutinantes restantes puderam ser removidas do séro por
absorgfo com os tipos 1 e V, o que demonstra que &sses germes sfo vari-
antes manita-negativa do tipo IV da Sh. peradysenteriz, algumas vézes
com antigenos de grupo diferentes do tipo IV clissico, mag eormuns a¢ grupo
paradisentérico.

Portanto, nfo vemos razfio para criar um nove tipo de Shigella e pre-
ferimos clagsificé-los como variante manita-negativa da Sh. paradysente-
ri® tipo IV,

Newgow {1947), tendo isolado euliuras désse tipo, verificon o mesmo :
identidade soreldgica com a Sh. paradysenteriz tipo IV. Variaghes seme-
lhantes do antigeno de grupo tarmbém j4 foram encontradas por Vmazim
(1849) em amostrag tipo IV, além das que j4 anteriormente foram descritas
pro Boyd.

No fim déste trabalho, daremos a freqliénein dos véarios tipos de baei-
los paradisentérices isolados nos anos de 1946 a 1050 (1.° semestre). De
todos os bacilos disentéricos, o paradisentérico fol o mais eomum, sendo
interessante verificar ue, excluido o tipo 1T (o maiz fregiiente), tivemos
variagdes grandes na incidénela dos virios tipos pelos vérios anos.

Ainda no grupo paradisentérico deve ser incluida a mais nova de td-
das as shigelas, isto é, a Sh. ¢louse, de Hrirmr ¢ Winson (1946), ou Sh. la-
viaglon, descrita por LaviNncrow e colab. (1946),

Fste bacilo possui caracteres biomor{oldgicos idénticos acs do grupo
paradisentérico. N#o possul antigenos comuns com qualguer outra shigels
deserita até hoje, mas suas propriedades bioquimieas se assemelham mouito.
as da Sh. poaredysenieriz tipo X1I, o que {éz Ewving (19406) propor sua
inglusdc no grupo paradisentérico. Begundo orientagio de Wheeler, éste
novo tipo deverd ser Sh. paradysenterize tipo XIIL, Até hoje, nfo tivemos
notiela désse tipo haver sido isclade no Brasil

SHIGELLA ALKALESCENS ¢ SHIGELLA TIETE

A Shigelle alkalescens, deserita pela 1.2 ver por AnpreEwss (1918),
perience ao grupo dos bacilos disentéricos manita-xilose-indol-positivos.
Andrewes, em sua desericio original, nfo lhe atribui importncia patogd-
nica pars o homem, pelo fato de ser fraco produtor de anticorpos e néo
ser patogénico para o coelho.

Tal opinido perdurou por muitos anos, chegando mesmo alguns autores,
como Guusert e Cormman {(1934), a acreditar que o bacilo alkalescens fos-
se um germe banal, aparecendo f{reqiientemente nos doentes eom infecedo
eperthiana, aconsethando, nestes casos, a pesquisar, com mals cuidado, a
presenca do bacilo ifieo.

Browx ¢ AnpersoN {1936} ndo conseguiram evidenciar nenhuma re-
lagfio entre o bacilo allcalescens e o bacilo tifice. Em 28 easos de doentes
com afeccBes itestinais, fol possivel isolar &sse germe das fezes em 28,69,
a0 passo que, de 129 individuos normals, 86 em 1,49, foi encontrado.

Naparro e Epwarp (1939), fazendo uma reviso sbbre o assunto, con-
chufram que o germe pode provocar disenterias agudas ou colites crénicas
no homem, achando que os portadores assintomdticos sfo mais freqiientes
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do que os encontrados para outros tipos de shigelas ; daf, talvez, a maior
freqiiéneia da invasfio secunddria das vias urindriss e sangiineas, por fsse
germe, Entre nés, Assis (1939) foi o primeiro a atvibuir-the papel patogé-
niee, mostrande sua importincia em patologia humana.

Nerer (1942}, na sus revisio sobre o género Shigelle, admite que fatos
positivos nos levam a crer que a Sh. alkalescens pode ocasionar formas graves
ou ligeiras de enterites ¢ congtats, no sangue de doentes com bacilo allales-
eens nas fezes, a presenca de anticorpos especificos. Floje em dia, ndo hé
mais dividas sdbre o papel patogénico desempenhado pelo bacilo alfales-
eens e devemos ressaltar que muito se deve a Arlinde de Assis, no que res-

"

peita & slucidagfio désse problema.

Estabelecido &sse ponto, passemos 3s propriedades biogquimicas diferen-
cials e &4 constitulefo antigénica do grupo. Dava-se muita mportfneis,
eomo cardter diferencial, & alealinizacio do leite-tornassol e acidificacdo
da duleita e xilose, para diferenciacio com o grupo Flexner.

Asgrs {1939} é de opinifio que a glicering a 597, € a Unica substdncia de
valor diferencial entre a Sh. alkalescens e Sh. flexnerd. Em trabalho pos-
terior (1947), admite a possibiiidade de exigtirem variantes acidificadoras
da lactose, verificacio 14 anteriormente feita por Nasanro ¢ Epwanp (1939),
tornando, portanto, dificll, muitas vézes, a identificacfio bioguimica do ger-
me, aceitando ésse autor ser de malor valor, para a identificacdo, o estudo
sorolégico da  amostra.

O estudo da eonsfituicio antigénica foi iniciado por Anpruwes (1918)
que, em sua descrigiio, se refere & sua pouca aglutinabilidade frente a soros
especificos, notande ainds & existéncia de aghitininas comuns com bacté-
riag do grupo Flexner ; Warox e Mickie (1934) relatam a presenca, no
sbro alkalescens, de aglutininas para vérios outros bacilos disentéricos, che-
gando a concluses sernelhantes Norer e Rarrorm (1938).

Nerer (1938), estudando a constituicio antigénica da Sh. alkales-
cens, conclul que exister pelo menocs 2 antigenos : um caraeteristico da es-
pécie e ontro comum a0 grupo paradisentérico. Assis {19892, de modo geral,
confirms as verifieagdes de Neter quanto 2 individualidade soroldgica da
egpécie e suag relacles com os paradisentéricos, mas mostrou que, dentro
da espéeie, pelo menos existern 2 sub-grupos soroldgicos, denominados por
&le de alkalescens tipo I e tipo 1. Srtuanrt e colab. (1943), verificando 141
culturas tipicas de Sh. alkelescens que eorrespondem ao tipo 1 de Assis,
puderam individualizar 4 fragtes antigdnicas do B. alkalescens, denominadas
por 8les de A, B, C e D, sendo que a fracio A representa o antigeno tipo-
especifico da espéoie alkalescens e ag fragtes B, C e ) sfio encontradas tam-
bém em bacilos coliformes, do grupo paraceli e do grupo paradisentérice.
Quanto ao tipo 1I de Assis, nfio encontraram nenbum antigenc em comum
eom o tipo I.

Nzrer (1944), estudando 2 amostras bioquimicamente semelhantes
a0 B. aelkalescens, uma delag por éle isolads e outra recebida de W, H. Ewing
eom & denominacio de amostra 2,193, fol de opinifo que se deverla dividir
a Sh. alkalescens em 4 tipos soroldgicos @ os 2 primeiros seriam os tipos des-
eritos por Assis, o 3.° corresponde & amostre 2,193 e o 4., & uma amostra
deserita por é8le. Segundo Neter, cads um désses fipos possul um antigeno
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especfico que o caraeteriza, podendo ainda ter aniigenos secundérios co-
muns g outras baetérias, principalmente para o grupo Flexner,

A existénela de 4 tipos soroldgicos de bacilos alkalescens tem sido mo-
tivo de controvérsias. Nfo hi davida quanto is verificactes de STuart e
colab. (1943) com relaclo ao tipo 1; o tipo IT de Assis néo € aceito como tipo
vilido de Shigella, por alguns autores, consoante se 1& em publicacio recente
de Ewina (1949). O tipo HI, como se verifica pelo trabalho de Assts {1947),
também ainda ndo foi bem definido e, finalmente, o tipe IV é representado
até hoje por uma Uniea amostra.

Em nosso laboratdrio, é basfante freqilente o isolamento de germes
com caracterfsticas blomorfoidgicos de shigelas que, numa verificaciio su-
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méria de suas propriedades, se enquadram deniro do grupo alkalescens.
Conseguimos reunir 102 amostras, al incluindo as gue nos foram enviadas
por Artindo de Assis, que nos serviram para as verificacdes gue passamos a
relatar.

Inicialmente, procedemos & verificagio das propriedades bioquimicas
de todas, utilizando os seguintes carboidratos: dextrose, lactose, sacarose,
manita, maltose, xlose, dulcits, glicerina, sorbita e salicina em meio semi-
solide Hiss, com indicador de fenol vermelho, sendo a concentracio do car-
boidrato de 19}, com excecdo da glicerina, que usamos a 5%, conforme re-
comenda Assis (1939). Ineubacfio de 20 dias, em estufa a 37.°C. Verifica-
mos ainda a produciio de indol {em Agua pepionads), hidrogénio sulfurado
{papel acetato de chumbo), utitizacio do citrato {meic de Koser), capa-
cidade de desdobrar uréia (meio de Stuart), acfo sdbre o leite tornassolado,
producfio de acetilmetilearbinol (Clark-Lubs) e verificacio da motilidade
em caldo comum, em semeadura de 24 horas 4 temperatura ambiente.

No quadro & estdo tabelados os resuitados obtidos.

No quadro, sd foram anotados os earboidratos que apresentaram fer-
mentacdo diversa para as varlas amosiras.

Tédas as culturas scidificaram dextrose, manita, maltose, xilose e gli-
cering ; nfo agiram sbbre a ssearose e a salicina, nfo utilizaram citrato,
nio desdobraram uréia, ndo produziram acetilmetileabinol e hidrogénio
sulfurado ; produziram indel e eram imdveils. Sendo estas propriedades
comuns #s shigelas, pensamos poder considerar tddas as amostras como
pertencentes ao género.

Anslisando o quadro, verificamos que muitas das nossas amostras
acididificaram a lactose e o leite tornassol, sendo também varidvel a ago
dos germes sthre a dulcita ¢ a sorbita. No entanto, como §4 fol referido an-
tetiormente, aceifa-se, hoje em dia, que a Sk. alkalescens pode apresentar
variantes acidificadoras da lactose, o gue nos levou a completar o identifi-
(czla,géo por meio de provas de aglutinacdo, para depois comparar os resulia-

(828

Preparamos 4 soros aglutinantes correspondendo aos 4 tipos sorcld-
gieos descritos por Neter ; as amostras para o preparo dos soros nos foram
forneeidas por Arlindo de Assis e tinham os ndmeros 53-648-2.193-9.734 ;
as duas primeiras, isoladas por éle e as duas dltimas, recebidas de T. Neter
como sendo Sh. alkalescens tipo TIT e IV {Amostra 25, 74, 101 e 102).

O modo de preparagfio dos soros foi idéntico ac j& descrito em capi-
tulos anteriores. As provas de aglutinacfio foram feitas em estufa, a 37.°C,
com incubacfo de 18 horas; a emulsdo de germes usada como antigeno fol
autoclavada por 1 hora, em vapor fluente. Hsse método fol o que den me-
lhor resultade, em trabalho por nés realizado anteriormente (1942).

A diluigdo do sbro foi de 17100 a 1/6.400.

No quadro seguinte, estfo os resultados obtidos.
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Pelo guadro, verifica~se que o sdro 53 aglutinou a maioria das amostras.
Os soros 648 ¢ 2.193 aglutinaram as mesmas amostras, se bem gue em ti-
tulos diferentes, o que faz suspeitar nfio serem idénticos. O sbro 9.731 86
aglutinou s amostra gue serviu para a sua preparacio.

Tomamos 20 amostras pertencenies ao grupo 53, 10 lactose-positivas e
10 lactose-negativas ; precedemos a absorgBes déasse s6ro com cada uma das
20 amostras e, depois, testamos, novamente, frente a t0das elas.

Verifieamos que, apesar da agfo varidvel sbbre a latose, t6das as amos-
trag testadas removeram ag aglutininas do séro para si e para as outras. TH-
das as absorgOes feitas neste sbro também removeram as aglutininas para z
amostra que serviu para seu preparo, o gque demonstra serem t6das elas an-
tigénicamente idénticas.
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Nos guadros 10 e 11 estdo os resulfados das absoredes feitas nos soros
468 e 2,193, com as amostras que foram aglutinadas por éles.
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As absorgdes feitas com os soros 648 e 2,193 confirmaram s diferencs
j4 evidencinda pela aglufinacio direta. As duas amostras possuem anti-
genos comuns, mag os antigenos prineipais sfo diferentes. Entre as amostras
por nds estudadas, encontramos uma, de n.° 77, que parece eonstituir um
tipe intermedidrio entre oz grupos 648 e 2.103. Remove grande parte.das
aglutininas de ambos o8 soros, sem, entretanto, ser capaz de esgotar qualguer
dos soros.

Comparando propriedades blogquimicas e soroldgicas désses germes,
verificamnos que parece ndo ser acertado afastar, do grupo alkalescens,
germes acidificadores da lactose, uma vez que s8o soroldgicamente idénticos,
Por outro lade, nio existe um carboidrato de valor diferencial absoluto en-
tre os grupos soroldgicos. De todos utilizados por nds, foi a dulcita
o que mostrou um ecomportamento maig constante e a maioria das amostras
correspondentes ao grupo soroldgico 53 acidificaram-na, ac passo que as do
grupo 648 deixaram de fazé-io.
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QUADRO 11
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Hstas verificagdes, na parte referente A acidificacfio da lactoss, estfo
de acérdo com as anteriorss de Nasarro e EpwarDp (1939) e, principalmente,
com as de Assis (1047}

Assim sendo, pudemos constatar a existénels dos 2 tipos soroldgieos de
Sh. alkalescens, j& descritos por Assis. N#o encontramos, entre of germes
por nds estudados, nenhum pertencente aos tipos IiI e IV.

Diante dessas propriedades bioquimicas varidvels e da regularidade
ne eomportamento soroldgico, acreditamos que o estudo do grupo alkales-
cens deva ser feito prevalecendo os caracteres antigénicos sObre os biomor-
foldgicos. Portanto o grupo soroldgico I (sdro 53) representa o verdadeiro
bacilo alkalescens e sua constituicfio antigéniea, do que pudemos verificar,
deve ser & que & descrita por STUarT e colab, (1943},

O grupo sorolégico IF merece uma referéneia especial. Asse (1939},

na descricio original, descreve um bacilo disentérico do grupo alkalescens
acidificador da salicina, antigénicamente distinto do B. alkalescens cldssico.
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O fato de ésse germe acidificar a salicina e de ser constituido por uma =6
atostra £z com que ndo fosse reconhecido eomo um bacilo disentérico e
sim como possivel coliforme. Ainda recentemente, Bwing (1949) diz, tex-
tuaklmente, o seguinte : “I# suffises to state that the so called §. alkales-
cens 11 is not a Shigella allalescens type, nor, In fact, any Shigello type
but is & member of the Fscherichia group” (Ewing unpublished data; Kaufi-
mants and Prantzen, personal communication).

Tese ponto de vista parece-nos n&o concordar com os fatos. Tm nosso
Iaboratério, ¢ freqiiente o isolamento de germes identificdvels ao de Assis
648, com todas as caracteristicas de Shigella. J& o isolamos de vérios casos
de disenteriz bacilar agudsa tipica, tanto de adultos como de criancas e de
casos de enteroeolites erdnicas.

As nossas amostras diferern das de Assis dniecamente pela incapaci-
dade de acidificar a salicina. Alids, trabalhando com 2 amostra 648 ¢ usando
meio semi-séido de Hiss, também nfo verificamos a acidifieacfo da sali-
cina.

Como jd foi visto, apresentamos VerifieagBes feitas em 20 amostras
isoladas por nég e que correspondem ao tipo II de Assis. Além dessas, i
foram izoladas outras e sua freqiiéneia, em 8. Paulo, pode ser avaliada quan-
do analisamos a incidénels dos vérios tipos de bacilos disentéricos, na parie
final déste trabalho. '

Procuramos lambém extabelecer Telagdes antigénicas entre &sse germe
e outras shigelas; o componente anbigbnico comum entre as amostras 648 e
tipo 2.198 j4 foi analisade. NZo pudemos enconfrar relagfes malores com
gualquer outre tipo de Shigella.

Assim sendo, estamos perfeitamente de acdrdo com Assis (1947a),
que diz ... por enguanto, ndo existe ainda uma opinifo geral bem aceita
sobre o que se deva chamar ‘grupe alkalescens’, o caminho mais légico &
individualizar o novo tipo por meio de uma denominacio especifica, baseada
exclusivamente na sua constituigio antigéniea major e sem depender de
possiveis divergénelas nos caracteres fermentativos das respectivas amos-
tras individuais”.

Em face dos fatos apresentados, achamos que essa bacteria deve ser
considerada como um tipe de Shigelle, sendo justa a denominagio Sh. fislé,
proposta pos Assis.

WaiL e Spargovsiy {1048} reconhecem também a Sh. #elé como um
tipo vélido de Shigella, epeontrade, por enquanto, na Turgeia e em locali-
dades do Brasil, como se pode verificar pelo trabalho de Assis, anterior-
mente citade, assim come pelo relato de seu izolamento, em Belém do Parg,
por VErNIN {1948}

Recentemente, CarrENTER e StuarT (1950} s8o de opinife que Sh.
teié deve ser um tipo de Sh. dispar e que, para o futuro, se for reconhecida
como tipo de Sh. dispar, tenha a denominacio de Proshigella tiefé.

Quanto ao grupo III e IV, nada fizemos além do que ja fol referido;
com relacio ao grupo ITT, Assis (1947) mostra as vicissitudes por que tem
passado 8sse germe para ser incluido entre os bacilos disentéricos. Achamos
que deva ser incluido no grupo da Sh. #efé, uma vez gue possul antigenos




78 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

de grupo comuns e também pelo fato de existirem outros tipos nesse grupo,
como nos {az suspeitar a nossa amostra 77.

Terminando, em nosso laboratdrio usamos sdmente as denominacdes
de Sh. alkaleseens para aquéles germes pertencentes no tipo 53 e og corres-
pondentes ao tipo 648 sdo elassifieados como Sh. Hefd, tipo autdénomo de
Shigella, parecendo-nos serem os tinicos germes désses tipos existentes en-
tre nos.

SHIGELLA SONNE!

A primeira descrico do bacilo de Sonne como possivel agente de disen-
teris, bacilar fol feita por Duvarn {16064).

Sua acdo patogénica fol confirmada, mals tarde, principalmente pelos
trabathos de Sonne, na Dinamarca (vide Mowrteiro Frmo, 1947); daf a
razio de o bacilo trazer seu nome.

T Shigella do grapo acidificador da manita, capaz de desdobrar a lac-
tose em geral em alguns dias. Os caracteres bioguimicos mais importantes
para distinguila de outras shigelas sfo: aeldificacfio iardia da lactose,
nfo agir sObre a xilose e ndo preduzir indol de dgus peptonada.

Além das provas utilizadas para identificacfic bioquimics, 6 hoje de
emprégo corrente o wdentificacio soroldgica que, para estas bactérias, apre-
senta certas caracteristicas interessantes,

O suposto dimorfizmo que ocorreria com o bacilo de Sonne fol verifi-
cado desde multo tempo. Pensou-se que seria uma variagio $-R que ocor«
reriz com essa bactérin ; enbretanto, GLYNN e Srariksy (1939) mostraram
a existéncia de pelo menos 2 tipos sorolégicos independentes da variacio
8-R. O sdro tipo I =6 teria aclo sdbre as colénias do tipe I, agindo fraca-
mente sdbre culturas do tipo I1. O sdro do tipe II aglutina culturas do tipo
I e li, Enconfraram ambos os tipos em placas de isolamento, sendo, entre-
tanto, mais freqilente o tipo L

Warsrer e Mickrn (1945), retomando o assunto, interpretaram ésse
tipo de variagdo antigénica de maneira diferente. Para éles, existem 3 tipos
de colénias : I e II, que ocorrem naturalmente, ¢ R, em culturas velhas.
As duss primeiras serlam os dois tipos caracterizticos de espéele ; entre-
tanto, as culturas em fase I tendem a progredir para fase Il e perder suas
caracteristicas de fase L

A veriagfio da fase I para faze I aparece ripidamente e ambas podem
ser isoladas do intestino, havendo também aglutininas anti-fase 11 no san-
gue de doentes portadores de bacilo sonnei, o que fala contra a variacdo S-R.
Sorologicamente, as fases I ¢ 11 sfo independentes, nfo havendo aglutina-
¢lio cruzads entre og 2 tipos, concluindo que essa variaefo se enquadra mais
no tipe de variagio difdsica, deserita por Bovp (1938) com relacdo & Shi-
gelle paradysenteriz.

Chamam ainda a atencdo para a agio impedients de certos meios no
aparecimento de coldnias em fase Il (desoxicolato-citrate e dgar 5. S.).
Por outro lado, coldnias em fase I e fase T, ou até mesmo Unicamente em
fase II, podem aparecer nas placas de meios menos seleiivos.
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Conservamos em nosso laboratério culturas de Sh. somser que eram
muito bem aglutinadas por um séro sonnet fase I. Depois de algum tempo,
deixaram de ser aglutinadas por &sse sbro, passando a aglutingr com sbro
sonnet fase 1. Hstag culturas nfo apresentavam qualquer caracteristica
de variagio S-R e essa mudanca se apresentou com ecardfer irreversivel,
mesmo apés vérias passagens em camundongo.

T interessante observar que essa varianciio de fase nem sempre ocorre.
Tivemos uma cultura de Sh. sommnel em fase I que conservou suas caracte-
risticas por mals de 2 anos. Em outras amostras, o mudanea foi rdpida,
passando, 3s vézes, por uma fase intermedidria, sendo aglutinadas por soros
fase I ¢ 11. Nio nos foi possivel verificar diferencas entre colénias em fase
I ¢ fase IT e, sdmente uma vez, isolamos um bacilo sonnet em fase I, de um
caso de digenteria bacilar

Diante dessa possibilidade, ¢ necessirio que os soros para diagndstico
possuam aghitininasg pars as duas fases. Waenner e Micxkne {(1945), exami-
nando 7 soros diagndsticos, s6 encontraram um no gual os dois tipos de aglu-
tininas estavam presentes.

A preparagio de soros em fase I nfio apresenta dificuldade ; em geral,
sdo fdceis de serem obtidos ¢ ndo tém aglutinings secundérias para outras
shigefas. O séro mixto, ou fase II puro, é quase sempre de diffeil preparo,
dada a afinidade entre 8h. sonned fasc I e Sh. paradysenferize tipo X1
De 4 soros que preparamos 6 um conservou t{tulo aglutinante satisfatdrio
para uso disgndstico, depois de absorvido pela Sh. paradysenteriz tipo XL

Depois do grupe paradisentérico, a Sh. sonnet ocupa o 2.2 lugar, como
agente etiolégico da disenteria bacillar. O quadro clinico pode variar desde
enterite branda até a forms grave, muito téxica. Enire nds, o seu achado
é, aparentemente, menos comum do que ocorre nos outros pafses, segundo
Pacuroo ¢ Roprrgues (1928, 1980}, Pacorco e MeNpongs (1930} e Ran-
¢EL Prgrana ¢ Faraco {1942). Temos s impressfo de que ésse falo é de-
vido & indentificacfo ineompleta do germe, sendo confundido com o grupo
paradisentérico. Os nossos achados mostram que o bacilo sonned é comum
entre ndés, ocupando o 2.° lugsr em nosss estatisties.

SHIGELLA DISPAR

AnprEwEs (1918) denominou Shigella dispar o germe isolado das fezes
com caracteres semelhantes aos do grupo disentérico, capazes de scidificar
a lactose num perfodo de 24 horas » 24 dias. Admitiu a possibilidade de
nio ser uma espéeie homogénea, podendo ser constituida por diferentes
tipos.

Casgrsrnant (1907, 1911) j4 tinha observado o mesmo, descrevendo,
detalhadamente, germes disenterigenocs, idénticos & Shigelle disper de An-
drewes. Chamou-os de Eberthella ceylonensis A, Eberthella ceylonensis B e
Eberthelle madampensis, designacdes essas adotadas em parte pelo Manual
de Bergey, edicio de 1948,

Para Casterran: (1937), fsses germes sfio responsévels por formas
agudas de dizenterizs ou por colites crdnicas de dificil tratamento, que se
instalam com ou sem acidente disentérico inieial.
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A importéneia désses germes como agentes de sindromes disentéricas
ainda nfo estd bem estabelecida, pelo fato de serem isolados com relativa
freqiiéneia das fezes de mmdividuos normais, excegio feita do bacile ceylo-
nengis A, que, mals tarde, foi identificado como sendo idéntico A Sh. sonnei,

Em trabalho anterior {1042), verificando uma série de amostras rotu-
ladas como Sk, dispar, nio fomos capazes de encontrar umsa prova biogui-
mica que permitisse separar o8 2 tipos descritos por Castellani ; dai, prefe-
rirmos provas soroldgicas para estudo désse grupo. Conelufmos que a Sh.
dispar gseria constituida de pelo menos 2 tipos soroldgicos, um déles muito
semelhante & Sh. alkaleseens.

Carernren (1948}, estudando a estrutura antigénica da Sh. dispar,
conclii que existern pelo menos 3 tipos soroldgicos.

CarpEnTER (1944} completou suas verificagtes achando que existem
pelo menos 4 fipos soroldgicos, nfo havendo provas biogufmicas capazes
de separar #ipos. Dai ser injustficada a divisfio de Sh. dispar em Sh. ceylo-
nengts & Sh. modampensis.

Atualmente, dos 4 tipos soroldgicos deseritos por Carpenter, a maioria
¢ insubsistente. Assim, o tipo IV foi verificado come sendo idéntico & Sh.
somnei em fagse I (Wassrer e Mioxoy, 1945). O tipo II seria semelthante
& Sh. alkalescens tipo ITI {Cox e Warracs, 1948). O tipe 111, como foi en-
contrado uma 86 vez, dentro de eentenas de amostras, nSo deve ser consi-
derado como tipo soroidgico (CarrrnNTER © STUART, 1950), restando, por-
tanto, ser considerado como Sh. dispar o tipo L

Assrs (1948) descreveu um tipo novo de Shigella, Sh. guanabara, isolada
de cagos de disenteria aguda ou sub-aguda, no Rio de Janeiro (14 em crian-
cas © 1 em adulto).

Flsse germe possui caracteres bioguimicos semelhantes aos de Sh.
dispar e, de um modo geral, pelas suas caracteristicas biomorfoldgicas, se
enquadrs dentro do género Shigello (excecdo feita da producdio de hidro-
génio sulfurado e acidificacdo da salcina). Soroldgicamente, nfo possul
antigenos relacionados com nenhum tipo de Shigello até hoje descrito.

Ag amostras classificadas como Sh. dispar que constam desta verifi-
cagho foram as que agletinarsm sdmente como sbro disper tipo I Niéo
encontramos nenhumsa amostra gue correspondesse ao tipo guanobara,
que, & nosso ver, deve, por enquanto, ser ineluido no grupo dispar.

GRUPO NAO ACIDIFICADOR DA MANITA

A acidifieacfio ou ndo da manita é das provas mais usadas em labora-
t6rio para diferenciscio dos baeilos disentéricos. Dentre os germes gue ndo
acidificam ésse carboidrato, estd eolocado o bacilo de Shiga, que € a espécie
tipe do género e o primeire a ser deserito como agente da disenteria bacilar
do homem.

Até bem pouco tempo, o grupo manita-negativa era constituido por 2
espécies 1 Sh. dysenteriz (bacllo de Shiga) e Skh. ambigue (bacile de
Schmitz), ambas reconhecidas como patogénicas para o homem.

Recentemente, Sacas (1943) desereveu uma série de baeilos que, se-
gundo &le, devem ser considerados como pertencenies ao género Shigella ;
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#ilo patogénicos para o homem, pertencem ao grupo nio acidifieador da ma-
nita, sdo soroldgicamente heterogéneos e nfo #m aglutininas em comum
com as duas espéeies acima citadas. Segundo Sachs, alguns désses germes
j4 tinham sido deseritos, anteriormente, por Large e Sanlearan.

Assim sendo, o grupo formado pelas shigelas nfo acidificadoras da ma-
nita fieou constitufdo pelos bacilog de Shiga, de Schmitz e pelo grupo conhe-
cido como de Large-Sachs, 8 que se aduziram, posteriormente, tipos novos
deseritos por oulros autores.

Shigella dysenieriz (bacilo de SBhiga) — Como j& {0l dito, o bacilo de
Shiga foi o primeiro bacilo disentérico descrito. Foi encontrado pels pri-
meira vez por Shiga (1898), no Jap#o, que o izolou de casos de disenteria
agnuda. Mais tarde, verificagtes de Kyuse, cm 19800, confirmaram os traba-
Thos de Shiga, ficando o germe como espécie tipo do género, sendo o 1inico
bacilo disentérico capaz de produzir exotoxing de aglo neuwrc-enterotdxiea.

Hsse tipo se caracteriza pela acidificagio da dextrose, com incapaci-
dade de agir sébre outros caeboidratos. Assis (1930a) assinalou a capaei-
dade do bacilo de Shige de acidificar a lactose, fato &ste confirmado, recen-
temente, por WorerLEs e Stuart {1040), que verificaram o mesmo, princi-
palmente com culturag conservadas em colegfo por muitos anos.

A espéeie Sh. dysentsriz € soroldgicamente homogénea, possuindo aglu-
{ininas em comum para sg outras shigelas em quantidade muito pequens,
tendo sido relatadas aglutinages cruzadas com a Sh. ambigua (In TorLEY
e WiLgon, 1946) e Sh. alkalescens (WHEBLER e StuarT, 1946).

A preparaciio dos soros aglutinantes para uso diandstico nfo apresenta
difieuldade. Bons soros sdo cbildos facilmente, devendo-se levar em conta
gue o germe é muito téxico para os coelhos, motivo pelo qual se deve tatear
a sensibilidade do animal a0 se preparar o s6ro. K germe freqilentemente
encontrado no Oriente e, raramente, nos cutros pafses. Intre nds, existe
certo desachrdo quanto & freqiiéneis désse germe. Mewponga {1031) da
uma incidéneia de 21% ; Aragfo e Limite Rismrro (1945), em criancas,
de 13,87, ; RanceL Pesrana e Faraco (1942), em 1.356 exames posi-
tivos para bacilos disentéricos, o emeontraram em 2% dos casos. Nas
nossas verificactes, a incidéneia désse germe estd muito abaixo de qualguer
uma das acima citadas, sendo a freqiincia por nds encontrada relatads na
2.4 parte déste trabalho.

Shigellea ambigua (bacila de Schmitz) — Isclade pela primeira vez
por Schmitz, na Ruménia, é bacilo muite semelhante ao bacilo de Shigs,
déle se diferengando pels capacidade de acidificar a ramnose ¢ de produzir
indol de dgua peptonada. Camvareo Liva e Quemoz Trires (1940) assi-
nalam a eapacidade désse germe de produzir hidrogénio sulfurado, conforme a
peptona usada no meio, Soroldgicamente, é homogéneo, tendo Bovp (1935)
descrito a existénein de 2 antigenos : tipo-especifico e de grupo. Nio resta,
hoje em dia, a menor divida quanto & aglo patogénica désse germe para a
espéele humana e &le tem sido encontrado em varias partes do mundo.
Em S#o Paulo, Ranvcen Pestana e Faraco {1942}, em 1.356 exames posi-
tivos o encontraram 53 vézes; no Rio de Janeiro, Arsacio ¢ Lerrs Ri-
BERO (1945), em 65 exames, encontraram 4 vézes & Menponga (1931),
em 1,89, dos casos.




82 REVISTA B¢ INSTITUTC ADOLFO ILUTZ

Grupro Large-Sacas — Todos que estio familiarizados com a bacteriolo-
gia intestinal fregllentemente encontram germes ecom caracteristieas bio-
morfoldgicas do género Shigello, incapazes de acidificar a manita, mag que
nio sio aglutinados pelos soros dizgnédsticos Shiga ou Schmitz.

SacHs (1943), realizando estudo sistemético de todos baeilos manita-
negativa isolados das fezes de individuos com perturbagies gastrintestinais,
chegou & conclusfio de que, dentro déste grupo, existem pelo menocs 8 tipos
sorolégicos, além dos cldssicos bacilos Shiga e Sehmitz, Alguns dos germes
estudados por ézse antor J4 tinham sido estudados, anteriormente, por Large ;
dal, o grupo ser conheecido como de Large-Sachs.

CrigrenseN e GowsN (1944) trabalhando no norte da Africa, e GoBER
e colab. {1944), nos Hstados Unidos, deserevem novoes tipos de bacilos di-
sentéricos, pertencentes ao grupo manita-negativa. Mac Lexwan (1945),
revende grande nimere de germes désse grupo, encontrou, além dos fipos
de Sachs, outro tipo nove. WaussLer e Svuarr (1946), fazendo a revisfo
nesse grupo, concluem que os tipos Large-Sachs Q771, Q1.167, 9454, Q1.080,
Q909 possuem propriedades blomorfoiogleaﬂ que permitem sua incluse no
género Shigelle ; o tipe Sachs Q771 6 idéntico & Sh. grabinotarda A de Cris-
tensen e Gowen e & Shigella sp. G8.524 ; concluem ainda que o tipo Q1.167
¢ idéntico & Sh. wrabinotarda B de Cristensen e Gowen. Os tipos Sachs 1 e
B 105 nio se incluem no género por serem mdveis, produgirem gds, utili-
zarvem radical eitrato como fonte de carbono. O tipo A 12, produzindo gis
sdmente na glicose, deve ser excluido do género, & nfio ser que sejam demons-
tradas as suas relacdes com tipos soroldgicos id existentes, ou que se evi-
dencia = existéncia de variantes anaerogénicas. Por sus ves, descrevem um
novo tipe manita-negativa, indol-positive, Shigello sp. 1.831.

Repetimos o trabalho de Wheeler e Stuart em nosso Laboratério com
amostras que nos foram enviadas pelo primeiro ¢ chegamos & conclustes
idénticas.

J4, anteriormente, tinhamos verificado (1948b} que as provas bioqui-
micas para separaco de tipos neste grupo, em geral, s&o insatisfatdrias.
Resultados rdpidos e segures foram obtidos com soros tipo-especificos, por
meio de aglutinacfo em l&mina, para identificagfio dos vdrios tipos de shi-
gelas do grupe manita-negativa.

B desnecessdrio encarecer a importincia de usarmos os métodos de
identificacio soroléglea sempre que tivermos de proceder & identificacHo
de bacilos disentéricos do grupo manite-negativa. Como j4 assinalamos
(1948b), reclassificando amostras rotuiadas como bacilo de Shiga, somente
25%, realmente eram Sh. dysenierize, ao passo que as restantes foram clagsifi-
cadag como Shigella Sachs Q771 Igualmente, Rangsn Pesranva e QUEIROZ
Terrms (1947}, realizando um estudo com amostras de shigelas manita-nega-
tiva, 86 puderam separar o bacilo Shiga do tipo Q771, por meio de provas soro-
[égicas. Tivemos também a cportunidade de verificar 0 mesmo em nosso la-
boratério, constatande, ao mesmo tempo, que o achado do bacile Sachs
Q771 coincidia com perturbages gastrintestinais, variando de enterite leve
até forma aguda de disenterias baeilar.

Além do tipe Sachs Q771, isolamos, de 3 easos de disenteria bacilar
tipica, um germe que, pelos seus caracteres bioguimicos e soroldgicos, fol
identificado como sendo Shigelle Sachs Q454. Dois désses pacientes resi-
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diam na mesma localidade, sendo que de um nos fol dado scompanhar a
evolucio da moléstin. Apresentou todos os sintomas de disenteria bacilar
aguda, com guadro muito tdxico, apesar de ser adulto muito bem consti-
tuido, tendo todos os sintomas regredido, rapidamente, com itratamento
pela sulfaguanidina.

Num tereciro paciente, obtivemos sangue pars provas de aglutinagio,
aue foram positivas até o dilnicdo de 1/160.

Trés amostras, que nos foram enviadas pelo Servico Espeelal de Sande
de Arsgraquara, também foram identificadags como sendo Shigelle Sachs
454,

Verificamos gue, em Sdo Paulo, além dos cldssicos bacilog de Shiga
e de Schmitz, existern pelo menos 2 tipos de Shegella Sachs, sendo, portanto,
Indispensdvel proceder, como rotina, & identificacio soroidgica de téda shi-
gely manita-negativa,

Ingistimos va identifieacdio soroldgica do grupo manita-negativa, ainda
por razoes de ordem terapbutica. De todas as formas de disenteria bacilar,
a Gnica que ainda &, até hoje, algumas vézes tratada pela soroterapia espe-
cifica é a eausads pelo bacilo de Shiga. Sabendo-se que ésse germe pode se
confundir com outros bacilos disentéricos do grupo manita-negativsa, a ad-
ministracio do sore, além de indtil, pode ser prejudicial. Além do mais,
o conceito de maior toxicidade do bacilo de Shiga precisa ser revisto, ums
vez que n confusdo com os fipos Bachs QTV71, Q454 e Q1.030 invalidam a
maioria dag conclusdes sdbre malor patogenicidade do bacilo Shiga.

Em nosgso laboratério, admitimos como tipos de shigelag ndo fermenta-
doras da manita as seguintes :

Sh. dysenleriaz

Sk. ambigua

Sk, Sachs Q771

Sh. Sachs Q1,167

Sh. Sachs Q454

Sk. Sachs Q802

Sh. Sachs ©1.030

O tipo Shkigelle sp. 1.831, assim como o descerito por Mac Lennan, nfo
foi ineluido porque ainda nfio houve cenfirmacio de seu achado em ocutros
lugares.
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22 Parts

MATERIAL DE ESTUDO

O material com que trabalhamos pode ser dividido em 3 grupos : 1.9)
fezes de criancas de 0 a 3 anos com perturbages intestinais; 2.°) fezes
que nos foram cnviadass para pesquisa de germes patogénicos e 3.°) fegzes
de doentes com diagndstico clinice de enterocolopatia crénica.

Todos os exames foram realizados na secgfio de Coprocultura do Insti-
tuto Adolpho Lutz {aboratdrio de Sadde Pdblica do Estado).

1.» Gruro:

Fol nossa finslidade, ao estudar 8sse grupo, ndo sé analisar a incidéneia
das shigeloses na primeira inffineia, como também comparar métodos e
verificar & freqiiéneia das shigeloses em criancas.

Cada exame era dividido em 3 partes, a saber:

1.2} Colheita direta no reto, por meio de bastfo ; semeadura imediata
em uma placa de dgar 8. 8. e uma placa de dgsr eosina-azul de
mefileno,

2.°) Semeadura de fezes logo depois de emitidas, em solucfio salina gh-
eerinada tamponada e assim transportadas para o laboratério.

3.%) Fezes transportadas “in natura” para o laboratdrio e passadas pars
placas, num tempo varidvel de 4 & 6 horas apés a emissfio.

Para cada material semeado, usamos 1 placa de dgar 8. 8. e 1 placa
de dgar eosina-azul de metileno ; o isolamento e a identificacio obedeceram
ao critério deserito na parte de métodos,

Usando ésses processos, além de verificar incidéncia das shigeloses em
criangas, pudemos coligir dados gue nos sfio importantes ;

1.%) Comparar o valor do exame, pelo bastfo, com relacio a fezes emi-
tidas naturalmente,

2.°) Verificar se o transporte de fezes “in natura” prejudica o exame,
desde que a semeadurs seja feite num maximo de 6 horas apds emissio.

3.2} Comparar o valor dos meios de culfura usados por nds.

Nesges 307 exames, conseguimos evidenciar a presenca de bacilos di-
sentéricos em 28, o que nos d4 uma porcentagem de 9,19} de exames posi-
tivos, assim distribuidos por espécie encontrada :

Shigella sonnei r 12

Shigelle poradysenterie : 9

Shigella alkalescens @ 6

Shigella ambigue @ 1

Apesar de & pesguisa ter sido feita usando téenicas t80 variadas, encon-
tramos incidércia baixa de bacilos disentéricos. Trabalhos antericres feitos
no Brasil mostram maior freqiiéneia da disenteria bacilar em criancas por-

tadoras de afecgdes infestinais. Anragio e Lmru Ripmmro (1945), ne Rio
de Janeiro, em 265 casos suspeitos, puderam identificar o bacilo disenté-
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rico como causa etioldgica da doenga entérica, em 32,829, Em trabalho
anterior (1945), em 200 casos de diarréias infantis, obtivemos porcentagem
de 16,59 de easos positivos para bacilos disentéricos. Faria e Pacmeco
(1923), em 20 criangas com perturbagdes intestinais, de 15 isolaram germes
do grapo disentérico. .

Essa porcentagem, relativamente baixa, de enterites por Shigella deve
ser devida zo fato de tirmos examinado fezes de criancas eom gqualquer
perturbacio entérica, mesmo quando, j4 de antemfo, podiamos afastar,
quase com certesza, a etiologia bacteriana, fato 8ste que nos permite consi-
derar que nossa verificacio mostra slta incidéncia da moléstia na primeira
infancia.

i

Corasrra pireTa : Usamos o processo preconizado por Harpy ¢ Warr
{1944), que consiste em se introduzir, no anus ds erianga, uma cénula de
borracha, com a ponta em bisel, lubrificada em vaselina e passar, pelo ori-
ficio da cénula, um estilete metalico com a ponta envolvida em algoddo;
imprimir movimentos ao estilete de modo a fazer ligeira massagem na mu-
cosa retal ; rvetivar o bast@o e passar a ponta engastada em algodio nas
placas para isolamento.

As placas devemy ser aproveitadas em tdda a superficle, evifando-se
passar o estilete 2 vézes pelo mesmo lugar, para que se obtenham eolénias
bem isoladas, semsando primeiro a placa de dgar 5. S.

(Os dados comparativos foram os seguinies:

Culturas positivas : colheita direta ... ... .. ... ... 759%

Culturas positivas: das fezes .. ... ... ... .. .. ... ... 579%

o que mostra uma grande superioridade para o método de colheita direta.

TRANSPORTE DE FEZES ‘‘IN NATURA” ¥ EM SOLUGAD SALINA GLICERI-
NAPA TAMPONADA I

Dada a natureza de nosso laboratérie, recebemos sempre fezes trans-
porfadas “in natura”, o que € desaconselhado peln maioria dos autores,
O exame é, em geral, iniciado numa média de 6 horas apds a colheita, mo-
tivo pele qual procuramos verificar se dsse lapso de tempo seria muifo pre-
judicial. Comparamos as semeadurss feitas da glicerina tamponada (sol.
ghicerina 309%,), onde as fezes eram colocadas, logo apds serem emitidas, e
as semeaduras das fezes transportadas para o laboratdrio e, af, semeadas
4 a 6 horas apds emissdo.

Oz resultados foram os seguintes :

fezes transportadas em glicerinag 579, positivas

fezes transportadas “in natura” 579, positivos

o que mostra, dentro déste perfodo de tempo, nio haver vantagem de um
ou outre método.

VALOR DOS MEIGS DE CULTURA USADOS :

Comparamos exelusivamente og melos de 4gar S. 8. e eosina-azul de
metileno de Holt-Harris-Teague.

Como era de esperar, o primeiro apresentou grande vantagem sébre
o segundo. Obtivemos 89,3% de casos positives do meio dgar S, 8. e s6-
mente 57,1%, do meioc H. H. T.
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Comeo € sabido, o meio de dgar 8. 8. possul substédncias bacteriostdticas
que impedem o desenvolvimento da 8k alkalescens. Na nossa verificagfo,
por 2 vézes, a Sh. alkalescens 6 fol isclada do meio H. H. T. dos 6 casos
positivos para essa bacidria. Quanto 3s outras shigelas, sé vma vez isola~
mos um baeilo sonnei do H. H. T. sem ter sido evidenciads sua presenca
no meio dgar 3. 8.

Sabemos que o ndmero de casos por néds estudadoes, principalmente os
positivos, € pequenc para que possamos tirar conclusdes mals precisas.
Nossos resuliados levam-nos a acreditar que a eolheita direta é muito su-
perior a0 exame de fezes emitidas naturalmente, apresentando ainda a grande
vantagem de, dada sua simplicidade, poder ser realizada & qualquer mo-
mento.

Quanto 4 escolha de meics, sempre & necessdrio usarmos 2 tipos dife-
rentes, o que justificamos na perte referente aos métodos.

Por tltime, a titulo de curiosidade, vamos transcrever os dados que nos
foram fornecidog pelo Hospital da Cruz Vermelha de Indiandpolis s6bre a
mortalidade no grupo pertador da enterite bacilar ;

Sh. paradysenterie 1
De 28, faleceram 5 < Sh. sonnet 2
Sh. alkalescens 2

sendo interessante notar que a mortalidade mais elevada fol noe grupoe Sh.
allcalescens, considerando que o germe estava presente num mimero muito
menor de casos.

2.° GrUPO :

0 2. grupo analisado compreende exames reslizados na sec¢io de co-
procultura do Institeto Adolphe Lutz, de 1946 até o 1.° semestre de 1650,
para evenbual diagndstico de moléstia entérica de etiologia bacteriana,

O material nfo se prestava muito para avaliar, com exatidio, a freqiién-
cia da disenteria bacilsr entre ndg, porquanto grande ntimerc de exames
feitos ndo tinha a menor suspeita de moléstia microbiana. A maioria dag
fezes examinadas nfio apresentava nenhuma das caracteristicas comuns das
fezes de doentes de disenteria baeilar {muco e sangue), sendo, em geral,
fezes moldadas. No entretanto, dado o némero razodvel de exames que fo-
ram feitos, pensamos que os resuliados sSo interessantes pars avalisr a
freqiéneis dos virios tipos de bacilos disentéricos, num perfodo de 4 anos e
meio para um total de 5.211 exames.

Infelizanente, dada a natureza de nosso servico, difieilmente consegui-
mog obter dados Teferentes acs pacientes, de modo a poder relacionar o caso
clinico ao exame de laboratério.

Examinamos fezes de individuos residentes na cidade de S#o Paulo e
arrabaldes. O material para exame foi-nes enviado sem sabermos o tempo
que mediou entre s emissfo das fezes e o infcio do exame. Nunca recebe~
mos fezes J4 semeadas em Hgilido eonservador. A técnica que empregamos
estd deserita, detalhadamente, na parte referente aos métodos.

No quadro estdo tabelados os resultados.
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QUADRO 12
rcrr——
1846 1947 1448 1949 1950 Total
Pos. | Nez.j Pos. | Neg.d Pos. | Neg.f Pos. | Neg] Pos, | Neg.| Pos. | Neg.
Tipo I 5 ¢ 4 2 5 16
Tipo I1 9 20 29 28 T T
Tipo Iif 3 2 3 15 7 30
8h. parodysente- T T
P e Tipe IV 4 5 4] ki) 28
Tipo 'V 5 2 2 2 ¢ ——;;
Tipe V1 2 ol 4 12 2 ]
Tipo ¥IT [ ] 0 4 9 !
Tipo VIII 1 H i 0 m__ G 2
S Paradsente: 8¢ 0 0 0 ol 13
Sh. alldescens, 12 m;é_w 2% o i1 9 73 WHM
S, tietd ... .. 5 3 18 13 B Y
Sh. sonnei ... 9 30 30 i 12 166
Sk, dispar ﬁm 2 4 ¢} ;m 8 21
Sh. dysenterde, | 4 1 %1 - il t] [ T
Sh. ambigua .. & 7 3 4 i 14
8h, sp. Sachs - ”
[ ¢ EIN [ 3 0 0 1] 3
Sk, sp. Bachs -
Q454 ... .. 0 | G [t} I 2 4
Totel. .. 83 | 1os0] 85 | o35 | 120 Javns | ums | ves | w2 | aar | aer | amidf
Total de exames i 5211

* 18 amosiras de Sk, paradysenieria que nioc foram tipadas.

O exame do quadro fornece dados interessantes : verificamos que foi
encontrada a mailoria dos tipos de bacilos disentéricos até agora descritos,
inelusive alguns dos bacilos tipo Sachs. Como era de se prever, o maior
nlmero de casos positives pertence ao grupo da Sh. paradysenieriz e, a se-
guir, ao da Sh. sonnei ; o hacilo de Shiga foi raramente encontrado.

Dentro do grupo paradisentérico, com excecfo do tipo II, verificamos
flutuagdes de ano para ano, notadamente nos tipos III e VL.

No quadro seguinte colocamos em grifico a incidéncia por meses nos
VArios anos.
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3.2 Gruro

0 3.0 grupo refere-se a doentes internados no Hospital da Clinicas da
Universidade de S80 Paulo, com disgndstico de moléstia intestinal crdnica.
Ainda hoje se discuie se, em certas afecefSes intestinais erdnicas com exame
positivo para bacilos disentéricos, o germe ¢ o agente etioldgico da afeccfio
intestinal, ou se o doente é Unicamente portador de germes, como é o eago
do bacilo tifico. Na 3.* edigfio da obra “Topley and Wilson's Principles of
Bacteriology and Immunity®, revista por Wirson ¢ Minrs (1946}, encontra~
mosg a afiroativa da existénels de portadores sfos de bacilos disentéricos,
admitindo éles também a existénela de enterccolopatias crdnicas, causadas
por bacilos disentéricos. Warr, Harpy e Drcariro {1942) acham que, nas
regifes onde a moléstia é endémica, o nimero de portadores sfos pode ser
relativamente alto, tendoe os autores encontrado a cifra de 3,8%.

Frispy (1945) nao copcorda com a existénela de portadores sfos
para 8le, todo portador de bactlos disentéricos ¢ um doente e a ausénela de
sintomatologia clinica ndo € de valor absoluto, porquanto &sses individuos
quase sempre apregentam hiperplasia dos nddulos linfdticos intestinais,
inflamacgio ou uleeracio da mucosa intestinal. Somente em slguns casos,
em que o germe izolado foi a Sh. alkalescens, ndo encontrou lesSes intesti-
nals.

Assrs (1937), em 163 pacientes portadores de retite créniea, isolou, de
38 déles, bacilos do grupo Flexner. Chama a atengfio para a alta porcenta-
gem de exames positivos e para & melhora désses pacientes, com tratamento
pela autovaeina.

Praticamos exames de feres seriados em 100 doentes internados no Ser-
vigo de Gastrenterclogia do Hospital das Clinicas da Universidade de Séo
Pyulo, sempre um minimo de trés, com intervalos de uma sernana, em feges
omitidas normalmente, fezes purgadas e, quando possivel, por colheita
direta no reto, realizada segundo a téeniea de Frisen (1M5) (42 vézes).

Em 23 doentes, pudemos evidenciar a presenca de baellos disentéricos
nas fezes. Agrupamos, num quadro, todos os casos positives, juntamente
com o8 exames que foram realizados.
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QUADRO 14
v
N Fregiéncia do | Col. Aglutinagho
Nome Disendstice Chniso aparcciizente do Cerme isolado
&%, Zerme retall sangue doente
13 C8 Enterocolite fermontativa, 6 | 34080 + 10 Sh. olkalescens
2 BV, Enteraeolite fermentativa. 7170 -+ 1 1320 8h. flexner
3 H.OL Enterocolite fermentativa. 8 | 2o-4r. e | 3[B20G 8h. jflexner
1.0 Flexner -— 1 Flexner 1740 Sk, Jelzner
4} AP, Enterocolite fermentativa, | ¥1 | 9.0.30.0-130. Al
kales. Alkales. 180G Bh. alkalescens
5 AR, Fnterocolite fermenitativeg, 8140 — i Sk, diapar
6y J.ML Enterocolite fermentativa. 8| Lo-de T 0 &k, alkalescons
7 ALE 1 Enterocolite fermentativa. 4 |30 ngo | 0 Sh. alboelegcens
mé-ﬁ) AL Enterocolite fermentativa. 7] 4o - | 1/160 Sh. flexner
a3 AA, Euterocolite psicogénien ., g | F.oud0.530.0,5.7.0 . 1/180 Kh, alkalsscens
16) T.M. Enterocolite psicogénica ., mlﬁ_ So-1de - 8Bh. alkales. _
1640 Sh. ollealeseons
8 Sh, sonnei o
foi feito Sh. sonnet
14 T8 Fntercrolite psicogdniss || 3 Lee-3s 1;;'1:% Nio foi feito &Hhe alfcaicscen;
12y 8.5 W:E;;eroaolite psicogénien . . § | 1o-3omge — ift60 Bk, dispar
13) L.P. Enterocolite paicogénies .. 4110 nio | Nic fol feife 8. disper
14) 8.8, Enterocolite psicogénies .. g 3e nio | Nic fol feito ) 8k. sonnei
15 ER. Enterocolite simples. . ... . 3 4 le-Re pao i Nie fol feito Sh. Jlecrer
;é} JU Enterocolite simples. ... .. 5 Ledemesetoe | T ]
5.0 e i 17640 Sk, flexner
17y AZ. Enterogolite simples, ... .. 5 &3.0 nin €J Sh. dispar
;é} AAé Schistvzomose ..., .. ..., 7160 + | Nio fol feito &k, Jexner
19} J.G. | Entorocolite alérgicn ... | 3 | 2o-35 | ndo | Neo foi faite | Sh. alkalescons
20r R.F. Euterocalite alérgion ... .. 3} 2080 nfo | Nio fol feito &k, alkalescens
_23} BRS. | Euterocolite aldrgion .. ... 8 | 2.0-30-40-55-80 o+ | 180 8k, dispar
22y ARB. | Polipose intestinal ....... 5 | o n#o | Nio fol feifo Sk, alkalescens
23) BE. J, Enterocolite carencial .. .. 6§ tagoe -— | Nao fol feite Bh. sonngi

Analisando o guadro, verificamos que, por 2 vézes, foram encontrados
2 tipos diferentes de hacilos disentéricos no mesmo paclente ; em 60 dos
easos, o achado do mesmo bacilo se repetin por mais de wmna vez, havendo
periodos em que ndo era possivel o isolamento do germe. Esse fato foi mui-
to caracteristico com um paciente em que foram realizados 15 exames, sendo
0s 3 primeiros positivos, depols, uma série negativa, para tornar-se positivo,
novamente, na 9. cultura ; déste paciente, nag 6 vézes que fol isolado um
bacilo disentérico, sempre foi do mesmo tipo (Sh. paradysenteriz tipo II).
A colheita direta no reto nio trouxe vantagem. Somente em 2 casos ¢ ger-
me foi igclado do material cothido do reto, sem antes ter sido isolado das

fezes.
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Dos casos em gue fol possivel pesquisar aglutininas no sangue, encon-
tramos, em alguns ttulos, sanglineos bastante significativos, principal-
mente quando o germe encontrado nas fezes pertencia ao grupo paradisen-
térico.

Diante désses resultades, mostrando poreentagem alta de baeilos di-
sentéricog nas feses de doentes com enterocolopatias crdnicas e aglutininas
no sangue, aecreditamos que um baeilo disentérico pode ser responsfvel
por moléstia intestinal crémica. Também nfio podemos excluir a hipdiese
de existirem portadores, seia em casos de doenega intestinal ou de portadores
sdos, como i nos fol dado observar num caso sem sintomatelogia intestinal,
no qual isolamos, por perfodo de um ane, sempre o mesmo germe (Sh. para-
dysenterize tipo 1V). Essa verificagfo mostra a importdnela que ésses do-
entes podem ter, como disseminadores da moléstia.

Desta pesquisa, achamos importante assinalar que um dnico exame
nfio basta para avaliar a freqiiéneia dos bacilos disentéricos em individuos com
doenca intestinal crémica ; nossa experifnela mostra que 880 necessarios
pelo menos 3 culturas seguidas, realizadas com intervalos de uma semana.

MEIOS DE CULTURA EMPREGADOS

GLICBRINA-CLORETO DE SODIO TAMPANADA

Glicerine .. e 300 cm?
Cloreto de sO0dI0 ... ..o 6,0 g
Fosfato dipotdssico {anidro} ... ... ... ... ... ... ..... 31z
Fosfato monepotdssico . ... .. . e 1,0 g
Agua destilada . ... 700 cc
P 7,8

(Connecticut Bureau of Laboratories)

Horr, Harri & Traeur {[SOLAMENTO DN GERMES INTESTINAIS)

Extrato de carne .. ... ... 50 g
Pepona . ... e 10,0 g
Cloreto de sédio ... ... .. . 50 g
Agar 150 ¢
Agua destilada .......... . ... . ... ... 1000,0 em?
Sol. lactose-sacarose, esterid (109, de lactose e 109, de

BACATORE) .« .« oottt e 50,06 em?®
Sol. de eosing amarela a 3%, esterill ..., .. ... .. ... 13,3 em?
Sol. de azul de metileno a 0,55 esterit . ... . ... .. .. 20,0 cm?

Dissolver o extrato, a peptons ¢ o cloteto de sédio na dgua, aquecendo.
Ajustar ao pH 74, Autoclavar, a 121.2C, 30 minutos. Filtrar em algoddo.
Completar o volume de 1.000 em?®. Distribuir 750em?® em baldes de um Ii-
tro. Esterilizar a 1200C, 30 minutos. No momento de usar, fundir 5 base
¢ ajuntar, para cada balfo de 750cm?® de base : 37,5em? da solugio lactose-
sacarose, 10cm? da sol. de eosing & 15em?® da sol. de azul de metileno. (A
solugfio de lactose-sacarose deve ser esterilizada por filtragio ¢ as solucbes
dos corantes, pelo aguecimento a vapor corrente, 20 miputos). Agitar e
distribuir em placas.

J. Infect. Diseases 1918, 18 : 506.
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8. 5. Acar

Exfrato de earne Difeo ... ... o oL 50 g
Proteose peplona .. ... .. ... il 50 g
Laclose . ... 00 g
Sal billar (n.° 3) Difeo .. ... 86 g
Citrato de s6dio .. ... ... i, e 85 ¢
Tiossulfate de sddio ... ... .. . L L 85 g
Citrago férrico ... .. . .. . 1,0 ¢
Agar e 170 ¢
Solugdo verde brilhante 059, ... ... . ... . L 0,066 em?
Vermelho neutro. . ... ... ... i il 0,025 em?®
Agua destilada . ... ... . oo 1000,0 cc

1.2} Junte todes os ingredientes, menos 08 corantes e o ecitrato férrico
a 250 cc de dgua fria.

2.} Dissolva o citrato férrico e o vermelhe neutro em pequena guanti-
dade de dgua. Aqgueca, ze for necessdrio.

3.°) Aquega T50cc de dgun destilada até fervura e junte a mistura de
dgar, com constante agitacfo.

4.9 Aguega até ferver, por 1 ou 2 minutos.

5.2) Junte citrato férrico e corantes. Misture bem.
6.°) Ajuste pH a 7,0,

7.2} Distribua eonforme neecessidade.

(Michigan Dept. of Health)

TrirLiCcE AGUCAR MODIFICADO

Extrato de earne .. ..ot 30 g

Peptona . ... .. . 50 g

Lactose ... e 10,0 ¢

BACATOBE . . 100 2

Dextrose . e e 07 ¢

Sulfato fervoso ... ... 02 g

Clstina . ... 0,15 g

Agar Bacto ... o L4 g

Cloreto de 88dio ... . . i i 50 ¢

Indieador Andrade ... ... ... .. . ... 30,0 em?®
Agua destilada q. 5. Do 1000,0 cm?®
PH 7.4.

Preparacio : Dissolver o dgar, a peptona e ¢ exirato de carne em
800 om?® de Adgua, em banho-maria. Dissolver o sulfato ferroso em
50 em? de Agua e a cisting em 2 em? de golugio normal de dcido eloridrico,
a gquente. Ajuntar estas 2 solucdes, os agleares e o Indicador & solugfo
de dgar. Completar o volume com dgua destilada.
Ajustar o pH 7,4

(Modificacio de E. Rugal — nfo publicads).
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Hiss-Mero seMI-S0LIDO COM CARBOIDRATO B INDICADOR

Estrato de carne ... . i 1,0 g
Peptona ... ... 10,0 g
Gelabing .. . e 40,0 g
Cloveto de sédio ... .o i 2,0 g
Gelose ... e 80 g
Agua destilada . ........... .. ... 1000,0 cm?
Sol. fenol vermelho 0,29, ... .. ... ... 10,0 g
Carboidrato ... ... ... 10,0 ¢

Dissover o extrato de carne em 200 cm? de dgua. FEsterilizar a
121.°C, 20 minutos. Esfriar, semear com B. colf e incubar 24 horas, a
37.°C. Aquecer 10 minutos em autoclave, a 120.°C, para esterilizar.
Ajuntar o resto da dgua e os ouiros ingredientes, menos o indicador e
o carboidrato. Fundir em autoclave a 120°C, 20 minutos. Ajusiar o
pH 7,4 com carbonato de s6dio normal. Precipitar a 123.°C, 10 minutos,
Filtrar em agoddo. Completar o volume de 1.000 em3 Ajuntar o in-
dicador. Distribuir em baldes. Esterilizar a vapor 121.°C, 30 minutos.
No momento de usar, fundir e ajuntar o carboidrato sob a forma de
solugAio a 209, esterilizada por filtragfo.

Muro Sruarr

Fosfato monopotdssico ... ... ... .. ... .. 3,64 g
Fosfato dissédieo .. ... ... . 3,80 g
Urdla e e 8,00 g
Ext. delevedo .. ... ... . 0,04 g
Fenol vermelho 0,029, .. ... .. ... . . .. .. .. 20,000 em?
Agua ..o o 380,00 em?

Dissolver todos os elementos na fgua, menos o indicador. Ajus-
tar o pH 6,8. Ajuntar o indieador e esterilizar por filtragio. Distri-
buir assepticamente Z cm® + em tubos 12x120.

J. Baterislogy 1943, 49 : 437.

SrvMoNs -~ AGAR €ITRADO DE 80DI0 (PARA DIFERENCAR GERMES DE

GRUPO COLI-ABROGENES)
Agua destilada ... .. ... 1000,0 cm?
Agar .o 20,0 g
Cloreto de 86dio ... ... ... .. . i 50 g
Sulfato de magnésio {eristalizado) ................. 0,2 ¢
Fogfato de amdnio ........... ... ... ... .. ... ..... 1,0 g
Fogfato de dipofdssico ... ... . i, 10g
Citrato de sodium anidrol ... ... ... .. ...... .. ... 1,0 g
Azul de bromotimol em sol. alcodhea a 1L,5% ...... 10,0 ¢

Dissolver todos 08 sais na dgua. Ajuntar o dgar. Fundir a 120.°C,
20 minutos. Filtrar em algoddo. Ajustar ao pH 6, 8. Ajuntar ¢ bromo-
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timol. Distribuir em tubos de 16x160. Esterilizar a 120.°C, 20 minu-

tos.
J. Infect. Diseases 1926, 39 : 200.

Duxaam — Agua popTONADA (PES. DE INDOL)

Cloreto de sédio ... .. .. i i 25 ¢
Peptona P. Davig .. ... ... . e 10,0 g
Agua destilada .. ... ... ... .. 1000,0 g

Digsolver a pepitona na dgua, aguecendo. Ajustar ac pH 7, 6.
Dar fervura e ajuntar ¢ cloreto de sédio e filirar em papel. Distribuir
em tubos de 16x160. Esterilizar a 121.°C, 12 minutos.

J. Infect. Diseases 1905, 11 : 309,

Rearivoe pe Emrricng

Paradimetil-amino-bengoaldetdo .. .. ... .. ... .. .. 40 g
Aleool etilico a 96.° ... ... .. 3R0 cc
Aeido cloridrico concentrado .. ... . ... ... ... 80 ce

Cultivar o germe em dgua peptonada, por 24 horas. Estratificar o rea~
tivo 8dbre o caldo de cultura. Se a reacfio for positiva, hi formacio de
um anel vermelho-vicleta.

Crarng B Luss

Peptona Difco. ... ... . 10,0 g
Dextrose ... e 100 g
Fosfato de potdssio bibdsico ... ... ... ..L. 20 g
Agua destilada ... ... ... 1000,6 cm3

Digsolver os ingredientes na dguas. Doesar ao pH 7, 5. Filtrar
Digtribuir em tubos de 16x160. HEsterilizar a vapor corrente durante
30 minutos.

Crarx ® Luss (Prsquisa DO ACETUMETILCARBINCL)

Reagfio de Voges-Proskauer (pesquisa acetilmetilearbinol)

A 1 em? da cultura de 5 diss no meio de Clark-Lubs, junte:
Solugfo eleodlica de alfa naftol a 5% ............. 0,6 em?
Hidréxido de potdssio (sol 409). ... ... ... ...... 0,2 cm?

Agitar. A veagfio é positiva quando aparece uma coloraciio résea,
2 a 5 minutos apds agitagio.

RESUMO

Depeis de breve revise sdbre a literatura brasileira referente s ghi-
geloses, o autor desereve os métodos & o material que usou na execucio déste
trabalhao.
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Usou, como meios de cultura para isolamento de bactlos disentéricos,
o adgar 8. 8. e o dgar de Holt, Harris e Teague. Na identificacdo das bacté-
riag isoladas, empregou provas bioguimicas usuais e, em seguida, aglutina-
¢ho com soros polivalentes e, gquando necessdrio, soros monovalentes. O
método de ebtencdo désses soros assim como a téenica da aglutinacdo fo-
ram descritas  detalhadamente.

Nio pretendendo discutir questdes de sistemdtics hacteriana, divide
0s bacilos dizentéricos em 3 grupos.

Sh, poradysenierize
1.» grupo : manita 4+ lactose — < Sh. alkalescens
1 Sh. tieté

[ Sh. somnei
27 grupo : manita -+ lactose ——
Sh. dispar

[ Sh. dysenteriz
Sh. ambigua
Sh. sp. grupo Large-Sachs

3.2 grupo : manita — lactose -+

Fstudando cada erupo isoiadamente, adota o critério de J. 8. K.
Boyd modifieado por K. M. Wheeler para diferenciacfo dos véries tipos
do grupo paradisentérico. Neste grupo, nfio conseguiu encontrar diferencas
antigénicas entre Sk. paradysenieriz tipo IV e com o tipe descrito como Sh.
swigon e, posteriormente, como Sh. rio, a N0 ser em pPequenas Variaghes nos
componentes anfignicos de grupo.

Adota o eritério de Assis, separando a Sh. feté da Sh. alkalescens, acei-
tando a exigténeia, neste grupo, de varlantes acidificadoras da lactose.

Iistuda o grapo manita-negativa, aceitando, em parte, como bacilos
disentéricos, os tipos descritos por Large e Sachs.

O material estudado pode ser dividido em 3 grupos : 1.7} Pesquisa de
baeilos disentéricos em 307 criangas, comparando o método do bastio retal
com o da semeadura das fezes. Os resulfados foram os seguintes :

Culturas
positivas
Bastdo retal. . .. o 755,
Cultura de fezes ........... e 579,
As bactérias isoladas foram as seguintes:
Sh. sommet .. ... 0oL e 12
Sk, paradysenderise ... e 9
Sh. alkalescens ... .. e e G
Sh. ambigua ... . 1

Dentre éstes, houve 5 casos fatals :
Sh. paradysenteri® .. ... ..
Sh. s0nnel e
Sh. alkalescens . e e

B DD
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2.°) Estuda os resaltados de 5211 coproculturas realisadas num pe-
riodo de 4 snos em fezes com suspeita ou ndo de shigelose. O ndmero de
exames positives foi de 407 ¢ as espéeies enconiradas foram as geguintes :

tipo I ..o o 16

JUR S 97

R 1 30

w IV 28

Sh. paradysenterize .. .. ... S S il

o VI 20

. VED oo 4

o VEIL ... ... ... 2

Nao tipadas ... .. ... .. 18
Sh. alkalescens .. ... . 73
Sh. Heté ... i 50
Sh. s0mmet . e 100
Sh. dysenferiz .. ... ... .., 6
Sh ambigua ... 14

Sh.osp. Sachs Q 771 .

Sh.osp. Sachs Q 454 ... 4

3.7} Estuda = ineidéneia de baetlos disentéricos nas fezes de 100 doentes
portadores de enterolites cronicas. Em 23 deentes, pdde evidenciar a pre-
senca de shigelas nas fezes ; as espéeies iscladas foram as seguintes :

Sh. paradysenteriae .. ... ... e 7
Sh. SORNET | e 3
Sh. allalescens ... .. 8
Y 7 O 5

gendo que, em 2 easos, havia 2 bacilos disentéricos. O niimero de exames feitos
nestes doentes variou de 2 a 15, com intervalos em geral de 1 semana, sendo
interessante notar perfodos longos em que o germe nio podia ser evidenciado.

SUMMARY

In this paper there are given the resulis obtained in the bacteriologic
disgnosis of organisms of the Shigella genera in Sdo Paule, Brazl, corres-
ponding to the work of more than four years. The methods adopted are
desceribed and discussed, underlining the Importance at the present state
of knowledge regarding the antigenic struclure of the organisms under
consideration, with details about the methods for the obtention of the diag-
nostic sera used. |
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Withowt discussing details about the classification of the “Shigella”,
the auther gives the 3 following groups :

[ 8h. paradysenieriz
irst. group : manitol + lactose — < Sh. alkalescens
[ 8h. tieit

[ Sh. sonnet
2nd. group : manitol - lactose — 1
Sh. dispar

! Sh. dysenteriz
3rd. group : manitol — lactose —- 5 Sh. ambigua
l Sh. sp. grupo Large-Sachs

In the differentiation of the components of the paradysenieriz group,
the criterion used by J. 3. K. Boyd, modified by K. M. Wheeler, is adopt-
“ed. It has not been possible to find any antigenic difference between the
Sh. paradysenteriz type VI and the new type described as Sh. rio.
Like A. Assis, the author believes that Sh. #ie#é must be considered as
a new shigella type and admits also the possibility of variants lactose posi-
tive in this group.
His personal observations refer o
1rgt.) The use of the swab method compared with the stool culture
in 307 children with and without clinical diagnosis of diarrhea.

Positive
eultures
Swab L 7557,
Stool culbure ... . . 579,
The positive cultures were :
She SONREL ..o e 12
Sh. paradysenterize ... ... 9
Sh. allealescens ... .. .. 6
Sh. ambigua ... . 1
The death rate was :
Sh. poradysenterise .. ... o1

Sh. SUTMEL . o e e

Bk, allalescens ... .o
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2nd.} From 5.211 stool eultures made during a period of four years,
497 were positive for Shigella. The Shigella types encountered were :

Sh. poradysenterize

Sh.
Sh. tieté
Sh.
Sh.
Sh.
Sh.
8h.

sonnet
dysenterize

ambigua

sp. Sachs Q 771
sp. Sachs Q 454

(type I ... . 16

[ 97

. HI ool 30

s IV o 28

D 11

a VI 20

w VID ..o, 4

VI .............. 2

Notyped .............. 18
....................................... 73
50

100

....................................... 6
......................................... 14
................................. 3
................................. 4

3rd). One hundred patients with chronical intestinal disease. In 23
author was able to demonstrate the presence of a shigella organism in the

stool ;

Sh. paradysenterize
Sh.
Skh.
Sh.

SOnNEr

In two

.......................................

K W =3

]

the

instances there was found more than one shigella type. The stool

culture was made every week and for the same patient was a minimum
of 2 to a maximum of 15. It was interesting that in the same patients the
shigella was not found in the stool for long periods.

Desejo agradecer a colaboracie do Dr. Mdrio Mursa, Dr. José Fernan-
des Poutes e Dr. José Roberto C. Novaes, assim como das auxiliares da
Secciio de Coprooultura do Instituto Adolpho Lutz D. Maria José Faraco,
Ethel Sandoval Peixoto, Orlanda Branco, Renée C. Maugé e da Irmé Ep-
pinghaus, do Hospital da Cruz Vermelha, que fornaram possivel a execu-

cfo  déste trabalko.
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Ao Quinto Congresso Intermacional de Microbiclogia, realizado em
agbsto de 1950, no Rio de Janeiro, apresentamos um trabalho intitulado :
“Saprofitismo do Bicrosporum conis em gatos”. Neste estude, focali-
gamos VArias questdes, que foram ampiamente discutidas no referide Con-
gresso. Admitiu-gse, como possivel, a existéneia saprofitica de esporos, nfo
s6 do Micresporum, ecomo de outros fungos produtorss de tinhas. Tal fato
explicaria o aparecimento de certos parasitos dessas micoses, em regides
onde, antericrmente, nfo haviam sido assinalados.

O seu transporte seria feito por portadores humanos, ou mesmo ani-
mais, no decurso de migragies de povos.

A imigracio seria também uma modalidade désse fato. Em 8ao Paulo,
por exemplo, durante muitos anos, sé¢ se conheciam easos de fave impor-
tados. Depols, comecaram a surgir casos antdetones. Um de nds (. A)
poude, certa ocasifio, estudar 3 meninos portadores de lesdes favosas, bra-
sileiros de maseimento, perém filhos de pals ialiancs. A mae dos meninos,
quando ainda em seu pais de origem, tivera favo ¢ fdra curada, nunca mais
apresentando qualquer lesfo. Para explicar as lestes dos filhos, poder-se-
ia admitir, entéo, que ela se manteve como portadora dos esporog do T'ri-
chophyton  Schoeletnt durante muitos anos.

Um fato também interessante, assinaladoe no mesmo trabalho, fol a
perda do cio por parte dos animais doentes, clo fsse que reaparecia quando
o animal sarava de suas leses.

Entregue para publiescfo em 13 de agdste de 1051,




104 REVISTA DO INSTITUTC ADOLFO LUTZ

Bste fato nos leva a considerar os animais em dieta fisiologicamente
em condictes semelhantes 83 das criangas impidberes, guando entfio sfo su-
jeitas o infecgbes por Microsporum e Trichophylon, agentes das tonsurantes
infantis, cujas lestes desaparecem, expontdnesmente, com a puberdade.

Nos animais, com a supressfo da dieta purificada, surgem, novaments,
os hormobnios sexuais e as lestes desaparecem.

Nas criangas com tonsurantes, estd sendo, atualmente, empregado um
tratamento eficionte com hormdnios, fato que estabelece uma nitida relacio
antagbnica entre hombnio e fungo.

Nestes dltimos tempos, muitos e interessantes estudos vém zendo fei-
fos, permitindo-nos {azer varias suposictes. Assim, observacdes de diversos
pesquisadores, entre o8 quais RoTamaN e colab. (1847), mosiraram que o8
eabelos dos adultos s80 ricog em um feido graxe, o 4cido pelargdnico que
possul acfio fungistdtica. Os cabelos dag criancas, ao contririo, tém &sse
deido em pequena gquantidade, insuficlente talvez para exeresr a referida
aecfio, o que explica, em parte, o aparecimento dag tonsurantes infantfs,

Esses dois fatores, horménios e dcido pelargdnico, existentes nos adul-
tos, possuenm, indiscutivelmente, agfio impediente contra as tinhas fonsuran-
tes.

Qual déles, porém, apresenta malor importdneia? Diffel dizer, pois,
se 0 Acido pelargbnico teve sua aclo provada experiementalmente, como
demonstraram bambém og trabalhos de Vimzanova e colab. (1948), o outro,
o horménio, vem demonstrando seu valor terapdutice j4 hi varios anos,
Verdade que sua aplicacio nio é completamente inofensiva, peis, em diver-
808 casos, tem sido observado nm estimulo dos carascteres sexuals secunds-
rios, traduzidos pelo aparecimento de manifestactes para o lado dos drglos
genitais e glindulas mamdrias, reacbes essas que obrigam a suspensio tem-
poraria do tratamento.

Ainda comeo sujestiio ou lembranga para novos estudos, podemos ci-
tar a possivel acio do deido hialurdnieco, existente na substdneia intercelular
do teeido mesodérmico, a qual deve sua consisténeia viscosa ao referido deido.

As questoes acima lembradas sfo muito recentes e constituem assunto
de intensas investigacfes, razdo porque sdbre elas apenas fazemos considera-
¢Oes muito ligeiras.

Num future proxime, certamente, feremos uma explicagdo du razio
porque 56 ha lesOes tonsurantes nos cabelos das cirangas antes da puberdade.

RESUMO

Como continuag¢io do trabalhio “Saprofitismo do Microsporum conis”,
apresentado ao Quinto Congresse Internacional de Microbiologia, realizado
em 1950, no Rio de Janeiro, os autores fazem agora novas consideracBes
s6hre as possivels causas do aparecimento de casos de tinhas tonsurantes e
do fave. Admitem a possibilidade da existéncia dos fungos responsiveis
por essas micoses em estado saprofitico em homens e animais.




RAQ;&O ALIM. PURIF. COMO FATOR DE APAREC. DE MICROSP. EM cATOs 105

Aventam depois, como proviveis causas naturais de cura desses mico-
ses na puberdade, nfo s6 o aparecimento dos hormdnios sexuals, mas tam-
bém um 4eido graxo, o deide pelargbnico gue, nos cabelos dos adultos, é
4 a b vézes mais sbundante que nos cabelos dag criancas e que surge com a
puberdade.

A qual dos 2 fatores deverd ser atribuida a eura do processo mieoldgico
e gue relagdo apresentam. &les entre si é o que deverd ser esclarecido pelos
pesquisadores que désse agsunio se oeuparem.

SUMMARY

In continuation to the paper entitled “Saprofifismo do Mierosporum
conis” presented at the Fifth International Congress for Mierobiology,
in Rio de Janeiro, in 1940, there are made here new considerations about
the probable eauses of the appearance of tinen tonsurans and foeus. The
authors admit the possibility of the existence of the fungi responsible for
these mycoses, in saprophitie condition, both in man and animal.

They admit, as probable natural eauses for the cure of these mycoses
in puberty, not only the occurence of the sexual hormenes, but also a fatly
acid, the pelargonic acid, which iz from 4 to 5 times more abundant in the
hair of adults than in those of children and which appears with puberty.

Tt is up to the research workers, who are studying this subject, to prove
to which of these two agents there is fo be attributed the cure of the myeco-
logical process and to demonstrate the relation which exists between them.

RESUME

Comme suite du travail nommé “Saprofitistoe do Micresporum canis”,
présenté au Cinguidme Congrés International de Microbiologie, qui avait
et lieu & Rio de Janeiro, en 1950, les auteurs font maintenant de nouvelles
congidérations & sujet des csuses possibles de apparence de finea lonsu-
rans et du ferus. Ils admitent la poseibilité de Vexistence des champignoens
responsables pour ces mycoses en état saprophitique dans 'homme et les
animaux.

Ils présentent, comme causes naturelles probables de la guérison de
ces mycoses dans la puberté non seulement apparence des hormonnes se-
xuels, maig sussi un acide gras, I acide pélargonique qui, dans les cheveux
des adultes, est 4 4 5 {ois plus abondant que dans les cheveux des enfants
et que surgit avec la puberté.

Clest aux pesquisateurs qui s'occuperont de ce sujet d'expliquer 3
quel des deux facteurs devra étre atiribuée la guérizon du procds mycolo-
gique et quelle relation existe entre eu.
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DETERMINACAO DO INDICE DE BELLIER EM OLIOS
VEGETAIS ; SUA APLICACAO NA DOSAGEM DE OLEO
DE AMENDOIM EM MISTURAS

CLEMENTINA AMATO
¢

MARIA ELISA WOHLERS DI ALMEIDA
Do Fnstituio Adolfo Lulz

O Indice de Bellier vem sendo usado, Ultimamente, como um preciogo
suxiliar para a determinacio da porcentagem de Sleo de amendoim, nio s6
emn mistura com Sleo de oliva, como também em mistura com outros Gleos
eomestivels.

Indice de Bellier de um 6leo é, segundo Marcrirn (1939), a temperatura
na gual se inieia g eristalizagfio dos deidos graxos e de seus sais de potdssio,
80 ser o Oleo submetido 4 téenica de Bellier,

J4 Franz ¢ ApLer (1912) mostraram que o método qualitative de Bel-
lier dava resultados quantitativos aproximados na determinagfo de dleo
de amendoim em mistura eom dleo de oliva. Publcaram, confuntamente,
uma tabela, na qual uma determinada temperatura de cristalizacio eorres-
pondia a uma certa porcentagem de dleo de amendoim.

Tssoario (1027) e SErNaciorro (1936) aconselham o Indice de Bellier para
a determinacgio quantitativa aproximada de dleo de amendoim adicionado
a0 dleo de oliva.

O céleulo aprogimado, pelo Indice de Bellier, do 6leo de amendoim
presente em dleo de oliva também € adotado pelo “Manuel Suisse de Denrées
Alimentaires”.

Evers (1937), fazendo uma pequens modificacio na téenica de Bellier,
também afirma que a temperatura de turvacgo é uma medida digna de eon-
fianca da quantidade de dleo de amendoim em mistura com dSleo de oliva,
Fvers ainda affrma que, numa mistura, quando & proporgio de dleo de amen-
doim estd acima de 109, a temperatura de turvacfo do éleo de oliva compo-
nente da mistura ndo tem influéneia aprecidvel no resultado. FEste mesmo
pesquisador ainda apresenta umsa fabela de fempersturas de furvagio de
misturas de 6leo de améndoa eom dleo de amendoim, temperaturas estas
crescentes com a quantidade de dleo de amendoim.

MaremLe (1939), em minueioso trabalho, além de determinar a porcen-
tagem de dleo de amendoim em dleo de oliva, também utiliza o Indice de
Bellier para a dosagem de éleo de amendoim em dleo de linho.

Trabatlic apreseniado ac V Congresso Sul-Amerisano de Quimlea realizado em Limsa, maio de 19351,
Entregue para pubKeacfio s1n 20 de agosto de 1951,
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Yaroun {1943} afirma que o método de Bellier permite avaliar, nio 84
o conteldo de éleo de amendoim em dleo de oliva, como também em outros
dleos como de algoddo, nabo, girassol, milho e apresenta vdrios quadros
eotr 08 Indices de Bellier de diferenfes misiuras.

NaravaNater {1045) também determina, por meio do Indice de Bellier,
a porcentagem de Sleo de amendoim em mistura eom diferentes dleos, entre
élex o dleo de gergelim.

Kmsren (1949} conclui, de suas experiéncias, que o Indice de Bellier

pede ser utilizado na obtencio aproximada da quantidade de éleo de amen-
doim em misturas.
. Com 3 citagio déstes dados da literatura, queremos salientar que o
Indice de Bellier, primitivamente usado eomo constanie caraeteristica do
gleo de amendoim, tornou-se, com o desenrolar das experiéneias e aperfei-
coamento de sua téenica, um método capaz de dosar, smbora aproximada-
mente, & poreentagem de dleo de amendoim em outros dleos,

MATERIAL

Determinamos o Indice de Bellier em dleos de amendoim, oliva, algo-
dao, gergelim, milhe, pataud, soja, castanha de caju e semente de uva e
em misturas, por nds preparadas, de dleo de amendoim eom diferentes dleos
comestiveis.

METODO
(O méiodo original de Bellier tem sofrido modificactes por parte de
diferentes pesquisadores. Adotamos a téenica seguida por Smwvema L.
(1941), do Laboratdéric Bromatolégico do Rio de Janeiro.
Heagentes :
Solugdo aleodliea de hidréxido de potassio a 895 (dlcool etilico & 959)

Acido aecético {1-+3) — Ajustar, convenientemente, esta solucfo, de
modo que 1,25 ml neutralizem 5 ml da solugdo de hidréxido de
potéssio.

Aleool etilico a 709 — Ajustar o grau aleodlico a 15°C,
Técniea :

Transferir, com o auxilio de uyma pipeta, 1 ml do dleo para um frasco
Erlenmever de 125 ml (medir em pipeta com 2 tragos ¢ escoar o Sleo lenta-
mente). Adicionar 5 ml de solucfo aleodlica de hidrdxide de potdssio a 8%%.
Adaptar ao frasco Erlenmeyer um refrigerante de refluxo. Aguecer em
banho-maria fervents, por 10 minuntos. Fsfriar a 30-40°C. Adicionar 50 ml
de dlcool etilico a 709, Agitar. Adicionar 1,5 ml de deido acéiico (1--3),
Agitar. Adaptar ao frasco um termdmetro de 50°C, dividido em décimos de
graun, de maneira que o bulbo merguthe no ligiido. Se houver turvagio,
aquecer, lentamente, em banho-maria, até eérea de 10°C acima do indice
suposto. Resfriar, gradusimente, o fraseo em banho de dgua, da seguinte
maneira : mergulhar, sucessivamente, o frasco, durante alguns segundos,
sempre agitando, retirar e agifar por 10 a 20 segundos., A temperatura deve
baixar lentamente. Tomar, como Indice de Bellier, a temperaiura na qual
ge notar o micio de uma turvacfo.
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RESULTADOS
O Indice de Bellier foi determinade em dleos do coméreio enviados,
para andlise, ao Instituto Adolpho Lutz. Déstes dleos, seleclonamos o0s que
se apresenfavam com caracteristicas normais ao serem submelidos a8 pro-
vas usuais de pureza de um dleo.

a -~ Oleo de amendoim
Determinamos o Indice de Bellier em 62 amosiras de éleo de amendoim.
Os resultados estfo reunidos na tabela 1.

TABELA 1
GLEO DE AMENDOIM

Amostra n.e Indice de Bellier Amostra, n.e Indice de Bellier
o 41,3 82 ... 405
Qo 412 8. 41,0
S 41,8 B, 40,0
4o 420 BB, 41,5
B 420 36, ... 40,2
B, 40,8 3T 397
P 40,2 38 39,0
. S 40,7 36 .. 10,0
1 41,6 4. ... ... 41,0
11 T 413 A1 . 40,6
oo 414 20 40,0
(1 U 429 A3 41,0
/oo 414 44 ... ... 40,1
Mo, 422 4B 40,3
15 e 42.0 6. 10,1
6. 422 4T 30,8
17 415 A8, . 40,0
18 ... 41,0 4. 40.2
W 41,0 BOL 40,0
P S 41,0 5. . 40,0
Al i, 420 520 ... 40,2
Q.. 41,4 L S 40.5
- S 40,2 Bd. ... ... 42,5
24, .. ... 41,4 115 41,5
5. L. 42,5 BG. 42.3
W 41,2 BT L7
Q7. 40,9 5% 413
28, ..., 41,2 B 42,0
0. ... 42,3 GO L 41.6
300 ... ... 425 Bl 40,0
Sl 414 62 .. 41,7
Média ... oo 41,0
Desvio padrlio ... oL ==0,80

Vemos, por éstes dados, que os valores mdximo e minimo do Tndice
de Bellier em dleo de amendoim s8o, respectivamente, 42,5 e 30,7, sendo a
média 41,0 ¢ o desvic padrio 4+ 0,80,

Consultando a literatura ao nosso aleance, verificamos que MarciLe
(1939) apresents, para o Indice de Bellier de dleo de amendoim, ums varia-
¢do de 38 a 41°; Yalour d4, para dleos argentinos, ¢ minimo de 39,5 e 0
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méximo de 42°; em “The Extra Pharmacopeeia” de MarTINDALE (1943), a
variagiio é de 38-41°. Os nossos resultados sfo ligeiramente mals altos,
aproximando-se mais dos dadoes de Yalour. Iste autor, porém, apresenta o
resultado de B amosiras, 20 passo gue o nimero de determinagdes por nos
realizadas permite uma apreciagio mais significativa. Quanto aos oufroes
autores, apresentam apenas os valores méximo ¢ minimoe, ndo especificando
o ndmero de amostras.

b — Oleo de cliva

O Indice de Bellier foi determinado em 77 amostras de dleos de oliva,
estando os resultados englobados na tabela 2.

TABELA 2
OLEO DE OLIVA

Amostra n.e Indice de Bellier [ Amestra n.° Indice de Bellier
]
B 142 40, . vy
2. 14,2 41 141
B 14.8 49 15.1
Ao 13,6 43.. ... 14,2
B 15,8 4 16,4
S 18,4 T S 17,5
T 14,5 6. 142
8 14,9 a7 16,1
oo 13,2 A8 12,4
... 13,2 49, i5,0
oo, 15,0 50 14.4
12 0 17,0 157 5,2
13,............ 18,0 52, .. ... ... 25
14, ... ... 17,4 83 ... ... 16,4
15, ... ... .. .. 17,8 B 67
L 19,5 ... 14,6
17 16,0 8. ... ... 14,7
18, o 18,5 BT . 16,7
T 16,8 B8 . 170
200, 16,6 B9, . 18,0
T 17,6 60 14,6
22 182 61 . 14,5
23 175 82 ... 185
240 17,5 63 .. ... . 14,3
9. . 154 64 .. ..., 186
P S 17,8 i 18,7
AT o 18,9 66. ... ... .. 17,7
DR 42 67 194
2. .. ... ... 13,0 68, ... ..., 175
B0l 7.8 8. 17.2
L. 16.0 T 115
39 6.0 TLo 15,2
B3, ... 187 - 15,8
B4 14.3 TR g 15.4
35 ... 14,1 TA 16,3
BB 17,8 TH.o 148
B7. . 147 T 17.0
38 4.8 T 15,2
3. 156 !
Média ... ... ... ... . .. 16,1

Besgvio padrio ..., ... .. .. 41,71
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De acdrdo com as nossas determinacoes, o Indice de Bellier de 6leos
de oliva apresentou o valor méxime de 19,5, o minimo de 12,5, a média 16,1
e o desvio padrio de + 1,71

Marcinne (1939) apresenta o resultado de um grande numero de amos-
tras com os valores extremos de 9,5 e 19. Apesar de MarciLe (1939) e L.
Sveira (1941) acharem excepcional o indice 19, encontramos, além de uma
amostra com 8sse valor, maig 3 acima déle (19,3 ; 19,4 e 16,5). Em contra-
posicio, 0 nosso minimo 12,5 é bem mais elevado que o encontrade por
Mareille (9,5).

J& Yalour d4, para 18 amostras de dleo de oliva, os valores méximo e mi-
nimo de 17 e 14, respectivamente.

¢ — Oleo de algodio

Determinamos o Indice de Bellier em 32 amostras de dleo de algodio,
estando os resultados reunidos na tabela 3,

TABELA 3
GLEO DE ALGODAO
Amostra n.° Indice de Bellier Amostra n.e fadice de Bellier
| S 18,7 ) ¥ 18,6
. 19,3 18,0 ..., 19,9
S 19,3 T TR 20,0
4o 19,3 20.. ... .. 20,6
B 206 - 1 DU 19,7
€, 20,8 2. 20,7
Y 21,3 23. ... ... 20,4
B 212 Do 19.5
G 19,8 2 S 19.0
0., 20,8 26 18,6
) 214 2 18,6
12 . ... ... 14,3 28, 13,6
8.0 i, 10,6 L B, 19,5
4, ... ... 19,4 3.0 204
B, 207 ] D 21,2
6.0, 18,9 A 21,0
Média ... ... 19,9
Desvie padefio ... ... .. +0,86

Obtivemos, para o Indice de Bellier em 6leos de algoddo, a média 19,9,
o desvio padrio +0,86 e os valores miximeo e minimo 21,4 e 18,6, respectiva~
mente,

Yarour {1943}, para 2 amostras de dleo de algoddo, dd os valores 20 e
22 ¢ I, Smwvema (1941), para 4 amostras, o valor 18,5, enquanto que as nos-
sas determinacfes oscilam entre os valores extremos déstes dois pesquisa-
dores,
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d — Outros dleos

Determinamos, ainda, o Indics de Bellier em salgumas amostras de ou-
iros Oleos comestivels, estando os resultados englobados na tabela 4.

TABELA 4

| .
OGleos i Amestra Indice de Bellier Média
I n.e
1 20,4
2 20,0 :
Gergeli ... 3 19,6 19,9
4 19.2
5 20,4
1 14,2
2 15,6
Pataud ... .. ... ... ... 3 ] 16,0 14,7
4 132
1 20,9
Boja ... 2 9.4 19,7
3 197
1 21,2
Milho o 2 26.6 229
3 20,49
1 21,8
Castanha de eaju ... ... ... 2 20,6 21,2
Sewente de uva ... L, 1 12,6

De 5 amostras de éleo de gergelim (sésamo) obtivemos a média 19,9,
estando todos oz valores bem proximos da média. Apenas em NARAYANAIER
(1945) encontramos uma referéncia ao Indice de Bellier de dleo de gergelim
com © valor 19-20.

Quanto ao nosso dleo de pataud, que tanto se assemelha ao dleo de
oliva, encontrarmos, para 4 amostras, & média 14,7 ; € eata, pols, mals uma
earacteristica do dleo de pataud idéntics & do dleo de oliva,

Pars 3 amastras de dleo de soja, obtivemos a média 19,7, valor 8ste de
acdrdo com os dados conhecidos.

De 8 amostras de dleo de mitho, obtivemos os indices 21,2, 2009 ¢ 26,8,
estando o mais alto déles concorde com os de Yavouwr (1943): 25 a 26,5,

Quanto zos dleos de castanha de caju e de semente de uva, nio encon-
tramos, na literatura, indicacio alguma no que se refere ao Indice de Bellier.
Obtivemos, para a Unica amostra de dleo de semente de uva que tivemos a
oportunidade de analisar, o valor 13,2 e, para 2 amostras de éleo de caju,
os valores 21,8 e 20,6
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e -~ Misturas de éleos

Fnpregamos o Indice de Bellier para dosar o dleo de amendoim em mis-
tura com diferentes dlens comestiveis. N&o foram preparadas misturas eom
dleos de oliva, por i4 existir, na literatura, um grande ndmero de observa-
¢Ges. Preparamos misturas de dleo de amendoim, variando de 10 em 109,
com dleos de algodfo, gergatim, milho ¢ semente de uva.

Os resultados estfio reunidos nas tabelas 5, 8, 7 e 8 ; com 8stes dados,
construimos as respectivas curvas reunidas no grafico L
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TABELA 5 TABELA 6

(ieo de Indice Gleo de Indice

de de

Amendoim Algodiin - Amendaim Gergelim :
o o Belhier o & Bellier
100 0 40,2 160 { 41,0
a0 10 38,9 80 10 39,9
20 20 Hviv &0 20 39,0
70 30 36,6 70 30 38,1
60 460 35,5 60 40 36,8
50 50 34,4 50 59 35,0
40 60 33,0 40 60 33,4
30 74 30,9 30 70 31,8
20 80 28,7 20 80 28,5
10 G0 25,0 10 96 24,0
0 100 20,6 [ 100 19,6

TABELA 7 TABELA 8

CGleo de Indice Gleo de Indice

E de ED de

Amendoim | Milhe . Amendoim | Semente de .
i olie 1lie:
o, o Bellier o, ava 9 Bellier
160 0 40,0 100 & 40,2
90 10 38,7 90 10 38,8
80 20 ars &6 20 37,6
70 36 26,5 70 30 36,3
460 40 35,5 60 40 35,0
50 50 34,7 50 50 33,7
40 60 34,0 40 60 315
30 70 32,2 30 70 28,5
20 80 30,2 20 80 24,5
10 a0 27,5 10 80 19,0
0 100 28,8 0 160 13,2

Dos resultados obtidos, concluimos que o Indice de Bellier das mis-
turas depende diretamente da quantidade de dleo de amendoim presente.

Assim, uma determinada tersperatura de turvacio corresponde a uma
poreentagem de 6leo de amendoim. WN&o nos esquecemos de ponderar sd-
bre s variacio dos indices de uma mesma espéeie de Gleo; observamos,
porém, que a influénein do dleo componente diminul com ¢ aumento da
proporcdo de dlee de amendoim, sendo que, acima de 50%, nfo tem infle-
&ncia aprecigvel no resultado.

O método, embora aproximado, mostrou-se pratico, seguro e apropriado
¥ 3 3

para & determinaciio da porcentagem de dleo de amendoim em mistura com

outros dleos comesiivels.
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§

Come j& observamos atris, o primitivo métode de Brromes (1899) tem
sofrido modificactes :

I} Em primeiro lugar, surge o problema da tomads da amostrs, pars a
qual vArios autores propdem a pesada de 1 g, em vez de pipetar I ml

Na 7.2 edigdo (1950) de “Methods of Anaiyszb of Assoc. of Of. Agrie.
Chem.”, em que ¢ método modificado de Bellier é tornado oficial, a tomada
da amostra é indiferente : pesar 0,92 g cu medir 1 ml da amostra.

Kirgreny (1949) acha que os resultados provenientes da medida de
1m! daamostra coneordam com os da pesagem de 0,92 g, ndo havendo van-
tagem no uso de pesadas de amostras.

Lacerpa (1947) propde pesar 1 g e apresents, ao mesmo tempo, causas
de é&rro na medida de 1 ml

Apresentamos, na tabela 9, os resultados do Indice de Bellier de alguns
6leos, pesando 1 g e medindo 1 ml

TABELA 9
Oleos 1 ml ig Oleos 1 ml Ig
Amendoim ... 40,3 41,0 Oliva ........ 14.5 14,8
Amendoim ... 40,31 40,8 Oliva ........ 17,6 15,6
Amendoim .. .. 40,0 41,0 Oliva ........ i9,3 20,0
Amendoim ., .. 39,9 40,2 Algoddo . ... .. 19,0 19,9
Amendoim . ... 40,06 40,7 Algodiio ... ... 20,4 211
Amendoim . ... 39,9 40,7 Milho ........ 21,2 21.5

Obsgervamos, por éstes resultados, que, quando se toma 1 g da amostra,
a temperatura de turvacfio é mais elevade do que quando se trabalha com
1 mi. Nas nossas experiéneias, o sumento da temmperatura de turvacio va-
rioy de 0,3 a 1°C.

Lacerpa (1947) d4, pars 3 amostras analisadas, a diferenca de 1°C.
fiste aumento constante deve por certo, ter sido encontmdo dado o pequeno
numero de amostras az}ahsadas pelo a.utor Mais légico é a obtencdo de au-
mentos varidvels, pois que wn aumento constante implicaria na igualdade
da densidade, viscozidade e de outras propriedades que influem na medida
de volume de dleos,

Ng verdade, também achamos que a tomada da amostra por pesagem
¢ de melhor téenica ; entretanto, desde que se faca a medida com determi-
nadas precauges, eomo : usar pipeta aferida de dois iragos, com ponta
larga, e escoar o dleo lentamente, os resultados obtidos também sfo compard-
veis ; 0 que tem importdneia, porém, é gue se trabalhe sempre nas mesmas
condictes.

IT) Outra modifieaclo a ressaltar na téenica de Bellier é a que se re-
fere aos reagentes. Este ponto é de importdncia capital, visto como o Indi-
ce de Bellier varia conforme os reagentes empregados.

Na tabela 10, reunimos os resultados dos Indices de Bellier obtidos
empregando-se a téenica usada pelo Instituto Adolpho Lutz, a proposta
por Lacerpa {1947) ¢ a adotada pelo A. 0. A, C..
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TABELA 10
INDICE DE BELLIER -~ COMPARACAC DE RESULTADOS

METODOS
GLEOS
Tnst. Adolfo Tutz Lacerda AL O A C
Amendoim ... ... ... .. 40,2 43,5 36,0
Amendoim ... ... ... 44,1 43,1 35,7
Amendeim ..., ... 40,0 43,2 35,2
Amendoim ... .. ... 39,5 43,1 35,4
Amendoim ... ... ... 44,0 43,3 37,0
Amendoim . ....... ... B AY 43,7 36,4
Ohiva. ... ... ..., 14,5 16,8 6,8
Ohva ... oo ot 17,6 20,2 9.8
Oliva . .............. 193 22,0 i25
Algodie ... ... ... 19,0 21,8 125
Algodie .. ... ... ... 20,4 23,8 3R
Milho .. ... .. ... ... 21,2 23.1 i4.8

Na téceniea por nés adotada, empregames sclucdo aleodlica de hidrd-
xido de potdssio a 89 (dlcool etilico a 959%) para saponifiear ¢ dleo e dcido
acético (1-+3) pars acidificar o meio.

Alguns analistas acham Inconveniente o emprégo desta solucdo alcod-
liea de potassa porque, 3 dias depois do seu preparo, ela vai adquirindo cbr
amarels, mesmo quando guardada em frasco escuro. Partindo-ze de uma
solucdo nestas condiciies, obtemos, na diluiefo final com dlecol etilico a
709, uma solucio amarelada, porém limpida e perfeitamente trangparente.
A coloragiio da solugfio nfio impede que se perceba nitidamente o inicio da
cristalizacio. A sclucfio de potassa é rejeitada quando se inicia o depdsito
de algum precipitado.

Tacrapa (1947) propde uma solugfo de dcido acétieo mais concentrada
e também a substituicio do dlcool etilico pelo metilico ; com éste sclvente,
a golugdo de potassa se mantém incolor, sem haver, também, formacio de
precipitado. Trabalbando nestag condigdes, a sclugfio aleodlica final é in-
golor ; notamos, porém, em céres de metade dos casos que, ao diluirmos com
dleool & 70°, a solugfio se torna ligelramente opalescente, o que dificulta a
observagio do infeio da turvagdo.

€} que achamos vantajoso nesta téenica é o fato de fornecer tempers-
turas de turvagio mais elevadag, o que torna o métode mais ripido e simples.

Na téenica adotada pelo “Methods of Analysis of the Association Offi-
cial Agrieuitural Chemists’, o deido acético é substituido pelo &cido clori-
drico e a solucio de potassa é um pouco mais concentrada ; recomenda-ge,
ainda, purificar o dlecol etilico. Tal purificacdo, porém, nio resclve o pro-
blema, pois, 6 disg apds o preparo da solugdo de potassa, esta também co-
meca s adguiriv edr amarela,

Com éste processo, o iniclo da cristalizacio é mails nitido e mais fécil
de ser percebido, porém tem o inconveniente de apresentar tempersturas
de cristalizaciio bem mais baixas. Tal fato, principalmente em nosso meio
de elima quente, acarreta a desvantagem do proeesso se tornar mais demora-
do e de execucico mals dificil.
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Em resumo, os trés processos, se ndo sZo totalmente perfeitos, também
nfo apresentam inconvenientes graves. O que se torna hecessdrio, impres-
cindivel mesmo, é que tddas as detorminacfes sejam feitas por um 86 pro-
cesso, & fim de que os resultados sempre possam ser compardveis.

RESUMO

O Indice de Bellier foi determinado nums série de leos vegetais comes-
tiveis e utilizado para a dosagem do éleo de amendoim em mistura com ou-
tros dleos.

a) O Indice de Bellier, nos éleos de amendoim analisados, variou de
39,7 a 42,5°C (média 41,0 e desvio padrio 0,80); nos oleos de oliva, a
variagdo fol de 12,5 a 19,5°C (média 16,1 e ¢ - 1,71); nos dleos de algodéo,
o indiee variou de 18,6 a 21,4°C (média 19,9,s +0,86). Determinamos, ain-
da, o Indice de Bellier em algumas amosiras de Gleo de gergelim, pataud,
soja, milho, castanha de coju e semente de uva.

b} Preparamos uma série de misturas de dleo de amendoim com dleo
de algoddo, de gergelim, de milho e de semente de uva. Nestas misturas,
verificamos que o Indice de Bellier depende da quantidade de éleo de amen-
doim presente. Assim, pode-se dosar, aproximadamente, o teor de éleo de
amendoim, pois a cada temperatura de turvagio corresponde uma porcenta-
gem de dleo de amendoim.

e} Sdo também apresentados resultados comparaiivos tomando-se 1g
ou I ml da amostra e ainds resuliados comparativos da téeniea do Ins-
tituto Adelpho Lutz, da proposta por Lacmrpa (1947) e da adotada pelo
A OO AL T

SUMMARY

The turbidity femperature (Bellier test} was performed for vegeta-
ble edible oils and it was also used for the percentual determination of
peanut oil in cil migtures.

Sixty-two samples of peanut ol were analysed {table 1) and the turbidity
temperature ranged ifrom 39,7 to 42,5°C {(arithmetical average 41,00C;
standard deviation +0,80). Seventy-seven samples of clive oil (table 2)
presented a turbidity temperature varving from 12,5 to 19,5°C (m = 16,1;
s== 4 1,71). For 32 samples of cotton-seed oil (table 3) we get a range from
186 t0 21 4°C (m = 19,0; ¢ = + 0,86). The twbidity temperature was
also determined in 18 samples of other vegetable edible oils: sesame,
“pataud”’, soya-bean, corn, cashew-nut and grape-seed (table 4).

Oil mixtures containing peanut ol were made and the turbidity temper-
ature determined insuch mixtures {table 5, 6, 7 and 8}, The turbidity temper-
ature depends on the armount of pesnut oil present. Thus, through this
figure, we can determine roughly the amount of peanut oil in oil mixtures.

We also compared the results obtained with three different technies ;
the “Instituto Adolfc Lmtz”, the Lacerda of the “Laboratdrio Bromatold-
gico do Rio de Janeiro” and the “A. O. A. C.” processes (table 10}.
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RESUME

Lindiee Bellier fut déterminé dans une série d’huiles végétables comes-
tibles et utilisé pour doser Vhuile d” arachide mélangée avee d’ autres huiles.

a) L'indice Bellier dans les huiles d’arachide analysées varia de 39,7
3 42,5°C (moyvenne 41,0 ot deart-type + 0,80} ; dans les huiles d'olive, la
variation fut de 12,5 & 19,5°C (moyenne 16,1 et ¢ £ 1,71); dans les huiles
de eoton, I'indice varia de 18,6 & 21,4°C (moyenne 19,9, ¢ + 0,86). Nous avons
déierminé, encore, Uindice Bellier en quelques échantillons d’huiles de sé-
same, “pataud”’) soja, mais, “castanha de caju” et pepin de raisin.

b} Nous avons préparé une série de mélanges d’huile d’arachide avec
de I'buile de coton, de sésame, de mais et de pepin de raizin. Dans ces mé-
langes, nous avons constaté que indice Bellier dépend de la quantité &
huile d’arachide présente. Ainsi, noug pouvons doser, & peu prés, la teneur
d'huile d’arachide, parce qu’s chaque température de trouble correspond
un pourcentage d'huile d’arachide.

¢) On présente aussl des résultats comparatifs en prenant 1 g et 1 mi
d’échantillon et encore des résultats comparatifs de la technique de 'Tos-
titut Adolpho Lutz, de la techrique proposée par Lacerpa (1947) et de celle
adoptée par 'A. O. A, C.
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APLICACAO DA REACAO DE BENGTSON AO DIAG-
NOSTICO DAS RIQUETSIOSES BENIGNAS EM
SAOQ PAULO
por

PLINIO M. RODRIGUES
Do Institute Adolfo Lutz

J. TRAVASS03
Da Secgio de Virus ¢ Riguelsias do Instituio Butonlan

No Brasil, o estudo das riquetsioses 6 veio a despertar o interésze da
classe médica em geral a parsir de 1929. Naguele ano, foram observados,
em S0 Paule, varios ecasos duma dosnca tifo-exantemdtica grave, de ele-
vada mortalidade e com carateristicos epidemicldgicoz evidentes de enti-
dade nosoldgiea autdctone.

Os casos de tifo exantemdtico por vézes observados, anteriormente
aguela data, entre recéio-chegados ao pafs e que ocorriam, geralmente, ou
s bordo de navios, ou nos serviges de quarentena de nossos portes de mar,
haviam atraido a atencfio tio sOmente dos téenicos incumbidos da inspegio
de satde dos imigrantes.

Muito antes de 1929, porém, casos esporddicos de tifo exantemdtico j4
haviam sido assinal. dog, mesmo enire brasileires, nao 86 na capital, como
nos municipios do intecior do Hstado de S. Paulo. Dados celhidos nos re-
Iatérios de Adolpho Lutz, entfo diretor do Instituto Bacteriologico de 8.
Paulo, informam terem sl sido autopsiados 2 casos da enfermidade em
1600, 1 em 1905 e 2 em 1908. Do registro do Hospital do Isolamento da Ca-
pital, hoje Hospital Emilio Ribas, constam 7 casos diagnosticados eomo
ifo exantemdtico e tifo petequial, anteriores a 1929, dos quais 2 ocorridos
entre naturais do pals. Igualmente, nos registros de dbitos verificados em
municipios do interior do Estado, encontram-se referéneias a vérios casos
de tifo exantemasico, a partir de 1906.

Euntregue para publivagio em { de setembro de 1851,
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Quase todos ésses casos foram diagnosticados clinieamente, pols 86 de
1920 em diante o Instituto Baeteriolégico corpecou & proceder & reagfio de
Weil-Felix, o gue deuw lugar 4 primeira publicacfo sdbre o assunto, por parie
de Urmba CmTra e Prza {1020).

O cardter de doenga autdetone, revelado pelo estudo epidemicldgico
dos casos ocorridos desde 1929, levou as diferentes mstituigfes cientificas
de 8. Paulo a encetar pesquisas em tdrno do assunto. N&o podendo, de ini-
clo, identificar a doenca tifo-exanfemdtica, entfo endémica na cidade, a
qualquer outro tipe de riguetsiose conhecida, Piza e colab. (1931) deram-
the, a titulo provisdrio, o nome de “tife exantemético de 8. Paulo”. Mals
tarde, veio a enfermidade a ser conhecida, na literatura médica anglo-ame-
ricana, sob a designacgio de “8S. Paulo typhus”. Pesquisas ulteriores levadas
a efeito em 8. Pauio por L. Monreire {1933}, vroEs (1933) o TRAVASSOS
{1939} ¢ nos Estados Unidos, por Parksr e Davis (1933, 1933a), Dyer
{1933) e Davis e Parker (1933), porém, identificaram o riquétsia isolada
do sangue dos doentes A Rickelisia (Dermaceniroxenus) ricketlst, agen-
te etioldgico da “Rocky Mountain spotted fever”’, que ocorre na Amé-
rica do Norte. Estudos epidemioldgicos intensivamente realizados, tanto
na eapital como no interior do Estado por Viemra ¢ Mesquira (1934 e
Pascarn (1049), estabeleceram o cardter rural ou semi-rural da infeccdo.
Desde logo, algumas espéeies de ixddidas do génere Amblyomma, encon-
tradas naturalmente infectadas (Saiies Gomes, 1033 ¢ Travassos, 1938)
foram ineriminadas como transmissoras da doenga ao homem.

De outre lado, j& desde 1939, vinham sendo esporadieamente obser-
vados, na cidade de 8. Paulo, casos de uma infecgfio tifo-exanternética, com
reagio de Weil-Felix posttiva a altos titulos e cuja evolugdo benigna contras-
tava com a malignidade dog casos provenientes da zona semi-rural.

A histéria dessa infecgdo benigna, de cardter essencialmente urbano,
excluia, em numerosos casos, qualquer possibilidade de exposigiio do pacien-~
te & pleada por ixddidas nas duas semanas que precediam a doenca. Tais
fatos chamaram a atencfio dos téenteos do Servigo de Epidemiologia do De-
partamento de Saide do FEstado, os quais logo iniciaram estudes mais de-
talhados s6bre 8sses casos. Alguns doentes eram pessoas que tinham conta-
to {reqilente com pulgas e ratos, por férga de suas atividades em armazéng
de cerealz, onde os murideos eram abundantes. Havia, em geral, uma rela-
¢io entre o indice pulicidiano dos ratos e a ocorréneia désses casos benignos
de tifo-exantematico. Era nas zonag em que é8gse indice ultrapassava o va-
lor 7 que apareciam, com mais freqiiéocia, os casos da doenga.

Cruatro casos foram constatados entre funciondrios do Servige de Con-
frole da Peste, encarregados da capiura de ratos na cidade de 3. Paulo,
assim como da manipalacio désses roedores no laboratdrio {comunicago
pessoal de Samraro Cornrsa). No entanto, as tentativas entfo, 1937, rea-
tizadas por um de nds (J. 'T.) no Instituto Butantan, com o fim de identi-
fiear a riquétsia em causa, nio foram coroadas de éxito. Sainss Gomss
(1841) estudou 3 désses casos ¢ os considerou como “easos proviveis de tifo
endémico ou murino’.
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J&, anteriormente, MonrErRe ¢ Foxgsea (1932) haviam isolado, do cé-
rebro de ratos capturados em uma casa da zona urbana de 8. Paulo, vArias
amostras de riquétsias, Aventaram aguéles autores, entdo, a hipdiese de
ocorrer, em 5. Paulo, easos humanos de uma outra riquetsiose que ndo &
febre maculosa, a qual seris de origem murina e por euja transmissdo seriam
responsdveis os pulicidecs. Serviram de base para essa hipdtese argumentos
de ordem diversa. De um lade, o3 resultados das pesquisas levadas a efeito
com as amostrag iscladas dos ratos, ag guals, por geu comportamento experi-
mental na cobala e mediante provas de imunidade, se distinguiam da Ri-
ckettsin brasiliensis, designacio entfio adotada para o agente etioldgico do
“tifo exantemético de 8. Paule” ; de outrolado, a observagio de ter ocorrido,
na mesma eass em gue os rates haviam sido eapturados, um easo de doenca
febril exantemética, de evolugfo benigna, com reacio de Weil-Telix posi-
tiva a alto #itulo.

Tendo o Instituto Adoipho Lutz passado a praticar, a partir de 1933, a
reacdo de Weil-Felix, com o material que the era remetido para a reacio de
Widsal pelos numerosos Postos e Centros de Satde da capital e do interior
do Estado, foram engontrados virios soros que aglutinavam o Profeus
QX19, alguns déles e diluigbes mais elevadas que 1/1.000. Reacdes reali-
zadas com soros de diferentes sangrias efetuadas em um mesmo paclente,
durante a evolugio da enfermidade, mostravam, em virios cagos, elevacio
gradual dos titulos de aglutinacgiio do Proteus OX19.

Tisses soros positives eram de pessoas residentes quer em zonas urba-
nas da capital ou do interior do Hsiado, quer em zonas rurais. O inguérito
feito pelo Servigo de Epidemiclogia do Departamento de Satde, Diretoria
da Capital, mostrou gue & maioria dos paclentes residia ou frabalhava em
locais ou proximo a loeals em que os ratos eram abundantes. Nos inquéritos
epidemioldgicos, levados a efeito pelos sanitaristas da Diretoria do Inie-
rior do mesmo Departamento (Pascany e Cruz, 1045 e Pasoars ¢ Prapo,
1945}, ficou constatada a ocorréneia désses casos com Weil-Felix positivo,
tanto em zohas urbanas, como rurais, em diversos municipios do interior
paulista. Em varios désses municipios nfo haviam, até entfio, sido assinala-
dos casos graves ou mortais de doenga tifo-exantemdtica,

Ao considerar o disgndstico especifico désses casos benignos de enfer-
midade tifo-exantemdticsa, afigurava-se, de um lado, — para os que haviam
ocorrido em zonas urbanas, tanto da capital como do interior do Estado —
plausivel & hipétese de tifo murino; de outro lado, a hipdtese de fehre
maculosa ndo pederia explicar todos os casos verificados em zonas rurals,
nem mesmo todos os oecorridos em locals onde haviam sido, antericrmente,
observadas infecebes pels Ricketisia vicketisi, Realmente, em plena zona
rural, ratos e pulgas sfio, por vézes, o abundantes nos paidis e depdsitos
de cereals quanto os carrapatos nos campos € macegas.

A reagio de Weil-Felix — dada a precocidade do aparecimento dag
aglutininas anti-Profeus no sangue dos paecientes — era ¢ recurso téenico de
maior valor de que disptinhamos para a descoberta das riquetsioses. E sabido,
poerém, que pode alcanecar titulos mals ou menos elevados em cuiras infeccies.
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Pascars e Cruz (1945), em seu estudo critico sdbre os resultados da res-
edo de Weil-Felix, praticada com sorcs provenientes de diversos muni-
cipios do interior do Estado de 8. Paulo, dizem o seguinfe, quante & rea-
¢io: ‘‘vem, no entanto, se apresentando positiva em um grande nlmero
de casos de febre tiféide e em outros tantos de ricketsiose. Mag o inverso
tanebém ndo é incomum, havendo casos de febre tiféide eom hemocultura
positiva e casos de ricketsioses com inoculacfio também positiva em que a
reaciio de Weil Felix se mostra negativa com todos os tipos de proteus exa-
minados”.

As observagBes feitas, no munieipio de 8. José do Rio Pardo, foram,
por agudles autores, assim resumidos :

“] — Aparecimento de reacdes de Weil Felix positivas a titulo baixo,
acompanhando ou ndo reagdes de Widal também positivas, com hemocul-
tura negativa ; sem sintomatologia clinica para ricketsiose e sem letalidade.

2 — Aumento do titulo do Weil Felix com persisténeia do Widal posi-
tivo com hemocultura ainda negativa; sem sinfomatologia clinica e sem
etalidade.

3 — Persisténcia do titulo alto do Weil Felix, com Widal e hemocul-

turas negativas; eom sintomatologia clinica suspeits e ainda sem letali-
dads™.

A prova de inoculacfio em cobaia, que poderia prestar grande auxilio
para o esclarecimento désses casos, nfo é, infelizmente, de fAcil realizacio,
na praties, dadas as grandes distdneias a percorrer pelo material a analisar,
do interior do Estado para o laboratdrio ns Capital.

Fol 86 a reaco da fixacio do complemento que nos veio trazer auxtho
de valor para o esclarseimento do problema das riquetsioses benignas em
5. Paulo. Em 1043, Avendafio, do Instituto Bacteriolégico do Chile, visi-
tava o Butantan, trazendo-nos amostrs do cocto-antigeno gque Paldcios e
8le haviam preparado, a partir de pulmfo de ratos infectados, por via res-
piratéria, com a Rickeiisia mooseri, J& pela utilizagfio désse antigeno foi
possivel afastar o diagndstico de febre maculosa em um grupo de easos benig-
nos de riquetsiose verificados no Estado de 8. Paulo.

Pouco tempo apds, um de nds {J. T.} teve a oportunidade, nos Estados
Unidos, de se pdr a par dos progressos congiderfveis realizados naguele pafs,
durante o puerra, no gue se refere As téenicas de pesquisa no campo das ri-
quetsioses. Entre essas téenicas, sobressais, pelo seu valor diagndstico, a
reagdo de fixagdo do complemento, intensamente estudada por BuNarsox
{1941, 19414, 1944, 1945), BuncisoN e Torring (1941, 1942) e Prorz ¢ colab.
(1942, 1943, 1944).




APLIC. DA REAC. DE BENGTSON AQ DIAG. DAS RIQUETSIOSES BENIGNAS 123

Utilizando antigenos e soros-padrio, gentilmente cedidos pelo Dr.
Topping, do National Institute of Health, de Bethesda, pudemos {Ropri-
gues e Travassos, 1048) veriiicar, em Butantan, que, pela reacio de Bengt-
son, € possivel chegar-se ao diagnéstico dos casos de febre maeculosa se-
parando-og, nitidamente, dos do grupo “tifo” (incluindo, nessa expressio,
o tifo murino e o epidémico).

Passamos entdo, a partiv de 1945, a praticar a nova reacfio com uma
série de soros que haviam dado Weil-Felix positive, em exame realizado no
Instituto Adolpho Lutz. Conseguimos estabelecer, desde logo, de maneira
definitiva, em firme base sorolégica, a presenca, em 8. Paulo, de uma outra
riquetsiose, além ds febre maculosa, j& reconhecida entre nés, eomo vimos
acima, desde 1929,

Redobramos, a seguir, os nossos esforcos para esclarecer, definifiva~
mente, qual a espéeie de riquétsia responsdvel por ésses casos de infeeglo
benigna comn Weil-Felix positivo — se ndo de todos, pelo menos de parte pon-
derdvel déles. I foi ainda a reagfio de Bengtson que velo em nosso auxilio,
facilitando-nos, conziderdvelmente, identificar, pela primeira vez, eom se-
guranca, no Brasil, uma amostrs (‘Vollet') de Rickeltsia mooseri {TRAVASSOS,
Roorreurs o Carruo, 1948).

Aplainada parte das dificuldades téenicas que, tanto a nds como a outros
experimentadores, haviam, durante longo fempo, $ornado impossivel o
esclarecimento de casos similares ao “Vollet”, conseguimos diagnosticar a
infecgdio, em uma série de outros pacientes, nfio 56 pela fixacio do comple-
mento, como pelo isolamento e pela identificaciio da riquétsia responsdvel.

O trabalho realizado para o diagnéstico désses cagos e o estudo dos
seus focos de origem, assim como pesquisas correlatas sébre a epidemioclo-
gia das riquetsioses benignas em 8. Paulo, constituirfo o assunto de notas
cuja publicagdo iniclamos com a presente comunicagfo, onde abordamos
apenag o aspecte soroldgico do problema.

MATERIAL E TECNICA

Dentre os resultados de numerosas reagbes de fixacfio do complemento
praticadas, desde 1945, no nosso laboratdric no Instituto Butantan, sele-
cionamos os dados que nos parecem suficienies para comprovar & existén-
¢ia, em cardter endémico, em 8. Paulo, de uma riquetsiose do grupe “tifo”,
assim. come para exemplificar as dificuldades encontradas na interpretagfo
da reacdo.

Os resuliados adiante analisados foram obtides em reagdes praticadas
com soros de individuos residentes tanto na capital como no interior do Is-
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tado de 8. Paulo. Em boa parte désses casos, a positividade da reaciio de
Weil-Felix, praticada no Instituto Adolpho Lutz, fol o motivo que deter-
minou a remessa dos soros a0 nosso laboratério. Virias amostras de sangue
foram obtidas também de 4 casos de infecedio acidentsl de laboratdrio.

Os restantes soros foram de funciondrios de um armazém de cereais
da Secretaria da Agricultura, localizade no bairro das Perdizes, na capital
de 8. Paulo, onde se havis verificado o caso humano ((Vollet’”) de tifo mu-
rino acima referido. Fol sangrada a maioria dos empregados, em ntimero de
75, tendo sido eolhida apenas uma amostra de soro de cada um. Os resulta-
dos obtidos com a totalidade désses soros serfic reproduzidos mais abaixo,
sem qualguer selecdo.

A reacdio de fixagio do complemento foi realizada em 7 casos, com o an-
tigenc preparado, no Chile, por Palicios e Avendafio, a partir de pulmao
de ratos infectados com a Rickelista moosers. Provocada a pneumonia ex-
perimental, eram os pulmdes retirados e triturados; feita, a seguir, uma
suspensfio a 109, em sOro fisioldgico, era a mesma aquecida em banho-
maria em ebulicBo, durante uma hora. Apds centrifugacgio, o sobrena-
dante era usado como antigeno. A diluicfio do antigeno era feita, por oca-
gido do emprégo, em sdro fisioldgice ao qual havia side adicionado, na pro-
porgio de 49, soro inativado de cobsia normal.

Ttilizamo-nos de antigenos Benglson para praticar a reacfio eom os
restantes soros analisades neste trabalho. Além das partidas de antigeno
murino, epidémico e de febre maculosa que recebemos do National Institute
of Health, preparamos, no Butantan, antigenos com as seguintes amostrag
de riguétsias 1 Ricketisia (Dermacentroxenus) ricketfs?, amostra “Favorita’,
por nds isolada de Amblyomma cajennense, naturalmente infectado e enptu-
rado em uma égua, no foco de febre maculosa de Loreto, Araras, ¥stado
de 8. Paulo ; Rickeitsia mooseri, amostra “Wilmington”, recebida do “N.
I, H.” e amostra “Vollet”, j4 mencionada.

Em quase todos os easos, fol praticada, em nosso laboratdrio, a reacfo
de Weil-Felix, com antigeno aleodlico preparado pela téenica de Bripgns
(1944) a partir de culturas lisas do Profeus OX19, préviamente selecionadas
quanto ac sea poder aglutingnie.

RESULTADOS

Ag nossas primeiras investigacoes sbbre o problema das infecgdes tifo-
exanteméticas benignas foram reslizadas com o antigeno de Paldeios ¢ Aven-
dafio. Demos preferéneia a easos ocorridos em plena zona rural do Hstado de
5. Paule e que, durante a infeccfio, haviam apresentado Weil-Felix positivo
& titulo elevado com o Profeus OX19 e, 45 vézes, também com o OX2. Pra-
ticamos ainda a reacdio de fixacfo do ecomplemento com soros de comuni-
cantes das mesmas zonas, em geral residentes nas mesmas casas em que
ocorreram os casos de infecedo benigna.

Como testemunhos, foram utilizados o s6ro de um convalescente de
febre maculosa, com disgndstico confirmado pela prova de inoculagiico em
cobaia, e soros de coethos ¢ cobaias Infectados pela Rickettsic ricketisi,
agsim como soros humanos de tifo murino e tifo epidémico ocorridos no Chile.

O quadro 1 resume os resultados obtidos.
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QUADRO 1
Fixagdo de complemento com ¢ cocto-antigeno de Paldcios ¢ Avendafio.
WEIL-FELIX
{Antigenos alcodlicos, a nic ser )
BOROS DATA DA SANGRIA () indicaglio em contririo) Fivaciic de
complemento
0OX 19 0X 2 GX K
Fim QOBHEE . ovvirinacrrirsannrnras 25603 1280 80 e
Ro. C. .. 112 dins apds .. vvieeiiiiennrinanas 1280 840 40 160
B 14 meses apls .o iaiiiiiiaians 640 &G 26 276
2.8 gemana doenga. .. .o e 80 1280 168 —
RO {12 diss apds oo 640 160 20 180
B 15 meses apds e areninaeaes neg. 20 26 G0
25 sempna dOBNLR. oo yeren it 28 80 84 —
B.C0 ... |12 dias apbs c..eeii e e iaaa 160 20 86 B0
3 34 mieses apis ... oiie i iiaaa i 20 20 40 160
A Bl o} 2 meses apds doengE L ov e as 20 20 neg. e
10 digs apds oo i icar i 40 40 20 810G
DG, ] Meses apds doenes ... aeeee . 20 160 20 27
Inicio dOBNER .\ cvrvrrinneraraniiras 1600 (2) - - s
B8 ... ] Convalescenea, .o ovveri iy iiaan ot 3200 (2) — —— —
Meses 5pdS ... i neg. &G 80
JoO L0011 més apls doengs ... an 25600 (2 e e e
1 3 om8s apds oo iei i neg. 4G 160 270
neg. neg. 46} negative
neg. neg. 80 negative
20 neg. 20 negative
20 neg. 20 negativo
neg, 20 445
neg., 4G neg. 9
40 40 20 negativo
neg. - neg. &80 negativo
Testemunhos positivos :
8éro humano de tifo epidémico ... . ... .. — e o 810
Séro humane de tifo murine ... .. .o i e e e 1660
Testemunhos negatives @
Caso humane de febre maculosa {(eonvalescente) ., 3566 (2 e —_— negative
8 cobaias infectadas (febre maeuloss) ............. s — — negative
8 noelhos hiperimunes (febre maeulosa) .........., e _ — negative
§ epbalas DOTIMAIS ... ...ttt e, _— — o negative

Legenda: No guadro acims, em Iugar das fragdes habitunlmente utilizadas para indicar o titulo das reagdes,
empregamas os respectives denominadores. O titulo da reacfo de fixeeio do complemento é dado
pela mais elevada diluigio de séro com a qual foi obtido total (4 cruzes) ou quase total (3 cruzes)

impedimento de hemélise.

1} Para a segunda o tergeira amosiras de sdre, os tenpos sko contados, em cads easo, & parlir da
sangrls anterior.
2 Well-Felix feite no Instituic Adolpho Lutz, eom antigene nfio alestiico.

Fm 56 dos 135 casos em que praticamos a reacfo de Bengison, os
pacientes apregentavam, por ocasifio da colheita do sangue, ou haviam apre-
sentado, meses ou mesmo anos antes, uma infeecfo benigna com Weil-
Felix positivo. Das 79 pessoas restantes, 75 — sangradas em plena satdde —
eram empregados do armazém de cereais onde trabalhava o paciente “Vollet”
e 4 haviam eontraide #ifo murino, acidentalmente, no laboratdric. Désses
4 casos, 2 evolufram de maneira acentuadamente grave,

Em alguns dos 56 casos de infeegdo benigna, a mesma pessoa fol sangra-
da duas ou mals vézes, tendo, ao tode, sido examinadas 65 amostras de séro.
Dos 56 pacientes, 26 residiam em zona urbana e 22 em zona rural, ignorando-
se o domicilic dos restantes.
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QUADRO 2
REACAO DE BENGTSON
GRUPO A
Tempo enire Anti- Antl-
SOROY sangria o Ant- geno  §geno de | Rural
infein da gena | Epidé- 1 febre ou
deenca Murino | mice maculosa] cidade

T 21 meses neg. LEg. 20 R Tnoo. cob. : positiva para fe-
bre macalosa; W.I. : Neg.;
Hem. : Neg.

L1 = S 11 meses neg. neg. 40 R Inoc, cob.r Neg.; W.F. (Lj}:
800 Hem.: Neg.; Wid.:
213

GRUPOC B

588, e 3 meses 40 neg, R inoe. cob, ! Neg W.F. {L.}:
320G; Hem.: Negy Vid.:
Neg.

BT . e 1 1% meses 180 neg. B W.I. (L) 25.608

622, ...l 16 meses 46 80 neg, Y WLEL (L) : 3260 ; Wid. : 200;
Hem : Neg.

631, .. .. ... 17 dias neg. 0 NEL, B W.F. (L) 1600; Hem.:
Neg. ;3 Wid.: Neg.

802, ..., 13 dias 20 320 neg. i W.I. 160

B93. ... 11 dias 40 160 neg. R Inoc. cob, i Neg,; WU
320

TOL..ooovieinn 14 34 ineses neL, 10 B, R W.F, (L) 1800;  Wid.:
Neg.

FOZ. e 22 dias neg. 320 neg. R W, (Ly:r 1800; Hem.:
Neg.; Vid.: 200

FOB, o 12 dias 20 80 neg. (e W. B (.): 1668; Hem.:
Neg.; Wid.: Neg.

718 1.2 amostra ... | 18 dias E 320 neg, o W, F. {L): 1860; Hem.:
Neg.; Wid.: 400

718 2.4 amostra ... | 43 dias 20 18 neg. & W. T, : Nez.

719 12 amostra ... | 24 diss neg. 320 neg, R 'W.I 01;; (L.y: 1600; Wid.:

718 22 amostra .. 334 meses neg. 10 il R W, F.: Neg.

720 1o amestra ... | 12 dias 20 10 neg. C W. F. (L) : 1600; Hem,:
Neg.; Wid.: Neg.

T2 2 amostra ... | 100 dias 10 10 Beg. c W, F.: Neg.

722 1.2 amostra®... | 5 meses 20 10 L. R Inoc. cob.: Neg: W.F. (L}
1800 ; Wid.: 4406

723 1.8 amestra ... | 130 diss 89 44 neg, B W. ¥, (L): 800; Mem.:
Nag, ; Wid.: Neg.

725 2. amostra .., | 100 dias 20 20 neg. R

797 1. amostra ... } 4 meses new. 160 5 R Ince. cob.: Neg.; W. F.
(L) s 1600 ; Hem,: Neg.:
Wid.: Nesg.

727 2» amostra ... | € meses neg. 40 nag. 7

it 3 20 dias neg. 10 neg. R W. F. (L.}: 32060; Hem.:
Neg.; Wid.: Neg.
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QUADRO 2 {continuaciic}

127

Legenda :

Tempo entre Anti- Antf-
S0OROS sangeia & Anfti- geno {geno de | Rural
infeis da geno Epidé- febre ou
doengs Murino | mico {maeuloss] cidade

TOR . 26 dias neg, 320 neg, 194 Inoe. cob.: Neg i WE
(L.y: 12808

Y N 1 més 10 40 neg. R W. F. (f.): 8260; Hem,:
Neg.

B7l.. . .11 34 meses 5 40 TegE. C W. B, (Ly:r 1600; Wid.:
Neg.

88t ... 8 anos 5 5 neg. C Inco. cob.: MNeg.; W. ¥
(1.} : 8400

2401, .. e 1 ¥ meses 20 6%+ neg. e} W. I, {L): 400; Hem.:
Neg. ; Wid.: 200

2402, ... .o 14 dias 200 it neg. (@] Wl (1. : 12800 ; Hem.:
Neg.; Wid.: 100

2403, ... 7 dizs 407+ ot nEg. (& W, ¥, (L) 64005 Hem.:
Neg. ; Wid.: 100

2428, ... 2 meses 40 18 neg, C W, F, {L): Neg.

2621, .0 i 34 meses 320 20 heg R W. F. (L): 8400: Hem.:
Nego; Wid.: Neg.

2711 P ? 40 10 ? W, R Ly 1660 ; Hem. s
Neg, ;3 Wid. 1 Neg.

T . T ? 40 10 ? W, F. (L): 3600; Hem.:
Nog.; Wid.: Neg.

26Z. . ¢ 80 g ? W. F.: 2560

GRUPO C

2.0 .0 .0 .00 ] 8 1% meses 10 40 20 R W, F. (1.): 1606; Hem.:

Neg.; Wid.: Neg.
GRUPO D

722 22 amostra®. .. 7 meses neg. neg. nog. R W. F.: Neg.

1804, ...l 20 dias neg. neg. neg. C W. Po: 1380 Wid.: 100

1805, . 0o doenga neg. nag. neg. R W. F.: &40

1852 . e, 14 dias neg. neg. neg. C W, W, D) 1680; Hem.:
Neg.; Wid.: Neg.

P74 ? neg, neg. ? W. T, : 2580 ; Hem, : Neg.;
Wid.: 400 o

O

No quadro acims, em lugar das fracdes habitualmente vtilizadas para indiear as diluicdes de sém:

eInPYELAE0s 05 Tespectives denominadores, Salvo indicacio em conlririe, o tiiulo da reaclo al
consignado foi dade pela mais elevada diluicfio de s6ro eom a qual foi obiido {otal {4 cruzes) ou
quase total {3 cruses) impedimento de hemélize.

Nesse quadro, feram ainds inelufdsas, como positivas, reagbes nas guals foi obtide impedi-
mento parcial (2 cruzes) com mais de uma diluigfo (e ds vézes até com diluielie bastante elevada)
de slro, sem que, no entanio, em tubo algum o impedimento tenhe aleangado 3 eruzes.

Ince. cob.
W. F.
W, (L)

o
Wid.

g E kR

Prova de inoculacBo sm cobaia para isolamento de rigudtsias.

Reagho de Wail-Felix, praticada no “Institute Butantan', com antigenos sleodlices.
FReagiic de Weil-Felix, pratieadn no “Iostituto Adolphe Luts”, com anifgenss vivos.
Hemocultura (em meios especiais pare germes do grupe fifo-paratifice),

Reaciio de Widal.

* Horam examinadas 2 smosiras do sdre n.e 722 uma estd inecluida no grups b e a outra no grupe d.

** TFixagio parcial (2 cruzes) desde a diluicBo a }/10 até a indicada no quadro.
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De acOrdo com os resultados obtidos no quadro 2, podemos dividir
essas 65 amostras de sOro em 4 grupos:

a) positivos, com o antigeno de febre maculosa e negatives, com os
antigenos do grupo “tifo’ {murino e epidémico) : 2 (soros 723 e 1.044).

b} positives, eom um dos dois ou com ambos os antigenos do grupe
“tifo” e negatives com o antigeno de febre maculosa {ou entfo positivos
eom 8ste dltimo, a titulo considerdvelmente inferior a0 obtido com um dos
antigenos do grupo “tifo’’): a grande maioria das amosiras de soros incluidos
neste trabalho, em ndmerc de 57.

¢) positivos, com os 3 antigenos 1 1 {séro 721).

d} negativos com os antigenos do grapo “tifo” ou com todos os 3 anti-
genos utilizados: 5 (segunda amostra do sbro 722, soros 1.804, 1.805, 1.852e
2.797). Com éste tltimo siro nfo foi empregade ¢ antigeno de febre macu-
losa.

Fol feita ums primeira série de reagbes, com todos os 75 soros colhidos
no foco “Vollet”, diluidos a 1/5, tendo sido utilizado um dos antigenos do
grupo “tifo” (o antigeno epidbmico). As reagBes posifivasou duvidosas, em
ntmero total de 5, foram repetidas, usando-se diluigles progressivas de
sbro a partir de 1/10, com ambos os antigenos do grupo “tife” : o murino
e o epidémico. A reaclo foi negativa a 1/10, em presenca dos 2 anfigenos,
com 72 dos 75 soros examinados. s resultados obtidos com os 3 sores res-
tantes estfo consignades ne gquadro 3.

QUADRO 3

Reacdo de Bengtson eom o sbro de 75 funciondrics do armazém ds rua Gualscurds
(S&o Paulo), onde trabalhava o paciente (Vollet) do qual fol isolada a 1.* amostra de
Rickellsia mooseri,

Denominador da Diluigio do sbro:

10 20 | 40 20 160

Murine ..., ... .....
Cpidémico ... L.
Testem,

[
S6ro 1653 Antigeno 1

oo

AL Aot Muring ..., ...........
Séro 1700 Antigeno { Epidémico .. .. ... ...

Testem. ...............

‘n - " Murino ................
Soro 1709 Antigeno { Bpidémico ... ... .

Testem. ................

Cuh Oal O
S D OO
sl cow ocoo
oot ool

con oo ooo

Os restantes goros, em namero de 72, foram negstivos na diluicio de 1/10, com am-
bos o8 antigenos,

Legenda : Os resultados acima estdo expressos, como habitualmente, em ndmero
de eruges, indicando gréus de impedimento de hemdlise,

Praticado ¢ Well-Felix com os 75 soros, encontrou-se apenas um que,
na diluigdo de 1/100, aglutinava o Profeus OX19. Trata-se do easo 1709,
um dog 3 em gue a reacio de Bengison foi positiva.
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Os resultados das reacBes praticadas com vérias amostras de sangue
de cada um dos 4 casos de infeccfic acidental de laboratdrio constam do qua-
dro 4.

QUADRO 4

Eracio pr BeEneTsoN

Casos em que foram examinadags mais de uma amosira de sangue do mesmo paciente.

Tempe entre Anti- Anti-
SOROS sangria e Arntie geno | gene dei Bural
infeio da geno Epid#- | febra on
doenga Murins { mico |pmaculosal cidade
718 1.» amestra ... | 18 dias 40 320 Nez. C W.B (L) 1600 Wid
408 ; Hem. i Neg.
7iB 22 amostra ... | 80 dies 20 16 Neg. C
T8 12 pmostrs ... | 2 dias 440 320 neg. E W. . (L) 1600; Wid.:
100; Hem.: Neg.
Y10 28 amostra .., | 3 34 meses 20 i0 neg. R
720 1. amostra ... | 12 dias 20 160 e, C W. F. (L)@ 1800; 'Wid,:
Neg.; Hem.: Neg.
720 22 amosira ... | 380 diss 10 i0 neg. C
722 1.8 amostrs ... | § meses 20 10 neg, R W. F.o(Ly: 16003 Wido:
Neg.; Hem,: Neg.
722 2.8 amostra ... | 7 meses neg, DeE, neg. R
725 1.4 amostra ... { 130 dias 80 40 neg. )4 W, &, (L): 800; Wid.:
400 ; Hem.: Neg.
TO5 2.8 gmostra ... | 190 dias 20 20 neg. kcA
727 1.2 amostrs ... | 4 meses neg. 180 5 B W. F. (L): 1600; Wid.:
Neg. ; Hem.: Neg.
727 28 smostra ... | 6 meses neg. 40 neg. R
|’1.‘L amostra. . | 14 diss 10 320 10
1081 4 2.5 amostra.. | 8% dias 180 40 neg. <
4.2 amostra.. | 139 diss 40 10 neg.
228 {.‘zﬁ amestra. . | 19 dias 0 4G neg. < W. ¥ 640
228
20 amostra.. 1 I7 dias 80 40 N6,
e amostra. . . 16 0 neg. Drurante a doenga: 320
24 amostra. .. 16 80 20
000" W.F.
3.4 amostra. . 166 20 c
L 4.2 amostra. . | 33 meses 463 20 I més apos: 160
12 amostra. . neg, faeg,
j 1.0 Nag.
2.5 amostra. . neg. neg. Durante a < 22 Neg.
doenga 3.2 B0
3001
3.5 amostra, ., neg. 1egr, neg. G W.F.
4,5 amosira. . 128G G40 neg.
8.4 amostra., . 320(1) 32001 i més ap6s: 40
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QUADRO 4 (Continuacio)

e ————
Tempo entre Anti- Anti-
S0ROS sangrin e Anti- | geno |geno dei Rural
inicio da geno Epide- fehre ou
doenga Murino ! mico |[maculosa) eidade
g" 1.2 amostra, . neg. neg. neg. durante & doenga: 80
3002* < 2.5 amostra. . 80 40 o] WE,
13,3 amostra. . & 40 < 1 més apbs: 40
rDumnta a2 %i.“ 4%
1.4 amosfra, . neg, e, doencs 2.8 20
2.5 amosira. . neg. 1198,
3
3005% g4 amostra, neg. neg. Q W.E
4,5 gmosira. . neg. neg. neg.
5. amostra, , i60 40 1 rofs apis: Neg.

* Tre todos o8 easos (3000 a 3003} de infecplo ncidental foi isclads s Rickeitsiz mocseri.

Legenda : Em lugar das fragSes habitusimente utilizadas para indiear o titulo das reagBes, empregmmos
o5 regpectivos denominadores. O titulo fol dado pela mais clevada diluigfo de séro com a gual
foi obtido total (4 eruses) oun guase total (3 cruzes) impedimento de hemdlise.

COMENTARIO

O intdito de reiatar, de maneira tio completa gquanto possivel, as nos-
sa8 pesquisas sObre o problema das riquetsioses do grupo “tifo’” em 3, Panlo
levou-nos a comunicar, neste trabalho, os resultados das reactes de fixagso
do complemento com o cocto-antigeno de Paldeios e Avendafio, apesar do
cardter preliminar das investigagbes realizadas.

Na ocasio (janeiro de 1944), conseguimos obfer apenas um nimero
reduzido de sorog de casos de infecgfio benigna suspeita de riguetsiose e,
por outre lado, ndo pudemos dispor de antfgenos outros — de tifo epidémico
e de febre maculosa — necessdrios para o completo contrdle da reacgfo.

A infecgfio, nesses casos, caraterizava-se por febre, de 2 a 3 semanas
de duracfo, com acentuada cefaléia inicial, dores museulares e exantema.
Até a data da colheita dos soros, ndo se conhecia neshum caso mortal da en-
fermidade. Segundo informacfes colhidss “in loco”, nos anos anteriores,
haviam sido verificados casos de doenga similar nos arredores. Carrapatos,
assim como ratos e pulgas, eram encontrados, com freqlifncia, nas proximi-
dades do domicilio dos pacientes.

O cardter rural da infeccio e os titulos elevados do Weil-Telix por vé-
zes observados com o Profeus OX2 pareciam falar a favor da hipélese de
febre maculosa benigna. Até a data, no entanto, nfo haviam side obser-
vados casos graves, tipicos, de febre maculoss, nas zonas de onde provinham
05 HOros.

O exame dos resultados consignadog no guadro 1 levou-nos a exciuir,
para os casos de infeccdo benigna clinicamente suspeita de doenca tifo-exan-
tematica (soros Ro. C, R. C., 8. C,A B.,D. G, 8. F. e J.Q.), o diagnds-
tico de febre maculoss e a considerar, como provivel, a hipdtese de riguet-
siose do grupo “‘tife”. Vé-se, realmente, que os soros désses casos fixaram
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¢ complemento em presenca do cocto-antigeno de Palécios e Avendafio,
aleancando altos titules, tal como os sores chilenos, enquanto que os soros
tipicos de febre maculoss foram negativos.

Dos soros de comunicantes examinados, dois fixaram o complemento.
Num désses casos, o titulo da reagfio atingiu 1/30, tendo o paciente decla~
rado haver tido “tifo” 8 meses antes da colheite do sangue. Da histdria
pregressa do outro — no qual a reagfio foi positiva a 1/10 — nfo constava
referénein a doenga febril alguma. Por outro lade, entre os comunicantes
para og quals fol negativa a reagdo de fixagfo do complemento, um déles
(A. 8. G.) havia tido, algum tempo antes da sangria, doenca febril prolon-
gada, durante & qual foram, por duas vézes, praticados exames de labora-
tdrio. O Weil-Telix fol positivo a 1/1.600, com ambas as amostrag de sbro,
enquanto que a reacio de Widal passou de negativa, com a primeira, a posi-
tiva a 1/400, com a segunda. Parece, assim, mais provavel fratar-se de um
caso de febre tiféide, pois, como é sabido, a elevacfo, durante a doenca,
do titule, quer do Widal quer do Weil-Felix, possui, em regra, maior valor
disgndstico do que um resuitado positivo tnieo, por mais alto que seja o
titulo. Haja vista o ocorrido com os dois casos citados por PascaLE e Cruz
(1945), nos quais, apesar de ndo haver divida sbbre o diagndstico de febre
tifdide, confirmado por hemoeultura positiva, o Weil-Felix atingiu o titulo
de 1/800.

Na ocasifo, a falta de antigeno de febre maculosa necessirio para o
cotepleto contréle da reacio impediu que os resultados aeima, conquanto
significativos, fossem considerados como prova definitiva da existéncia
entre nds de uma riguetsiose do grupo “tifo”.

Fm trabatho anterior, constatamos a especificidade da reacfio de Beng-
tson no que diz respeito ac diagndstico da “Rocky Mountain spotted fe-
ver’” e s riquelsioses do grupo “tife”. Vé-se, assim, pelo exame do guadro
2, que ésse recurso téenico, de emprégo recente masg (4 generalizado no es-
tudo das doencas tifo-exanteméticas, possibilitou firmar o diagndstice de
febre maculoss para 2, dentre os 58 casos de infeegdo benigna examinados
neste trabalho. Ambos foram verificados em zona rural, havendo, tanto
um como o outre, apresentado reagfio de Weil-Felix positiva. O diagnds-
tico soroldgico foi confirmado, em um dos pacientes, pela prova de inocula-
cfio e cobalz. Residiam ambos em drea onde haviam sido, anfericrmente,
eonstatados casos de febre maculosa.

De major significacso se revestem, no entanto, os resultados obtidos
com og soros do grupo “b”. Com efeito, sinda que nfio permitisse o diag-
néstico especifico da riquétsia em causa, a reagfio de Bengison veio trazer,
pela primeira vez, em um nimero ponderdvel de casos (51), a certeza de
existir, entre nds, em forma endémics, além da febre maculosa, uma outra
doenga tifo-exantemética.

J4 de h& muito, como vimos na introdugio déste trabatho, vinha sendo
suspeitado que o Dermacentrozenus rickefts? ndo poderia ser ineriminado
como o agente etioldgico em todos os casos de riqueisiose observados no
Estado de 8. Paulo, desde 1929, Os argumentos apresentados para justi-
flear essa suspeita tinhaim base, quer na cliniea, quer na epidemiologia dos
easos observados, quer ainds em trabalhos experimentais realizados com o
sangue dos doentes. Faltava, no enbanto, um recurso téenico de valor diag-
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ndstico mais seguro, para se poder concluir, com seguranca, que OCorresse
mais de uma riquetsiose entre nds. Se as razdes de ordem epidemioldgica
impressionavam, na cliniea tornava-se sobremaneira dificil, senfo impos-
sivel, distinguir, dentre os chamados easog de “tifo exantemitico benigno”,
08 ¢ue seriam casos benignos de uma doenca geralmente (?) grave ¢ de
evolucio mortal, a febre maculosa.

Prosseguindo no exame dos casos acima discriminados, vemos que um
dnico sbro (721} reagiu com os 3 antigenos a titulos que n&o permitem fir-
mar o diagndstico especifico. O Weil-Felix, praticado com essa amostra
de sdro, havia sido positivo a 1/1.600.

Finalmente, dos 58 cases aqui examinados, 4 foram negativos com
todos og antigenos. A segunda amostra de séro do caso 722, também nega-
tiva com os 3 antigenos, foi obtida de doente residente em zona rural, o
qual, como se vé& pelo exame do guadro 2, apresentara fixacdo do comple~
mento positiva com material retirado 2 meses antes. Uma primeirs reacfo
de Weil-Felix havia sido positiva & 1/800 e¢ uma segunds, comn 3 diss de in-
tervalo, a 1/1.600. A prova de inocula¢fio do seu sangue ere cobaia havia
sido negativa. Dado o baixo titulo da primeira reagfo, explica-se, ficil-
mente, ferem os anticorpos fizadores desaparecido do sangue do paciente
no espaco de 3 meses.

No paciente 1.804, temos, possivelmente, um exemplo de tardia reacéo
2 infeecfio pela producio de anticorpos fizxadores. Considerada negativa s
reago para efeito de registro, nfo deixou, contudo, de haver muito ligeira
inibicdo de hemdlise nos trés primeiros tubos correspondentes fs diluigbes
de 1710, 1/20, e 1/40 do sbro.

Os restantes casos negativos (1. 800, 1.852 e 2.797) com os 3 antigenos
haviam, como guase todos os easos aqui examinados, apresentado uma rea-
cio de Weik-Felix positiva. Os titulos obtidos foram, respectivamente,
1/640, 1/1.600 & 1/2.560. A prova de ineculacio do sangue do paciente em
gobaia fol praticada apenas no ecaso 1.852, tendo sido negativa.

Sabendo-se que & reagdo de Weil-Felix pode ser positiva em outras
infeegdes, hé a possibilidade, para ésses 3 casos, de um outro diagnéstico
que niio o de doenga tifo-exantematica. Outra hipdtese, porém, pelo menos
para 0s soros 1.805 e 1.852, se nio também para o sbro 2.797 {pois que se
ignora o periodo em que 8ste Bltimo fol obtido) é o diagndstico de riquet-
siose na qual teria sido tardia ou nula a produgdo de anticorpos fixadores
especificos.

O valor da reaciio de Bengtson para o diagndstico retrospectivo das 1i-
quetsioses do grupo “tifo” ficou bem evidenciado pelos resultados obtidos
com os soros dos funclondrios do armazém de cereals da Secretaria da Agri-
cultura, situado no bairro das Perdizes, na capital de 8. Paulo.

Ere trabalho anterior, i4 examinamos o considerivel auxilio que a fi-
xaclio do complemento nos trouxe para a descoberta désse foco de tifo mu-
rino, permitindo nfo g6 firmar o diagndstico de riguetsiose do grupo *tifo”
para o caso “Vollet”, como ainda orientar e controlar as pesquisas que nos
levaram a identificar, de maneira segura, a Rickelisia mooseri. Além da
amostra obtida do caso humane, foram isoladas, de ratos e pulgas que in-
festavam o armazém, vérias outras amostras, as guals serfo estudadas em
trabalho ulterior desta série.
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O exame do sdro dos companheiros de trabailho do paciente “Vollet”
completa o estudo do foco. Mostram os resultados que a reagio de Bengt-
son permite a descoberta de focos, ou de casos isclados de tifo murino,mes-
mo apés & cura da infeecfo. Como se vé pelo quadro 3, a reagiio fol posi-
tiva com o séro de 3 das 75 pessoas sangradas. Dada a benignidade usual
da doencga, nenhum dos 8 conseguin precisar quanto tempo havia decorri-
do entre o infcio da infeccdo ¢ a cothella de sangue.

Os resultados obtidos em numercsos casos, dentre oz 51 que apresen-
tavam ums histéria de infecgdo benigna com Weil-Felix positivo, permitem,
ne enfanto, afirmar que o diagndstico retrospectivo de riguetsiose do grupo
“tifo”, mediante a reacfio de Bengtson, poderd ser feito meses e mesmo anos
apds s infeecdio (reacdo positiva a 3/40 cérea de 3 anos apds a doenea nos
casos 3.000 e 3.001, de infeccdo acidental de laboratdrio).

Visto o auxilio que a reagio de Bengtson nos trouxe no que diz respeito
80 diagndstico de febre maculosa, de um lado, e de riquetsiose do grupo
“tifo” de outro, abordaremos agora a questdo do diagndstico da espéeie
da riquétsin responsdvel pelos casos déste Gltimo grupo.

56 pela purificagdo dos antigenos pela téenica de Plotz é que se conse-
guiria, em boa parte dos easos do grupo “iife”, estabelecer o diagndstico
de espécie da riguéisia em causa. Com os antigenos Bengtson, dada a in-
tensa reaglo cruzada observada, habitualmente, entre o tifo murino e o epi-
démice, nio é possivel, na maloria dos easos, obier o diagndstico diferencial
entre essas duas infecges.

Alnda mals, como vimos em trabalho anterior e veremos, novaments,
Iinhas adiante, hd casos em que o sfro do paciente de tifo murino reage
inicialmente com ¢ antigenc heterdlogo {o epidémico) a titulo mais alto do
que com o homdlogo. Torna-se evidente s impossibilidade de se chegar a
um diagnéstico especifico com os antigenos de Bengtson, pelo menos quando
se examina s6 uma amostra de séro.

Eliminando, por lavagens e centrifugagfes sucessivas, grande parte
do componente antigénice soldvel, comum & Riéckefisia mooser:, Plotu eon-
segue obter antigenos que seriam dotados de malor especificidade.

Tentaremos, no entanto, por meio de uma andlise mais detalhada dos
resultados obtidos com a reagfo de Bengison, chegar a um diagndstico es-
pecifico de probabilidade, pelo menos nos casos em que foram praticadas
mais de uma sangria.

Erm 12 casos, dos quais 4 de infecelo acidental de laboratdrie, foram
examinadas 2 ou mais amosiras de séro do mesmo paciente. No quadro 4,
reproduzimos, com detalhes, os resultados désses exames.

Désses 12 casos, o de n.® 1.081 é especialmente ilustrativo da infensa
reagfo cruzada observada entre o tifo murino e o epidémico. J4 tendo por-
menorizadamente discutide, em trabalho anterior, as particularidades
goroldgicas désse caso, limitar-nos-emos a chamar a atencfio para o fato
de que 86 tardiamente, apGs a cura da doenga, o titulo da fixagdo com o an-
tigeno homdlogo (murino) se elevou, acentuadamente, ultrapassando o da
fixacfio heterdloga, que havia entfo declinado.

J4 ProTz e colab. (1948) e Scovirie e colab. (1948) assinalaram que o
anticorpo especifico confra cada uma das riquetsias, murina e epidémiea,
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é de aparecimento mais tardio no sangue do que o antieorpo correspondente
a0 antigeno comuin a ambas. Segue-se, daf, o auxilio que o exame dos re-
sultados das reacdes praticadas em série pode trazer para o esclarecimento
da etiologia especifica de alguns easos de riguetsiose henigna. A se sceitar,
como de valor diagndstico, a elevagfo progressiva do titulo da fixacfo com
o antigenco murine, veros que, no caso ‘‘Vollet”, poderfamos chegar, sé
pela reaciio de Bengtson, a reconhecer, conquanto tardia, retrospectivamente,
a espéeie da infecglo em causa. Nesse caso, alids, como dissemos, fol possi-
vel chegar a um diagndstico de certeza pelo isolamento da riguétsia respon-
sdvel,

O cago 2.281 é outro exemplo em que a alteraciio do nivel do anticorpo
murino se processoll nitidamente no mesmo sentido que no esso “Vollet”.
Parece razodvel! aceitar-se, também para ésse caso, com base apenas na rea-
cfio de Benglson, o diagndstico provivel de tifo murino. Infelizmente, nio
pudemos dispor de uma terceira amostra de sbro désse paciente, para cons-
tatar se & modificagdo havida, no intervalo de 7 dias, durante a deoengs,
continuou a se realizar no mesmo sentido, durante a convalescenga e apds
& Cura.

O caso 718 mostra, igualmente, ter-se invertide, na amostra de sbro
obiida 60 dias apds o infcio da infecgdc, a predomindneia aleancads, na
amostra colhida aos 18 dias de doencs, pelo nivel do anticorpe epidémico
sObre o do anficorpo murimo. Nesta segunda amostra, no entanto, ji por
demals tardia, ambos os titulos haviam caido considerdvelmente, nio po-
dendo ser constatada, pela falta de séro de perfodos intermediarios, se houve
ou nfio, em certa fase da doenga ou da convalescenca, ums elevagio gradual
do titulo da fixagdo com o anticorpo murine. O comportamento sorolégico
désse caso, tal como revela a andlise das 2 amostras de séro chtidas, pode-
ria enquadré-lo tanto enire os casos de tifo murino, come cntre os de tifo
epidémico.

Nos casos restantes de infee¢fio natural, 719, 720, 722, 725 e 727, as
sangrias foram feitas em perfodos tardics demais para permitir sequer ums
conjectura sbbre a sua eticlogia especifica. Chama a atencdo, no entanto,
num <déles, 727, o fato da persisténeia dos anticorpos epidémicos em nivels
aprecidvels nas amostras de sdro, colhidas 4 a 6 moesges apés o infeio da in-
fecedo, quando nfo fol verificada a presenga de anticorpos murinos, senfo
em nivel insignificante.

De cada um dos 4 casos de infecgfio acidental de laboratério, fol isolada
uma amostra de Fickellsie moosers, perfeitamenie identificada pelo seu
comportamento experimental ¢ por provas de imunidade,

Entre ésses casos, hi pele menos wm, o de n.° 3.000, com o qual obtivemos
resultados que nfo se explicam pelos conhecimentos atuais sdbre o reacdo
de fixa¢fio do complemento. Constata-se, com efeito, nesse caso, a predo-
mindncia muntida, durante perio de 2 meses apds a infeccfio, pelo nfvel do
anticorpo epidémico sébre o do murino.

Nem mesmo com o emprégo de antigenos purificados pode ser feito o
diagndstico especifico da rigquetsiose em causa pela fixac8o do complemento.
A reagfio praticada com os antigenos de Plotz no Laboratdrio de Virus e
Riquétsias da Army Medical School, em Washington, aleancou titulo mais
alto para o tifo epidémico do que para o murino. O titulo da aglutinacio
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realizada no mesmo laboratério fol, no entanio, significativamente mals
alto com a riquétsia murina do que com a epidémica.

B sabido que a vacinacio prévia com um dos antigenos, murino ou
epidémico, vem trazer nova dificuldade & interpretacio, pela reagfio de fixa-
¢fo do eomplemento, dos easos de riquetsiose do grupo fyphus,

No easo n.° 3.000, no entanto, havia apenas histéria prévia de vacina-
¢fio eom uma dose Unica de vaeina Spencer-Parker contra a “Tlocky Moun-
tain spotted fever”. Kneentrar-se-in, af, a explicacfo do comportamento
soroldgico andmalo, ou estaria éste em relagdo com a gravidade inteiramente
excepeional da infecgdo? Caso também muito grave fol o de n.® 3.001, no
qual se verifieou, igualmente, a impossibilidade de um diagndstico especi-
fico pela reagfo de Bengtson. Também désse paciente fol isolada e, a se-
guir, identificada & Rickellsia mooseri. Os 2 outros casos de tifo murino
acidental foram bem menos graves que os anferiormente citados. Néles
se congtata a predominincia dos titules do anticorpo homdlogo nas virias
amostras de sangue. Ora, éstes 3 dHimos casos eram de individuos que, ha
anos, vinham sendo, repstidamente, vacinadog contra a febre maculosa.
Nio parece provével, pols, gue o comportamento soroldgico andmalo do
cago n.° 3.000 seja eonseqitbneia da inocnlagdo da vacina Spencer-Parker.

RESUMO

Fm comunicago anterior, os autores trataram de um caso humano
de tifo exantemdético murino observado na eapital de 8. Paulo. O diag-
nostico do case foi feito pelo isolamento e pela identificacio de uma amos-
tra de Ricketisia mooseri. J4, anteriormente, haviam sido observadoes, no
Estado de 8. Paulo, easos benignos de doenca tifo-exantemdtica sermnelhan-
tes ao estudado pelos autores. Durante anos, porém, nfo se conseguiu es-
tabelecer o diagndstico espeeifico désses easos, os quals, com 0s casos graves
de riquetsiose, eram englobados sob a designacfo de “iifo exantemdtico
de 8. Paulo”. Mais tarde, receberam muitos désses casos benignos o diag-
ndstico de tifo murino, felto apenas com base em dados chinicos ¢ epidemio-
légicos.

No presente trabalho, os autores prosseguem no relato das pesquisas
feitas para, esclarecer a ef;mlowla de tais casos. A reacfio de fixagdo do com-~
plemento fol praticada eom um certo nimero de soros com Weil-Felix po-
sitivo, Urna grande parte das amostras de sangue foi obtida de individuos
que sofriam, ou haviam sofrido, uma infecgiio benigna e que residiam em zo-
nas quer rurais quer urbanss do Estado de 8. Paulo.

Na parte preliminar do trabalho, realizads em janeiro de 1944, fol
utilizado um antigeno, preparado no Iustituto Bacterioldgico do Chile,
por Palicios ¢ Avendafio, com a Aickellsio mooseri. A partir de novembro
de 1945, foram empregados antigenos Bengison, preparados com a riguétsia
da febre maculosa dag Montanhas Rochosas e com as do tifo murine e tifo
epidémico.

Em 1944, foi praticada a prova, em presenga do cocto-antigeno, com o
sbro de 7 casos verificados em zona rural do Estado de 8. Paulo. Naquela
ocasifio, a falte de anfigeno para o diagndstico da febre maeulosa tornou
impossivel o contréle perfeito da reagio. Nao se péde, asgim, concluir;, com
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eerteza, pela existéneia em 8. Paulo de uma doenca exanterndtica do grupo
“tifo” (iifo murino e tifo epidémico). Contudo, os resultados falavam for-
temente a favor da hipdtese de ocorrer, em S, Paulo, mais de um tipo de in-
feccdo tifo-exantematica.

Cérea de 2 ancs mais tarde, as reagtes realizadas com antigenos Bengt-
son vieram frazer a prova definitiva de que ums parte dos sssim chamados
casos de “tifo exantemdtico de S. Paule’”” ou de “febre maculosa’ eram real-
mente casos de wma infecclo exantemdtica do grupo “tifo”.

De todos oz casos elinicos, nos quais fol praticada a reacdio com os anti-
genos Bengtson, 38 foram selecionados para serem discutidos nesta comuni-
eacdo. Fm doig déles, conseguiu-se firmar, pela fixagfio de eomplemento, o
disgndstico de febre maculosa das Montanhas Rochosas. Em 51 casos, a
reagdo fol positiva, quer com o antigeno murino, quer com o epidémico.
Em muitos désses 51 casos, nfio houve uma diferenga significativa entre os
titulos observados eom o antigeno murino e com o epidémico ; o titule foi,
ora mais alto com o murino, ora com o epidémico.

Devido 4 intensa reacio de fixacfio eruzada, verificada entre o tife mu-
rinc e o epidémico, s6 foi possivel chegar-se, pela primseira vez, a um diag-
ndstico seguro de tifo murino pela identificaciio de uma amostra de Ricket-
tste mooseri, isolada do caso humano {“Vollet”) acima referide. FEm uma
nota a ser publicada, relataremos o isolamento da Rickeiisio mooser: de
mais 10 casos humanos de tifo murino, alguns déles provenientes de zona
rural.

Fol praticada aindz a reacfo de fixacdo do complemento com o séro
de 75 empregados de wm armazém de cereais, onde trabalhava o paciente
“Vollet”, tendo sido uiilizados os antigenos Bengteon. Em 3 désses casos, a
reacdio fol positive com o antigeno murino ou o epidémico. Nenhuma des-
sas 3 pessoas havia apresentado sintomas de infecciio nos 30 dias anteriores
4 sangria.

A reacfio fol também aplicada ao diagndstico de 4 casos de infeccfio
acidental de laboratdrio. Verificaram-se todos os 4 entre o pessoal téenico
do Laboratério de Riguétsias do Instituto Butantan, onde o trabaltho rela-
tado nesta eomunicacio fol realizado. A reacfio fol positiva nos 4 casos com
os antigenos Pengison, murino e epidémico. Posteriormente, fol isolada,
de cada easo, uma amostra de Rickeiisia movseri.

Em um désses casos, nem pelo emprégo dos antigenos de Plotz fol
possivel chegar-se ao disgndstico diferencial entre tifo murino e epidémico.
O titulo da reacfio realizada na Army Medieal School, em Washington, com
uma amostra de sangue cothida 4 meses apds a infecgdo, foi mais alto com
o antigeno murino do gue com o epidémico. Mas o titulo de aglutinacfo
de riquétsias foi significativamente mais alfo com a Recketisia mooseri do
que com & Ricketisia prowazeki.

SUMMARY

In a previous paper, the authors reported a human case of murine
typhus that oceurred in the city of 8. Paulo, Brazil. The diagnosis of the case
was made by the isolation and identification of a strain of Rickettsia moosers.
For a time, similar mild cases of infection observed in the State of 8. Paulo
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had not been distinguished from cases of the so-called 8. Paulo typhus., They
were later disgnozed as cases of murine typhus although only on clinical
grounds.

In this paper, further work done to clear up the etiology of such eases
is reported. Complement {ixation tests with rickettsial antigens were
carried out with a number of positive Weil-Felix sera. Many of the blood
samples were taken during or after the course of s mild infection from
people living in either urban or rural areas of the State of 8. Paulo.

At firsta cocto-antigen was uged, which was prepared from a strain of
Ricketisia mooseri isolated in Santiago, Chile. Later, Bengtson antigens
were employed, which were prepared either with Rocky Mountain spotted
fever, murine or epidemic typhus ricketisiae.

In 1944, sers from 7 ecases reported in a rural area of S. Paulo State
were tested with the coeto-antigen. At that time, the lack of a Rocky
Mountain spotted fever sntigen made it impossible to prove conclusively
the oscurrence of cases of an exanthematic disease of the typhus group in
the State of 8. Paulo. Two years later, complement fixation tests per-
formed with Bengison antigens provided definite evidence that part of the
so-called “8. Paulo typhus” actually were cases of an infection of the ty-
phus group, '

Of the clinical cases tested with Bengison antigens for complement
fixing antibodies, 58 were selected for dicussion in this paper. They were
all mild eases with a positive Weil-Felix reaction. In fwo of them, a serolog-
ic diagnosis of R. M. s. f. was established. A positive test with either
the murine or the epidemic antigen was obtained in 51 cases. In many of
them there was not a signifieant difference between the murine and the
epidemic antibody titers. Sometimes the titer was higher with the murine,
at others with the epidemie antigen.

From one of those 51 eases, a strain of Ricketisio mooseri was isolated
and identified. Sers of 75 employees of the grain store where this patient
worked were tested with Bengison antigens. A positive test with the mu-
rine antigen was obtained in three of these people. None of them had shown
any sign of infection for & period of at least & month previous to the bleeding
for the test.

The test was also used for the diagnosis of 4 cases of laboratory infect-
ion. All 4 were accidentally infected in the Ricketssial Disenses Laboratory
of the Instituto Butantan, where the work reported in this paper was done.
Complement fixing antibodies against the rickettsiae of the typhus group
were found in the serum of all eases when tested with Bengtson antigens.
Later, a strain of Rickelisiac mooseri was isolated from each case and identif-
ied.

In one of these accidental eases, not even using Plotz antigens could a
specific serologic diagnosis be made. A blood sample taken 4 meonths after
the infection from this case was tested for complement fixing anfibodies
at the Army Medical Center, Washington, D. C., U. S. A. The titer
was slightly higher with the epidemie than with the endemic antigen.
However, the agglutination titer with the murine was significantly higher
than with the epidemie rickettsiae.
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AGENTES ACIDULANTES UTILIZADOS EM
ALIMENTOS

por

GERMINIO NAZARIO
do
Institute Adolfo Lutz

Desde remotos tempos, tém sido utilizados o 4cido tartdrice exiraide
do mosto da uva e o dcido citrico extraido de frutas do género Cifrus como
agentes acidulantes em alimentos. Durante longo tempo, empregaram-se,
na indisfria alimenticia, quase que exelusivamente 8stes deidos. Todavia,
com o creseente aumento de consumo de alimentos acidificados e em eonse-
giéncia de procura de agentes acidificantes mals econdmicos, observou-gse
um acentuado esforgo industrial no sentido de fornecer, ao mereado consu-
midor désses &cidos, outros, quer orgénicos quer ndo, que tivessem paladar
apropriado para o consumo como alimenio e que fossem destituidos de toxi-
cidade nas quantidades utilizadas habitualmente pelo homem. Dois cami-
nhos apresentavam-se entdo : 1.°) — extrair ou sintetizar 4eidos comumente
presentes em alimentos naturais; 2.°) — procurar chier outros agentes
acidificantes nfo presentes usualmente nos frutos comestiveis e destituidos
de toxicidade. Verdade é que muitos dcldos orgénicos existentes, abundante-
mente, nos frutos ou outras partes comestiveis do vegetal sdo téxicos aos
animais, acarretando mesmo efeitos noecivos pronunciados, como é o caso
do deido oxalico.

U 4cido encontrado, sbundantemente, nos frutos do género Prirus é
0 #ecido mdlieo, cuidadosamente estudado guanto & sua industrializaciio
por vis sintétiea, j4 que seus efeitos eram meais cu menos conhecidos, Te-
mes hoje, ao lado de pequenas quantidades disponiveis de 4cido L. mélico
natural, o 4eido I L. malico sintetizado em grandes quantidades. Também
o Acido glicdlico, contido em muitos frutos, fol proposto, desde a segunda
grande guerra, como agente acidificante, pols que sua preparacfic por vig
sintética & ficilmente exeqiiivel a partir do deido acético,

O 4cido l4tico, outro dos que ocorrem em muitos frutos e Grgfos ani-
mais, encontrou enorme aplicagfio como agente aeidificante ern alimentos.
Deve-se a difusfo do seu uso & manufatura econdmicamente realizada por
fermentacio da sacarose.

No eampo econdmico, enormes progressos foram feitos com a producio
de dcido citrico por via fermentativa do agtdear, levando a que tal deido ti-
vesse seu consumo grandemente aumentado.

Heesbido para publicagio em 5 de dezembro de 1951
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Por fim, entre os dcidos orginicos que tém side propostos e bem aceibos,
destaca~se o dcido glicdnico, fornecido comercialmente na forma de solugdio
aquosa xaroposa. Este dcido é encontrado também em muitos frutes, sendo
facilmente preparado pels fermentacio oxidativa da glicose. O 4cido em
si, bem como seus sais (de Ca, Fe, Cu), é extensivamente aplicado na tera-
pbutica moderna de sajs minerais.

.0 finico 4ecido proposto como agente acidificante de alimentos, ndo
orginico, foi o 4dcido fosférico. Este, bem como os demais dcidos enumerados,
tema sabor dcido agraddvel e é tido como atéxico nas quantidades usadas,
apresentando, além disso, a vantagem de poder ser fabricado em alto grau
de pureza.

A primeira questio que se levanta a t6da e qualguer proposicfio de um
novo agente acidifieante utilizado na alimentacfio é saber o grau de toxiei-
dade désse novo agente, desde que outras propriedades sejam favoriveis
a0 seu uso na alimentagfio, como sejam grau de puresa, sabor, aroma, ete.

Os dados de toxicidade encontrados na literatura eientifica foram reu-
nidog no presente trabalho, sempre que possivel ao lado de outras informa-
coes de interésse farmacoldgico. Acidos b que foram minuciosamente es-
tudados em diversos anitmalis de laboratdrio, quanto a seus efeitos, toxicida-
de aguda ou erdnics, doses letais, ete. Ouiros, pordm, apesar de muiio
conhecidos, nfo foram convenientemente abordados sob ésse prisma.

Passarernos, & seguir, a examinar, isoladamente, cada 4cido.

ACIDO CITRICO

A literatura clentifica registra trabalhos que, por vézes, depoem
contra o uso indiseriminado désse deido.

Zrpxrn (1947), do Instituteo Naecional de Saide de Maryland, estudando
o contetdo de dcido eftrico na saliva humana, revelou que, no homem adulto,
eada 100 cm? de saliva contém de 0,6 a 2,0 mg de dcido citvico. Zipkin su-
gere existir uma relagdo entre o deidoe eitrico salivar e a erosfo e cdrie den-
tdrias. A descaleificagfo do teeide dentdrio pelo ion citrico é sugerida pela
observagio de que éste ion forma com o de cdlelo um complexo soluvel e
fracamente ionizado, segundo Smpar, Kramer e Reswixorr (1920). Me
Crors e Ruzicxa (1946) observaram, em laboratério, que o citrato, em be-
bida praticamente neutra, tem pronunciads acfio destrutiva séhre o tecido
dentdrie “in vive. '

T contraposicio aos achades de Starne e Lovestepr (1947), New-
MAN (1948), verificou que n#o se observa nenhumsa evidéncia de que a des-
truigdo de dentes possa ser atribuida aos efeitos do dcido eitrico de frutas
citricas. BExperiéneiag foram execuiadas entre portorrignenhos que conso-
mem, em média, 4,24 laranjas ou “grapefruit’”’ por dia, durante 5 a 6 meses
do ane.

Lescaxe (1932) relata que, como efeite impediente da circulacio san-
glilnea, o 4cido citrico assemelha-se bastanie ao Acido oxdlico, levando,
ocasionalmente, a intoxicagdes graves e até mesmo letais. E particularmente
grave eI criangas, nas quais, apds a ingestdo de mesmo 1 a 2 limées, podem
ocorrer deficiéneiss de cirenlagdo ¢ desmaios. Menciona ésse autor o caso
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de uma jovem gue ingeriu, de uma 86 vez, 25 g de deido citrico para efeito
laxante ; apesar de fer vomitado abundantemente, veio a falecer,

Quanto ao destino do Adcido cifrico ingerido, Smerman, ManxDEL e
Smrre (1938) realizaram estudos em animais de laboratdrio, observando
que o co tem a possibilidade de destruir grandes doses de dcido eftrice.
Psla administracio oral de 0,5 & 2,0 g do 4cido por quile de animal, céres
de 0,79 nido é oxidado, aparecendo na urina. A ingestdo daquele 4cido ngo
afetou nems o pH nem o nitrogénio fotal na urina coletada em 24 horas.
No homem, Kuirer e Marrint {1933) coneluem que o deido efirico, quando
ingerido de 2 a 20 g, 4 rapidamente oxidado no organismo, restando sémente
L5 & 2,59, que é exeretado pela urina.

O efeito téxico do 4eido eltrico e de seus sais foi, recentemente, defermina-
do por Gruser Jr. ¢ HarpeseN (1948). Verifiearam ésses aufores que os
sintomas provoeados pela administracio de grandes doses de deido eftrico
e citratos assemelham-se aos da deficiénein de lon de eéleio, isto é, aumenta
a afividade geral, aparece hiperpnéia, vaso-dilatagfio periférica, salivacgio,
convulsdes cldnicas e tdnicas, clanose e, 4% vézes, morte. A dose letal média,
em milimoles por quile de animal, fol deferminada em animals diversos.
Os resultados estfio resumidos na tabela abaixo :

DL 5 ¢ milimoles/quilo
Coelhos Camun- Camun- | Ratos Coelhog
dongos dongos |
intravencsa | Intravenosa | intraperit. infraperit, | infravenosa
i
Acido cftrice . ., 1,72 0,22 50 4.5 0,331
Citrato de sédio 1,76 0,23 7.6 6.3
Citrato hissddico 157 0,30 7,0 7.3
Citrato trissgdico 1,74 8,60 55 | 6,0 |
i i |

Se tomarmos o resattado das D L. sq para o coelho, por via intravenoss,
e ¢ transferirmos para o homem de pése médio (70 quilos), teremos entfo a
Dl = 7,1 g por 79 quilog, *

A toxicidade crénica, apds prolongada adminstracfo do deido cftrico
fol determinada por Kror e Goup (1945), revelando que, na dose de 1,38 g
do #cido por quilo administrado a cdes, durante 112 & 120 dias, num nivel
de 103 a 108 doses (3 cdes), 8stes animais nfo apresentavam nenhum sin-
toma de intoxieacho, mesmo no exame histolégico. Tal resultado, ecaleulado
para o homem de péso médio de 70 quiles, dar-nos-ia, como dose nio téxica,
cérea de 63,6 g didrias.

Sshemos, pelo trabaiho de Kuiper e Maftill, j4 referido, que o dcido
eitrice, ingerido numa dose de 2 a 20 g, ¢ ripidamente metabolizado no or-
ganismo e gue sdmente 1,5 a 2,5%; sdo excretados na urina, Werss, Downs
e Conrsow (1923) fixaram em 2,5 g por quilo, em coelhos, & dose tolerdvel

* Tédas ns doses para o homem foram caleulsdas o parfir das doses conhecidas, em anfmais de la-
boratdric, utilizando-se a férmula de Mech. X
MARTINDALE — The Extra-Pharmacopela. Londor, Pharmaoceutical Press, 1941; p. 32,
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de 4cidos malico ¢ citrico para administragdo oral prolongada e ao redor de
2 g por quilo a dose de dcido tartdrico. Isses dados, transferidos para o
homem de 70 guilos, nos conduzem Az doses didrias que podem ser ingeri-
das durante longo tempo, sem inconveniente algum para a satde :

Acido cftrico e mélico — 53 g/70 quilos
Acido tartdrico —- 43 70 quilos

ACIDO TARTARICO

De um modo geral, concordam os farmacologistas em que o fdcido tar-
tdrico ¢ pouco mais toxico do que o dcido eftrico. Fato curioso, entretanto,
¢ yue, dentre todos oz dcidos utilizados presentemente eomo acidificantes,
em alimentos, é o dcido tartdrico o tuico dotado de certa atividade antibac-
teriana. Esta atividade, nfo s6 a exerce o 4cido livre, como também muites
de seus sals, como seja, por exemplo, o bitartarato de potéssio (SERLING e
colab., 1943).

J& Viowr (1937) havia verificado que uma solugio a (,38% do 4cido
tartérico em 4gua destilada destruia E. lyphose em 20 ou 30 minutos, B.
dysenlerize Shiga em 2 horas e cholern em 10 minutos. Verificou mais que uma
soluciio a 0,49 faz E. coli diminuir em nlimero, mas, mesmo ap6s 24 horas,
permanece viva. Frosivt (1940) afirma que a dgua potdvel pode ser desin-
fetada com Acido tartdrico ou citrico. A desinfecfo dé-se em 20 minutos
em relacio a B. cholera ; em 34 hora para B. dysenleriz; 3 horas para B.
typhoide, sendo, no entretanto, o B. coli resistente & acdo désse dcido.

Ainda stbre a utilizacio do deido tartdrico come desinfetante da 4gua
potdvel, surgiram outros trabalhos, entre os quals os de Negro ¢ Brrrasso
(1645 e Camposu (1940).

Sébre o destino do &cido tartdrico no corpo humano, Dawin (1922)
afirma gque o dcido tarédrico (formas D e L) é oxidado no corpo humano
menos rapidamente do que os dcides mélico e suceinico. Segundo FINKLE
{1933}, somente parte do dcide tartérico administrado oralmente o pessoas,
na dose de 2 g, é exeretado inalterado (edrea de 209). Os restantes 809
sfo destruidos no trato intestinal pela ac¢fio de bactérias, segundo afirmam
UnperaILL e colab. (1931). Dsse trabalho de Underhill reforga os achados
de Proxexs e Heruer (1830) citados por Finkle. Pickens e Hetler verifi-
caram que, pela adminstraciio de grandes doses de suco de uvas a pessoas, 2
urina se tornava mals 4cida e confinha deido tartarico livre.

Fxperiéneias realizadas por UnperEins e colab. (1931) indiearam que
nem o cd0 nem a cchaia ou o coelho podem utilizar o dcido tartarico.

Kror e Gorp (1845) estudaram a toxicidade dos deidos tartérico, el-
trico e glicdlico e respectivo sal sdédico, apds prolongada administracio em
efies ; veriflicaram que a ingesidio, durante 112 a 114 dias (100 » 103 doses),
de 0,9 g/quilo de deido tartdrico (equivalente a 0,5 g/quile de dcido glicd-
lico ) provocara a morte a um, j4 depois de 90 dias, com azotemia. Outros
trés cfes apresentaram teores normais quantitativos dos componentes do
sangue, se bem gue houvesse alteracBes no que diz respeito & urina, O exame
histoldgico revelou, no cfe morto apds 90 dias, degeneragdo tubular no rim.
Portanto, na dose de 0,9 g/quilo, no ¢fo, o dcido tartdrico pode ser nefrotd-
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xico. O estudo do efeito da inpestfio de dcido tartdrico e outros dcidos em
ratos foi efetuado por Frrzuva e Newson (1947). Vinte ratos, entre machos
e férneas, receberam dietas contendo 1,29% de dcido tartdrico. Em tedos os
animais de experiéneia observou-se ganho de péso, apds 52 semanas de ob~
servacho, sem que fosse notada slguma alteracfio parenquimatosa nos ¢r-
ghoz. (Péso médio dos ratos M = 437.8; F = 2580g). Isto significa que
ratos pesando 258 g receberam, durante aguéle perfodo de tempo, alimenta-
¢do didria contendo 1,29, de deido, sem revelar algum sintoma de intoxi-
cacfo. Dsses dados depreende-se que, se um rato se alimentar, didria-
mente, com 30 g de alimentoe, (ad libitum), estard ingerindo 0,6 g do 4dcido
tartédrico — para 250 g, digamos, de péso do animal. Isto dard cérea de 2,4g/
quilo de animal.

ACIDO LATICO

Veapesco (1936} verifieou que 2 saliva de individuos normais continha,
por 100 em?, dcido 18tico nas quantidades de 3,98, 4,24 até 13,61 mg; no
edo encontrou 4,39 mg por 100 cm?® de saliva,

Nzvwipra e Kuogremsman (1940) verificaram, experimentaimente,
que, apds estarem 10 minutos na cavidade bucal pedagos de banana, saca-
rose, glicose ou amide, pedia ser provads a formacSo de dcido latico por
acio de bactérias. A saliva filtrada em filiros Sefiz nfc mostrava tal acio.
Por cutro lado, julga Scamrez (1943) que a corrosdo dos dentes seja devida
principalmente ao Acido latieo formado pels fermentagic bacteriana na
cavidade bucal.

Norpora e Kapen (1933} demonstraram que o suco gistrico contém
de 6 a 25 mg de Acido lético por cento. Em gastrites, ésse valor é muito
aumentado. Um aumento no sangue, por injeclo de adrenaling, nfio corres-
pondia 2 um acréseimo do contéudo de 4cido ldtico estomacal.

Fstudos em animais de laboratério, sbbre a toxieidade déste &cido, re-
velaram que 8le é muito pouco tdéxico. Fonrs e Exern (1930) verificaram
que coelhos podem receber, subeutineamente, doses de 2,8 a 3,6 g de 4cido
ltico por quilo, sem sofrer qualquer dano. Morrem, porém, quando ali-
mentados com 1,6 g/guilo ou 0,6 g/quile durante 3 dias.

Encontram-~se, na literatura cientifica, algumas raras observagies,
que relataremos a seguir, por apresentarem certo interdsse elueidativo.

Lmcoqg {1936} reprodugziu crises polinevriticas em pombos, idénticas
as de avitaminose B;, dando sos animails racfo didria contendo 109, de
4cido latico, Ista polinevrite avifria, eausada pelo dcido ldtico, dé-se em
presenga ou susénela de gheidiog, ou se no regime alimentar prodominarem
protidios ou lipidios. Em tal cireunsténcia, ¢ animal é impedido de wuiili-
lizar a vitaminag B

Envenenamento por dcido ldtico com éxito letal fol comunicado por
Fihner, citado por Lsscrare (1932). Uma mulher de 27 anos recebeu, por
engane, no duodeno, em lugar de 100cm? de solugio de sulfato de magnésio,
uma solugdo de deido latico a 339, apresentando, entfo, vomitos com san-
gue, duranie meia hora, ¢ fortes dores. Houve hemoglobindria, mas nio
hematidria. O pulso ealu. A morte deu-se apds 12 horss. A necrdpsia reve-
low irritaciio em 23 em de comprimento do duodeno.
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J& DerreEx (1620) havia discutido e recomendado o uso do dcido 14-
tico refinado em cervejas nfo alecodlicas e como substituto do Acido eftrico e
o tartdrico, em refrescos, balas, na inddstria do pfio, pds de fermento, geléias,
vinagres, gelatinas e na conservagfio de carnes e produtos derivados de pei-
X08.

Borpas (1927), numa discussfo sébre a permissio do uso do deido I4-
tico em alimentos, eoncluiu nio haver objecio alguma ao seu uso em himo-
nadas (refrescos), picles ou vinagres, desde que fosse puro, isto &, livre de
cobre, znco, arsénieo, deido oxdlico e dcido sulfiirico.

O trabalho mais importanie adbre toxicidade do dcido l4tico e sen em-
prégo em alimentos foi elaborado por CoLLazo e colab, (1932). Fsses au-
fores ddo um pegueno apanhado sdbre o que fol feito no assunfo e passam,
em seguida, & apresentar seus proprios resultados. O 4cido ldtico, introdu-
zido no intestino (lcites deidos, quelios, frutas, ete.) & absorvido e passa &
circulagio, ou se transforma em outras substincias, ou ainda é eliminado,
Administrado a coelhos por via oral, na quantidade de 1,6 g/quilo, demons-
traram os mesmos perfeita tolerfincia, tendo, entretanto, lactocidemia e
glicemia em 30 minutos.

Segundo Parnas (citado por Puyal), a toxicidade para coelhos, por
via subeutines, oscila entre 2,8 e 3,8 g/quilo, enquanto que, por via oral,
Irirth e Iingel {citados por Puyal) indicam a dose téxica de 1,6 g/quilo, doses
essas repelidas durante 3 dias. Os ratos sobrevivem 4 injecfo subcuténes
de 2 a 4 glauilo e nfo apresentam qualquer manifestacfo de intolerdncia &
administragio por via oral de 2 gfquilo, durante longo tempo., Segundo os
mesmos autores, no homem e no eoelho, cérea de 20 a 30%; sfo eliminados
na uring, guando ingeride na forma de limonadas ricas em 4cido Idtico.
No efio, ge dado por via endovenosa, aparece na uring, em proporgdes varid-
vels ; sendo, porém, administrado oralmente, quase ndo é eliminado.

RBateherwick e Long {citados por Puyal) deduziram, pelo aumento da
acidez fosfdtica da wurina, depois da ingestdo de leite dcido a 29, que o
dcido ldtico € compietamente utilizado pelo organismo.

A administracido por sonda de 0,6 a 1,6 g de 4cido ldtico a cles de 8
quilos, prolongada durante 42 dias, fol perfeitamente tolerada pelos mesmos.
Em coelhos, 5 glouilo, dados em dias alfernados, ndo evidenciaram mani-
festages tdxicas. Stauton, Faust, Parfentiew, Sentzelf e SBokoloff (citados
por Puyal} indieam como doses méximas, em coelhos, toleradas as seguintes

via endovenosa — 0.5 g L
via subcutfnea — 3,0 g ; por quilo
via oral — 6,0 g |

Fasold (citado por Puyal), de seus estudos de tolevdneia de dcido l4-
tico por criancas, chegou & conclusfo, segundo suss experiéncias nas lactan-
tes, de que se poderd administrar nos adultos de 70 quilos enorme dose de
200 g de acido ldtico, sem inconveniente algum.

Se fixarmos eomo doze médxima tolerada 5 gl/quile, achado de Puyal e

colaboradores, e se caleularmos para ¢ homem de 70 quilos, teremos » dose
méxima tolerdvel de mais de 107 g de dcido ldtico. Se, de outro lado, tomar-
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mos o resultado da observagfo da administracio prolongada em cies, isto
é, 1,6 g/8 quilos e translerirmos para o homem de 70 quilos, teremos, como
dose tolerfvel, durante mais de um més, a guantidade didria de 6,8 g de deido
latico, ou, em dias alternados {do coelho 5 giquilo), cérea de 107 g.

ACIDO MALICO

Unperotin e Pacx (1925) estudaram o comportamenio farmacolégico
do deido méalico e seus sals. Fixaram 8sses autores a dose letal subeutdnea
no rato em 3 glquilo, quando injetado como malato desddio (a de tartarato
de sédio & 3 giquilo).

Na dose de 1 giquilo, 6 malato de sédio & destituido de efeito tdxico
para ches.

O 4deido malico nie é nefrotéxico e isio se deve ao faio de ser é&le facil-
mente oxidado no organismo. Nas quantidades aplicadas para fins acidulan-
tes, 0 dcido mihco ¢ seus sals podem ser tidos eomo destituidos de toxicidade.

Kranrz Jr. e colab. (1931) observaram que o malato de sédio faz de-
erescer a concentragio dos fons de hidrogénio do suco gdstrico e aconselham
que se faga a substituigdo do cloreto de sddio pelo malato de gddio, como
condimento, porque, assitn, decrescerd a acidez livre do suco géstrico, re-
duzindo-se a fonte de dcido cloridrico.

Weiss e colab. (1923) determinaram a toxicidade do 4eido malico e o efeito
cumulative déle e de outros acidos em coelhos.

Onta (eitado pelos dltimos autores) verificou que ¢ dcide malico, ad-
ministrade o coelhos ¢ cfes, aparece na urina, Fornecide, oralmente, em
grandes quantidades, ¢ tdéxico. De 10 a 20 g “per 05 a coclhos, é inteira~
mente destruido. Quando s dose aleanca 25 g, cbrea de 597 sio excretados
na urma.

Wise (1016) relats que, da dose ndo fdxica de Ig/quilo para o coelho,
gérea de 2 a 219 sfio exerstados na uria. J4 com dose de 3,3 g/quile, apa-
recemn sintormas toxicos.

Wremss e colab. (1028) verifiearam, em experifneias sébre 40 coeclhos,
que a dose letal do dcido mélico € de 7 g/quilo, Os animals receberam solu-
¢oes do dcido diretamente no estdmago.

A tolerneia a doses acumulativas foi observada em outros lotes de
coelhos : 3 coelkos foram alimentados com 2,5g/quilo, durante 5 dias conse-
cutivos, por 2 semanas @ — 2 sobreviveram e um morreu apés a primeira
semang. (s sobreviventes receberam doses de 6 g/quilo. Um morren. Ao
outro, apds 2 dias, foram dados 8 giquilo, depols do gque, morreu.

A dosge tolerada na administraciio prolongada de dcido malico deve
estar em redor de 2,5 glquilo, ou, talves, 2 g/quile.

Caleulando ésses achados para um homem de 70 quilos, teremos :
dose letal — 150 g/70 quilos e dose didria tolerada na administracgo prolon-
gada — 43 gf70 quilos.

Fsses resultados so quase ignais aos do deido citrico e superiores aos
do 4dcido tartdrico.
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ACIDO GLICOLICO

Constituinte normal do caldo de cana, ealdo de beterraba e de uvas,
assim como de muitos frutos.

Durante a segunda guerrs mundial, fol tentada a introducfio désse
dcido como acidulante de alimentos, principalmente porque &le pode ger
fabricado industrialmente por via sintética a prego compensador.

O 4dcido gliedlico, introduzido no organismo, segundo experimentagdes
de Barves e Lurwer (1043), ndo contribui para a formaco do glieogénio
no ffgado. Também nio causa formacfo de cornos cetdnicos no sangue
ou na urina. O Acido aeético, 80 contrério, na mesma concentracio, é ce-
togénico.

O 4dcido ghicdlico é considerado como intermedidrio no metabolismo da
glicing e da ghcose.

Grrrrrra (1930) observou eue a retardacdo do crescimento de animais,
quando se dflo grandes doses de dcido benzdico, € sustada ao ser adminis-
trado feido gliedlico.

A toxicidade do deido ghiedlico, apds prolongada administracdo, foi
estudada por Kror e GoLDd (1945). De seu trabalho resuliou s evidéncia
que o acido glicéhico nadose de 0,5 g/quile didria, ao efo, ndo mostra nenhum
efeito tdxico, por perfodo que varia de 93 a 119 dias, com dosges no ndimero
de 82 a 104. U désses cfies anteriormente tinha recebido 85 doses didrias
de 0,194 g/quilo ¢, mesmo zssim, nada de anormal ocorrey. O exeme histo-
logico dos drgdos tevelou completa normalidade.

Tisses dados, transferidos para o howmem de 70 quilos, conduzem a :
18 g/70 quilos, isto é, o homem poderd tolerar, perfeitamente, por longo
tempo, uma dose didria de dcido glicdlieo, de eérea de 18 g

ACIDO GLICONICO

FEixistente em alguns frutos, proveniente da oxidacfio de aglear corres-
pondente, 8ste deido pode ser preparado pela fermentacio oxidativa da gli-
cose. Seu ssbor agradivel e sua baixa toxicidade muito tém contribuido
para a sus introducdo na inddstris alimenticia como acidulante em geral.

Hervany e Zuviner (1938) haviam observado que o dcido glictnico,
bem como o dcido latico, administrados por via oral, sfo pouco exeretados
ng urina de coethos. O pH da uring diminul com o deido glicdnico.

Hermany (1930) observou que deido glicdnico, quande injetado intra-
venosamente, ndo acarreta queda da pressio sangilinea (ac contriric dos
ouatros dcidos orginicos), nem infiui no metabolismo do cdleio em coelhos e
cies. Porém a administracfo parenteral causa wm aumento de cdlcio do
sbro, isto €, mobilizs &ste eation, o que vem explicar o fato que éle faz de-
crescer a toxicidade do dcido citrico. Somenie ums fragdo do dcido gliesd-
nico administrado oralmente é absorvido como tal e isto devido 4 decom-
posicdo por bactérias intestinais,

Gasarro {1939) determinou como letal a dose de 7,63g/quile do glico-
nato de sddio em coelhos, guando injetado intravenosamente; a morte
do animal oeorre por acfio depressiva exercida sbbre o sistema nervoso een-
tral.
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J4 para o 4cido glicdnico livre, HERMANN (1947) estabeleceu a dose
letal de 85 em?® de solucio N/2 por quile, administrado, intravenosamente,
a0s mesmos animais de experifneia ; isto corresponde a 8,3 g/quilo {(em
péso, do deido livre), isto 6, pouco acima do achado de 8. Gajatto para o
gliconato de sddio. Se tomarmos, com dose tolerdvel, a décima parte désse
valor, cérea de 0,8 gfquilo, e se o transferirmos para o homem de 70 quilos,
teremos & dose tolerdvel de céres de 17g de 4cido ghiconieo, administrando-se
por via oral. Doses tnicas de 3 a 9 g, eada 2 horas, tém sido empregadas,
por viag oral, para shaixar o pH da urina, por Sisx ¢ Tomnmarr (1938),
atingindo o minimo de pH depois de 3-18 g de dcido gliednico em 2-3 horas.
Resultados idénticos foram observados por Gowp e Crvin (1939), sem,
eontudo, serem evidentes sintomas de intoxicagfio. Tais dados 8o bastants
expressivos ¢ bem falam a faver do uso do 4cido glichnico como acidulante
de alimentos, o qual, adicionade na guantidade de 0,2 ou 0,89, estard, mesmo
assim, bem Jonge dos limites de toxicidade.

ACIDO FUMARICO

Recentemente, foi éste deido preposto como acidulante de alimentos e
como droga medicinal. Fsse interésse nasceu durante a segunda guerrs
mundial, nos Hgtados Unidos, em vista do decréscimo de importacio de
bitartarato de potéssio, sub-produte na manufatura do vinho.

o conhecido que o Acido fumérico é integrante normal dos tecidos.
Por outro lado, sua relagio estrutural com o Acido taridrico e o fato déle
gor um sub-produto em sinfeses microbloldgicas levaram alguns pesquisa-
dores & investigar o grau de toxicidade do deido Bvre e seus saig, bem como
sua tolerdncia por administracio prolongada. LEvay e colab. (1946) reali-
zaramn estudos de toxicidade aguda e crénics do deido fumdrieo, sendo que
seus resulfados podem ser assim resumidos:

a) Raios alimentados com uma dieta sintética adequada, contendo
0,1 a 1,09, de decido fumdrico, nio mostraram, por um a dois anos, anorma-
lidade no crescimento, no conteido de hemoglobina, no ndmero de eritréd-
eitos e leucéeitos, em dentes, cinzas de ossos, no figado, nos ring, no estd-
mago e no pincreas.

b) Cobaias alimentadas com 19 de dcido fumdrico, por um ano, ndo
mogtraram anormalidade no crescimento. A segunds geracfo, também
tratads sob as mesmas condictes desde o naseimento, néo evidengiou efei-
tos téxicos.

¢} 75 individuos, que receberam 0,5 g de Acido fumdrico durante um
ano, nfo manifestaram conseqiiénelss téxicas.

d) Fol também pesquisado, em ratos, o efeito de grandes doses de dci-
do fumdrico. A toxicidade oral do Acido fumérico é extremamente baixa ;
7,04 gfquilo, por dia, ndo produzem efeito direto. Sob as mesmas condi-
¢oes, o dcido tartdrico 6 mais tdéxico. -

A D5y é, aproximadamente, igual a 8,0 g/quilo, oral.

A D15 intraperitoneal é de cérea de 0,587 g/quilo.
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Désge trabalho, conclui-se que a dose letal no homem serd, aproximada-
mente, de 80 g/70 quiles, quando administrado oralmente ; por via intra-
peritoneal, a dose letal aproximada serd de 5,8 g/70 quilos.

Frrzaven e Newson (1947) investigaram s toxicidade erdnica de di-
versos dcidos, entre os quats o dcido fumdrico. Mostraram ésses autores que
ratos alimentados com dieta contendo 1,2 g%, de deido fumdérico durante o
ano nio mostraram nenhum efeito téxico. Revelou-se fracamente téxico
sdmente quando administrado ao alimento de ratos com 1,5 g7, durante o
ano. A base désse i{rabalho, os autores sugerem o uso do Acido fumdrico
em alimentos,

O fumarato de sédio, cuja Dl é igual a 2,42 g/quilo, intraperitoneal-
mente, em ratos tem side proposto como catdriico, em substitiicio aocs safs
de 4cide citrico, tartérico, glicbnico, ete.

Maiores detalhes stbre o assunto podem ser encontrados nos trabalhos
de Bopansky e eolab. (1942), Locxw e colab. (1942}, Gorp e Zanm (1943) e
SuyrH e colab. (1945).

ACIDO FOSFORICO

Em relaglo aos outros dcidos ja citados, é o deido fosférico o tnieo que
apresenta, emn agrupamento indispensdvel aos organismos vives, o lon fos-
farico. Se nflo, vejamos : oz Acidos citrico, ldtico, glicdnico e fumArico,
infroduzidos no organismo, sfo totalmente queimados ; além disso, 0 pré-
prio organismo sintetiza~os num  metabolismo intermedidrio de glicf-
dios & Hpidios,

Os deidos madlico e tartdrico nfo tém outre destino ; sfo parcialmente
eliminados pela urina e o restante entra em combustfio orginica, sendo,
asgim, destruidos. O mesmo, porém, nfo acontece com o deide fosférico ;
os fosfatos infroduzides ne organismo nfo servem como substéncias ener-
gbticas, isto é, ndo fornecem energia ealorifica pela sua eombustfio, mas
sim tomam parte na constituigfo dos tecidos, especialmente do sistema de
sustentacio e da condutibilidade nervosa, ou integram a estrutura de enzi-
mas (cocarboxilase, fermenio amarelo) e nucledtidos, ou ainda entram no
metabolismo intermediario de carboidratos (esteres de Embden, Cori, ete),
ol no sangue, ng forma de fosfato de sédio, contribuindo para a manutengio
do pH sangiiineo. O organismo vive ndo tem capacidade de sintetizar o
ion fosférico e a sua introdugio no organismo ¢ feita através da alimentacdo.

E conhecida a neecssidade de fosfatos para og animais em crescimento,
fosfatos 8sses que, com o cdlicio, entram na constituicio dos ossos. A ali-
mentagio humana fornece, comumente, os fosfatos e o cdleio necessdrios
a0 organismo. Afé hoje, ndo sabemos, ao certo, as necessidades do organis-
mo infantil ou adulto em fdsforo. O que sabermos, a0 certo, é que o organis-
mo humano elimina, peis urina, todo o excesso de fosfatos introduzidos
néle, acima de suas necessidades. De outro lado, um déficit de fosfatos no
organismo nAo serd compensado sendo pela introdugde de novoes fosfatos.

Segundo von Noorpen {1921), uma deficidneia de fdsforos observa-se,
se bem que mals raramente, em casos de :
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1.0 — Kxcesso de trabalko muscular e, provavelmente, outras ativi-
dades protoplasméticas.

2.0 — Desnutricio geral.

3.2 - Por dieta que, sendo altamente caldrica, seja deficiente em fos-
fatos.

Sabemos que o excesso de trabalho muscular proveea uma grande eli-
minagio de fosfatos na urina.

De outro lado, encontram-se, na literaturs, trabalhos de autores di-
versos, em que se verificon que a administracio de fosfate de sédio (bifos-
fato de sédio}, chamado Recresal, aos individuos, nfo 86 diminuiu o cansacgo
musecular, como aumentou, nesses individuos, a eficiéneia mental ¢ fisica : —
Grressacn (1928}, PoresrrEvTer (1930 e 19302) Rmawm (1932), CorBravu
(1936), Gasarro (1939} e GrEENmELD {1041}

A alimentacio mal orientada de individuos pode leva-ios a uma carédnela
de fdésforo ; apesar désses individuos ingerirem alimentos ricos em cdleio,
as quantidades de fosfato e edleio nfio s8o suficlentes para a formacio do
fosfato tricdleico e, conseqilentemente, nfo se fard o depdsito Gsseo, ¢ que
fevard o indiviluo (em erescimento), independente de outras causas, ao ra-
guitisme, além de ouiras possivels perturbacdes de ordem nervoss e metabé-
lica.

Von Noorden e Solomon {citado per von Noorden) haviam admitido
que os fosfatos, introduzidos no organismo em alimentos (lecitinas, cefali-
nas, etc), elndem-se no estdmago, formando o ion livre do acido fosfdrieo.

Fmbden, experimentalraente, provou a necessidade do decido fosférico
Livre pars processar-se a sintese e degradacdo do glicogénio, ligando-se &
glicose para formar, intermedidriamente, esteres fosféricos da glicose {ester
de Embden, Cori e Harden-Young).

Apesar de se reconbecerem estas verdades cientificas j4 hd muitos
anos, o use do dcido fosférico como medicamento e em alimentos encontrou
uma certa repulsa. Terminou, por fim, pela demonstraco experimental
da baixa toxicidade, quer aguda, quer erdnica, désse dcido.

£ claro que o Acido fosférico ndo poderd ser nunea administrado na for-
ma de solugio concentrada, pols, como tal, é edustico e age sdbre mucosas,
trritando-as, destruindo os teeidos e provocando enterites agudas. Mas
tal fendmeno se verifiea com qualquer deido em forma concentrada, como
no acimsa relatado, sdbre a morte de uma senhora a quem fol administrada,
por engano, & dose de 100 em?® de deido latico a 33%. A necrdpsia revelou
irritagfio da mucosa em alguns centimetros do duodeno. Mesmo soluctes
de cloreto de sédio concentrado, ¢ isso é conhecimento cldssico, sfo igual-
mente tdxicas.

Oz trabalhos fundamentais do estudo da toxicidade erfnien do 4cido
fosférico foram feitos principalmente por pesquisadores franceses e, entre
ésses, destacam-se Cauntru, Martinet e Joulie.
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Cavurryu (1904) relata, em seu trabalho, que j4 em 1900, com Bardet e
Brun, administraram, durante um més e meio, a um pato, uma grama por
dia de dcido fosforico oficinal (36,47 de deido fosférico), sem terem verificado
qualguer sintoma extranho. Sendo o animal sacrificado e seu figado exa-
minado, ndo revelou anormalidade, nem esteatose. Cautru, em 1908, apre-
sentou, & Socledade de Terapbuiica, sua ohservacio stbre 3 cobalas, as
quais foram, durante 3 meses, administrados de 0,5 a 1 grama difrias de
geido fosférico. O plso das cobaias era de 350 g. Uma cobala morreu de aci-
dente de gaiola; as ouiras duas sacrificadas nio revelaram nenhuma anor-
malidade nos cortes histoldgicos de seus figados e rins. Mals outras duas
cobaiag, que prosseguiram ingerindo as mesmas doses didrias, durante 11
meses depols de saerificadas, nfo mostraram degeneragiio parenguimatosa,
egtando integro o tecido hepdtico.

Essas doses, transferidas para ¢ homem de 70 quilos, eguivalem a 50 g
de dcido fosférico oficinal por dia, ou sejam 18,2 ¢ de 4cido fosférico
(PO,

O mesmo Cautru efetuou experiéneias em cdes. Tomou 2 désses ani-
mais, dos quais 1 testemunha; ao outro, pesando 8.500 g, administrou,
durante um més, sem qualguer inconveniente, de 1 a 2 g de 4cido fosidrico
ofieinal {15 a 30 gbtas). A observacio se prolongou durante wm ano. Og
dois cles (de 2 e meio meses de idade), que pesavaim, ¢ testernunha 8.800 g
e 0 em experiéneia 8.500 g, foram submetidos a0 mesmo regime alimentar
{pfo ¢ carne cozida). Ao cfio em experiéncia, deram-se, a mais, 15 ghtas
{1g) de 4cido fosférico oficinal, didriamente. Apds um més, o cfio em experi-
éneia pesava 14 quilo a mais do que o testemunbha. Nesse momento, a dose
foi elevada a 30 gdtas (2g) do Acido fosfdrico oficinal. Apds mais de um més,
o péso do cfo em experibneia cra de 9.890 ¢ e o do testemunha, 9.700 g.

Afim de verificar a resisténeia do animal em experiéncia, foi injstado
1 em?® de eultura de bacilos de tuberculose na safena. Apds 10 diag, passou-ge
a dar, ao cdo em experiéneia, dose didria de 35 gbtas de deide fosférico ofi-
cinal {2,3g}. Depois de 15 dias, os pesos dos cfes eram ; © em esperiéncia,
11.000 g e o testernunha, 11.050 g. Apds um még, o cio em experiénela pesa-
va 12.010 g e o #estemunha, 11.300 g. Até éste momento (um més apds),
nfo apareceu nenhum sinal de fuberculose. Ai fol inoculads 2 segunda dose
de 1 em? de eultura de bacilos de tuberculose, subeutdneamente. O frata-
mento com Acido fosférico continuou mals dois meses e melo. Decorrido
&sse perfodo, o cfio em experiéneia pesava 21.200 g e nio mostrava nenhum
sintoma de tuberculose. Durante mais de 20 dias, o cfio em experiéneia
tomou de 100 a 200 gotas de deido fosférieo oficinal (eéres de 10 g}, ou seja
3,64 g de écido fosférieo. No fim désse tratamento, o cfio em experiéneia
pesava 22 quilos e o testemunha, menos de 21 quilos. O cfo descansou 17
diag; receben, depois, 300 gdtas de Acido fosférico oficinal, sob formsa mais
concentrada ; o cfo apresentou uma ligeira enterite, perda de apetite, ete.
Ap6s 10 dias, fol administrada dose menor (200 gétas didrias) e os sinfomas
desapareceram. Apds mais 10 dias, os peses dos efles eram : o em experi-
éncia, 23.400 g e o testernunha, 21.500 g. Depois de 8 diag, foram injetados
mais 1 em?® de cultura de bacilos de tuberculose humana, em ambos os efes.
O tratamento com Aeido fosférico, no efio em experiénela, sé fol suprimido
depois de 12 dias decorridos dessa ferceira inoculaco de bacilos da tuber-
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culose. Os primeiros abeessos contendo bacilos de tuberculose desaparece-
ram depois de 18 dias de inoculacio. Ambos os cfies emagreceram muito.
Nesse dia (1 ano depols da experiéncia inicial), pesaram : o%em experién-
eia, 24.500 g e o testemunha, 24.000 g. O cfo em experibneia, que tomou
P ; . - -

4cido fosférieo durante 1 ano, apesar de ter recebido 2 inoculacdes, de
lem?® ecada, de baciles de tuberculose, nfio havia perdido sua resisténcia. Se

tivesse esteatose hepdtica, éle nfo teria resistido & infeccio bacilar.

Cautru féz ainda outra série de experiéneias com 3 cfies, sendo que um
foi mantide como testemunha e os outros receberam, didriamente, 5 g de
Acido fosfdrico oficinal eada wm. Um désses cfes Toi sacrificade, apds 4 me-
ses de tratamento. Os cortes de figado e rins mostraram-se normais. iDessas
experiéneias, conelul Cautry, o deido fosférico nfo & um téxico, nem estea-
tosante.

Apés essas verifieagbes, Jaulie, colaborador de Cautru, comegou a em-
pregar doses didrias de 200 a 400 gbtas (isto é, até 26 g de Acido oficinal),
em doentes, para combater a didtese hipodcida e doses de 30 & 60 gbtas (cér-
ca de 2 a 4g) depois de 5 anos de idade. Jamais foi observado qualquer aci-
dente. Em criancas de 18 meses, foram dadas 4 a 8 gitas didrias {cérea de
0,13 g de 4cido fosférico) ou mais e aos velhos, de 50 a 100 gbhtas, isso &
até 2,3 g de dcido fosférico, sem qualguer inconveniente.

Dessas concludentes experimentactes, podemos tomar como dose did-
ria tolerada por um cdo de péso médio, digamos 20 guilos, cérea de 200 go-
tas de dcido fosfirico oficinal, ou sejam 13,3 g, o que equivale a 4,74 g de
dcido fosférico. Transferindo ésse resultado para o homem de 70 quilos,
teremos a dose de 11 g de deido fosférico, que poderd ser, setn nconveniente,
dado ao organismo, didrismente.

Se quisermaos transferir a experiéneia de Jaulie pars homens, teremos,
camo dosge didria perfeitarcente tolerdvel, cérea de 26,6 g de 4dcido fosférico
oficinal, o que equivale a 9,48 g de dcido fosférico.

Gueviarp e Duvar (1922) estudaram a infludneia da acidez e do ra-
dical 4cido sbbre a toxicidade de deidos diversos. Para isso, escotheram pei-
xes como animails em experiéneia (Fpinoches) e os dcidos fosfdrico, latico,
acético, propibnico, ete. Fizeram soluctes désses dcidos com o8 correspon-
dentes sais sddicos atdxicos N/50, que agem como tampdo. No pH 2,8, os
peixes sobreviveram 30 minutos em Acido fosférico e 12 minutos em 4dcido
ldtico. No pH 4,0, os peixes permaneceram vivos 8 horas em 4cido fosfé-
rieo, 2 horas e 35 minutos em dcido ldtico e 11 minutes em dcido acético.
Em pl 4,3, os peixes permaneceram vivos sdmente 9 minulos em deido pro-
pidnico,

Acido B "Aeide
il Acido Latico Acido Aebtico
Fosfdrico Propidnico
28 ... 30 minutos 12 minutos — —
40 ..... & horas 2 hors, 35 11 minutos ——
43 ..... - - — # minutos
e e
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Portanto, no mesmo pH, a toxicidade désses dcidos cresce na seguinte
ordem : &cido fosférico, deido lalico, deido acético, deido propidnico.

A dose letal, em eoelhos, por via intravenoss, determinada por Her-
MaNN (1947) é de 62 cm® de solugfio N/2 por quilo, o que eorresponde a 1,01
glquilo de 4dcido fosfdrieo.

Para um homem de 70 quilos, a dose letal intravenosa serd em redor
de 22 g de 4dcido fosférico.

Hoic em dia, o dcido fosfdrico faz parte de quase tédas as Farmaco-
péias : o0 DisrExsaTorY OF Tee Unitep Srates Or Amirica (1947) indica
seu 180 direto no organismo humano, N&o 6 em Farmacopéias, mas em Far-
macologias ¢ Tratados de Quimicy Farmacéutica, encontramos estudos s6-
bre o 4eido fosférico. Veju-se, por exemplo, em GoopmaN e Grrman (1941),
Soromany (1944), Hagur {(1942), Revrrer (1939) e Leprav (1946), onde
se 1& que o Acido fosfdrice diluido é aplicado como excitante da célula ner-
vosa e utilizado também como ascelersnte da funcfc gdstrica, na medica-
cfo Adcida em mdividuos com hipocloridria. Prescreve-se em golugiio, como
xarope ou limonada em doses varidveis de 1 a 5 g, durante 24 horas, o que
equivale de 100 mg a 500 mg de H PO.

Lzcog e Virvum (1832, 19328 e 1932b) e Lrcog e Viererre {1933 e
19332} estudaram a acBo do dcido fosférico e diversos derivados salinos soh
o ponto de vista de um wvalor antirraquitico. De suas pesquisas, conelui-
ram @sses autores gue a atividade antirraquitica dos ortofosfatos tende a
diminuir do sal mono ao trissédico. A eficiéneia dos sais ortofosféricos estd
estreitamente ligada ao nimero de hidrogénios 4cidos livres que o composio
possui (LEcog e Viirnurs, 1932).

Entre oz diversos usos terapbuticos do Acido fosforico, citam-se : para
doentes com eliminagfo de saes minerasis e hipoacides urindria ; nos esta-
dos mdrbidos em que o sisferns nervoso deprimido perde sua resisténein,
neurastenias verdadeiras, em que hi grande eliminac¢fio de fosfatos aleali-
nos pela urina; nos casos de artrifismos; nos estados raquiticos (sifilis,
impaludismo, efc); nos intoxicados (envenenamento por chuwmbo); em
certos casos de dispepsias, ete.

Entre nés, Rorm (1942} tem aplicado soluciio de dcido fosférico 1:
200 em glauconas, injetando cérea de 0,15 cm®. Como resumo, o autor des-
creve que o viireo suporta bem solucbes Adcidas fracas de dcido fosférieo.
Nao fol observada complicagfio ou acidente, durante nem depois da acidi-
ficaclo viirea.

DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi trazer & luz a verdade clentifica
acérea da toxicidade dos deidos mencionados, a fim de que sejam, os que ain-
da nfo o foram, admitidos como agentes acidulantes em slimentos e bebi-
das, entre nods.

(O Decreto-lel 15.642 de 9/2/1946, que aprova o Regulamento do Poli-
clamento da Alimentagfio Plblica, admite apenas o uso dos dcidos eitrico,
tartdrico e ldtico como agentes acidulantes. A vista do que fol exposto,
facil é verifiear que, com malor razdo do gue o deido tartdrico, se poderd
incluir alguns dos outros.
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Do relato feito e de asdrdo com os dados obtidos da literatura consul-
tada, dados ésses resuliantes de provas experimentais levadas a efeito com
animais de laboratério, quer guanto & toxicidade agud&, gquer quanto &
crénica, podemos concluir o seguinte :
 Doses didrias tolerdveis para a administracio prolongada, sem incon-
veniente para a satde do adulto (70 quilos) :

" 1.9) Acido eftrico - B3 g
2.) Acido mélico — - entre 43 e 53 g
3.2) Acido Idtico  — 43 g em média
4.°) Acido tartérico — 43 g
5.°) Acido fumdrico — aprox. 43 g
6.9y Acido gliconico — 17 g
7.0y Acido glicélico — 18 g
8.°) Acido fosférico — 11 g
RESUMO

Foi feito um apanrhado da literatura clentifica, no que conecerne & toxi-
cidade dos decides citrico, tartdrico, mdlico, latico, fumdrico, gliebnico,
glicdlico ¢ fosférieo.

A toxicidade cronica désses deidos cresce na seguinte ordem :
Citrico, mélico, Iitico, tartdrico, famdrico, glicbnico, glicdlico e fosférico.

Todos os dcidos mencionados se mostram adequados para serem ust-
dos em alimentos e bebidas,

SUMMARY

In this paper, there is made a study of the scientifie literature concern-
ing the toxicity of the eitrie, tartaric, maleic, lactic, fums,nc, glueonice,
glyeollic and phosphoric acids.

The chronic toxicity of these acids encreases in the following order :

citric, malie, lactie, tartarie, fumarie, gluconic, glycollic and phos-
phorie.

All the mentioned acids are proper to be used in food an drinks.

RESUME

Dans ce travail, il est fait un abregé de la Ltterature cientifique sur Ia
toxitée des acides citrigue, tartrique, maligue, lactique, fumarique, gluco-
nique, glyeolique et phosphorique.

La toxitée de ces acides eroit dans U'ordre suivante : citrique, malique,
lactique, tartrique, fumarique, gluconique, glucolique et phosphorique.
Tous ces acides peuvent éire employés dans les aliments et les breuvages,
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ACAO DA AUREOMICINA SOBRE A FEBRE MACULOSA
EXPERIMENTAL EM COBAIAS

Sua atividade, apds a adaptagfo 3 via parenteral, sébre rickettsias isoladss
-emn S#o Paulo

por
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Do Institule Butonian
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Sabe-se que a aureomieina é o antibiético de eseotha para o tratamento
das ricketisioses, segundo demonstraram os frabalhos de Wona e Cox (1948),
AntgsTEIN ¢ colab. (1948), ScuonNsacH e colab. (1948}, DowLing e eolab.
(1948) e LuxnNErre e colab. (1948), Proeuramos eomprovar z acio désse
antibiético na febre maculossa experimental em cobaias com rickettsias
isoladas em S8o Paulo, conhecida como é sua identidade antigénica com as
rickettsias que ocastonam, nos Estados Unidos, a febre maculosa das Mon-
tanhas Rochosas.

Nos trabalhos experimentais em que se utilizam cobaias, a via paren-
teral é a gue mais comodidade e seguranga oferece 4 administragio de me-
dicamentog. O emprégo da aureomieina, por essa via, acarreta certos pre-
juizos e inconvenientes, tals como fendmenos inflamatérios locals acentua-
dos, as vézes chegando a necrose, que a contra-indicam, conforme fol assi-
nalado, em diferentes trabalhos, por grande nimerc de autores : Harwep
e colab., CoLrins e colab., Dowring e colab., Bryer e colab., ScrosNsacu
e colab, e Lenwerre e colab. (1948).

Utilizando a aureomieina destinada a uso oral, comseguimes adaptd-la
& via parenteral, suprimindo os inconvenientes mencionados ; essa modifi-
ficagdo possibilitou execugiio perfeita de nossas experiéneias e, o que & de
maior relevinecia, veio permitir, posteriormente, o fratamento, por via in-
tramuscular, de doentes de febre maculosa (1950). Com efeito, ésses doentes
sfo medicados, quase sempre entre nds, nos tltimos perfodos da. doenca,
o que dificulta sobremaneira, nfo 86 a administragfo oral dos medicamentos
indicados, como também a obtengio segura de ripidos efeitos terapbuticos.

Entregue pars publicagic em 20 de dezembro de 1951,
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MATERIAL E TECNICA

Usamos cobaias pesando, aproximadamente, 500g ; 2 raca de ricket-
tsias empregada foi a conhecida por “Cupeed”, isolads nas proximidades
da Capital de S8o Paulo, altamente virulenta para cobaias. As inoeulactes
infectantes faziam-se por via intraperitoneal, na dose de 1 ml de sangue, co-
lhide por puncéo cardiaca de cobaias contando 3 dias de reacfio febril. Con-
siderava-se febre temperatura superior a 39,8.°C; a verificagfc termomé-
trica fazia-se, didriamente, as 10 horas da manhfo. A aureomicina adap-
tada & vis parenteral e por nds utilizada proveio do lote 4474.134. A ad-
ministragio fazia-se por via subcutfnea, diluindo-se o antibidtico, no mo-
mento de usd-lo, em solugfio aguosa de eloridrato de procaina a 19,. Realis
zamos cinco experiéneias, sendo que, nas quatro primeiras, empregamos lotes
de dez cobalas e na quinta experiénein, frinta cobaias divididas em trés lotes
de dez. Constatava-se a viruléneia das rickettsias inoculadas ¢ a inocuidade
do antibidtico, mediante o emprégo de lotes testemunhas. Na primeira ex-
periéneia, inoculavam-se rickettsias e, ao mesmo tempo, injetavam-se, dois
miligramos de aureomicina, sendo esta dose repetida, didriamente, sete
dizs. Na segunda experiéneia, inoculadas as cobals, esperava-se que o perio-
do febril completasse 72 horas, injetando-se, didriamente, a partir de entéo,
dois miligramos de aureomicina, durante 3 dias. Na terceira, aguardava-se
também queareacio febril completasse 3 dias para injetar-se aureomicina, desta
vez na dose tiniea de dez miligramos. Na quarts, injetamos dose tnica de
dez miligramos do antibidtico, ao mesmo tempo que rickettsias eram ino-
culadas. Finalmente, na quinta experiéncia, os animais dos frés lotes, in-
fectados concomitantemente, eram tratados com injegles de aureomicina
somente quando apresentavam temperatura superior a 39,6.°C, sendo de
melo, um e dois miligramos, respectivamente, as doses do antibidtico,
usadas individualmente no primeiro, segundo ¢ terceiro lotes.

RESUL/TADOS E COMENTARIOS

Primeira experiéneia — Com a inocculagfo concomitante de rickettsiag
e aureomicina, ndo houve aparecimento de sintomas de febre maculosa nas
cobaias. Esse resultado era de esperar-se, alids, pois esta experiéncia repro-
duziu o que fizeram ANIGSTEIN e colab. (1948}

Segundo experiénels — Verifieamos queds imediata da curva térmics,
na malioris quase absoluta dos animais; persisténcia definitive da cura.

Terceira experiénela —- A dosagem tnica de dez miligramos fol inteira-
mente satisfatdria para debelar, eompletamente, a infeccdo.

Quarta experiéncia — Verificou-se que algumas cobaiag nfo foram
protegidas, porquanto em trés delas manifestou-se s infecgio ; contudo,
nessas cobalas, o periodo de incubagfio fol muito aumentado.

Quinta experiéneia -— O tratamento individual das cobals, isto é, a
administraciio de injecdes de meio, um e dois miligramoes de aurecmicing
por ecobaia, conforme o lote, sOmente quando a temperatura ulirapassava
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de 39,6.°C, permitiu atenuarse s infecgdo eom ponderdvel nimero de so-
brevidas. Em algumas eobaias, a cura procedeu-se com doses muito pequenas
de antibidtico. N8o obstante a sobrevivénela ter sido malor no lote tratado
eom a maior dose, os resuliados, parece-nos, foram, de um modo geral,
iguais.

Para servir de controle da atividade antibiética da aureomicina apds
sua adaptacdo & via parenteral, utilizamo-nos também, obedecende iz mes-
mas normas de experimentacfo, da sureomicina, tal qualé distribuida para
uso oral, em injectes subeutdness, depois de dissolvida com novocaina a
19,. Apesar dos efeitos desagradéveis que as injecdes oeasionam, esss apre-
elagfio torna-se possivel em virtude da rapidez com que age o antibidtico
na febre maculosa experimental em cobalias, provocada por rickettsias alta~
mente virulentas, eomo as gue foram por nds usadas.

Diante dos resultados obtidos experimentalmente, no laboratério,
confirmados, posteriormente, na cliniea, eom o tratamento de seres huma-
nos padecendo de febre maeulesa, julgamos que é possivel tornar & aurec-
micina injetdvel, seja por via subcutdnea, seis por via intramuscular, sem
que figue prejudicada sua ag¢fio anti-ricketisiana.

RESUMO

Nosg trabalkos experimentais em que se utilizam cobaias, a administra-
¢do parenteral dos medicamentos é a via que mails eomodidade e seguranca
oferece. O emprégo da aureomicina, por essa via, acarreta certos prejuizos
e inconvenientes que a eontra-indicam.

Entretanto, o antiblétieo destinadoe, origindriamente, & via enteral,
apéds processo de adaptagfo feito pelos autores, permitiu tornar a via paren-
teral perfeitamente utilizdvel, afastando reagfes indesejaveis.

Empregando dose Unica ou dose fracionads, fol-lhes possivel, assim,
mostrar a eficiéneia preventiva ou curativa da aureomicina adaptada ao
uso parenteral, sbbre a febre maculosa experimental em cobaias, infeetadas
com rickettsiag isoladag em S&o Paulo.

SUMMARY

In experimental works on guinea~pigs, it is the parenteral adminis-
tration of drugs which offers most commodity and security. The use of aureo-
mycion by this route has certain disadvantages and inconveniencies which
do not recommend it.

The adaptation made by the authors, however, of the antibiotic which
was originally destinated for enteral application, permitted the perfect
utilization of the parenteral route, by eliminating undegirable reactions.

By applying a single or fractioned dose they were able to show the pre-
ventive or curative efficacy of aureomyein, afiter adaptation to parenteral
use on experimental spotted fever in guinea-pigs which had been infected
with rickettsias isolated in S3o Paulo.
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ZUSAMMENFASSUNG

~ Bei experimdentellen Arbeiten, bel welchen man gewdholich Meerschwein-
chen beniitzt, wird der parenterale Weg wegen Sicherheit un Leichtig-
keit bel allen Medikamenten vorgezogen. Die Anwendung jedoch des
Aureomyzins auf diesern Wege, zeigt pewisse Nachieile, so dass dieser
Introdulctionsweg hier nicht zu empfehlen ist.

Eg ist deshalb zu begriissen, dass die Verfasser das Aureomysin so ver-
wandeln konnten, dass dieses Medikament, das bisher durch den Mund
verabreicht wurde, nun ebenfalls parenteral eingespritzt werden kann,
ohne dass irgendwelehe unerwiinschte Nebenerscheinungen auftreten.

Mit diesem neu adaptierten Aureomyzin in einer einzigen inspritzung
oder inmehreren fraktionierten Dosen konnten die Verfasser die preventive
oder die kurative Wirkung des Aureomyszins gegen das Roecky Mountain
Spotted Fever bei Meerschweinchen, angesteckt mit Rickettsien, welche
in S8&o Paulo isoliert wurden, feststellen.




I’ACTION DE L’AUREOMICINE DANS LA FIEVRE
MACULEUSE EXPERIMENTALE DES COBAYES.

Son activité, aprés I'adaptation & la voie parentérale, sur des rickeftsies
isolées & Sao Paulo

pour

J. J. DE MACEDRO
De DInstitul Bulanton

C. HABERBECK BRANDAO
et

E. LEMOS MONTEIRO
De UInstitut Adolfo Lutz

On sait que Pauréomycine est Pantibiotique de choix pour le traite-
ment des rickettsioses, comme Pont démontré les travaux de Woneg et Cox
{1948), AwnrcsTEIN et colab. (1948), ScmorxpacH et colab. (1948), Dow-
LING et eolab. (1948) et Lanwerer ef colab. (1948). Nous avons cherché 3
démontrer Paction de cet antibiotique dans Ia fidvre maculeuse expérimen-
tale sur des cobayes infectées avec des ricketisies isolées & S&o Paulo, étant
donné qu’on eonnait leur identité antigénique avece les ricketisies que ocea-
sionnent, aux Fstats-Unis, la fidvre maculeuse des Montagnes Rocheuses.

Dans les travaux expérimentaux ot Pon emploie des cobayes, la vole
parentérale est celle que offre le plus en commodité et de séeurtté pour
Padministration de médieaments. Cependant, Pemploie de Pauréomicyne,
par cette vole, présente certains incovénients tels que des phénoménes lo-
caux aceentués, amenant parfois une néerose, ee que la contre-indique,
comme cela a 66 signalé par un grand nombre d’auteurs en diférents tra-
vaux : HARNE et colab., Corning et colab., Dowring et colabb., Bryer
et colab., ScmornpacH et colab. et Lenymrre et colab. (1948).

METERIEL ET TECHNIQUE

Nous avons utilisé des cobayes pesant approximativement 500 g;
la souche de rickettsies employée a été celle connue sous le nom de “Cupecé,”
isolée prés de la Capitale de Sfo Paulo, trés virulente pour les eobayes.
Les inoculations infectantes ont été faites par vole intrapéritonéale, & la
dose de 1'ml de sang, recueilli par ponction cardiague de cobayes ayant en
3 jours de réaction fébrile. On a considéré fidvre une température supé-
rieure & 39,6.°C; la vérification thermométrique a été faite chaque jour &
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10 heures du matin. L'auréomyeine adaptée & la vole parentérale, utilisée
par nous, provenait du lot 4474.134. L/administration a &6 faite par voie
sub-eutande, en diluant Pantibiotique au moment de Pemploi, dans une
salution agqueuse de chlorbydrate de procaine & 19;. Nous avons réalisé
eing espériences; pour les quatre prémidres, nous avons employé lots de 10 co-
bayes et pour la cinquidme experience, trente cobayes divisées en trois lots
de dix. On a constaté la virulence des ricketisies inoculées et Vinocuité de
Pantibiotique an moyen de lots-témoins. Dans la premidre expérience, on
a inoculé des ricketisies et, en méme temps, on a injecté deux milligrammes
d’auréomycine, cette dose ayant &été répétde journellement pendant sept
jours. Dans la deuxidme expérience, aprés avoir inoculé les cobayes, on a
attendu que la périede fébrile atteigne 72 heures, en injectant alors, 3
pariir de ce moment, deux milligrammes d’auréomycine, chaque jour, pen-
dant 8 jours. Dans la troisidme expérience, on a attendu également que la
réaction fébrile atteigne 3 jour pour injecter Pauréomyecine, cette foig en une
dose unique de 10 milligramimes. Dans la quatridme expérience, on a in-
jecté une dose unigque de 10 milligrammes d’antibiotique en méme temps
gque les rickelisies étalent incculées. Finalement, dans la cinguibme ex-
périence, les animaux des trois lots, infectds en méme temps, étaient traités
avee des injections d'auréomycine que lorsqu’ils présentaient une tempéra~
ture supéricure & 39,6.°C, les doses d’antibiotique utilisées individuellment
étant, respectivement, de 0,5, 1,0 et 2,0 milligramnmes pour le premier, les
second et le 3 éme. lot.

RESULTAS ET COMMENTAIRES

Premitre expérience — Avee Vinoculation coneomitante de rickettsies
et d’aurdomyeine, il n'y a pas eu d’apparition de symptdmes de fidvre ma-
culeuse sur les cobaves. Ce résultat n’avait rien de surprenant puisqu’il
était la répétition de Vexpérience qu'avaient faite ANiasTeIN ef colab. (1948).

Deuxitme expérience — Nous avons constaté une chute immédiate
de Ia courve thérmigue, pour Ia majorité presque absolue des animaux ;
persistance définitive de la guérison.

Troisitme expérience — La dose unique de 10 milligrammes a été
entidrement satisfaisante pour enrayer complément Vinfection.

Quatridme expérience — On a constaté que quelques cobayes n'ont
pas été protegds puisque, sur trois dentre eux, 'infection ¢'est manifestée;
néanmoing, la période d'incubation a 6té trdés augmentée.

Cinquidme expérience — Le traitemente individuel des cobayes, ¢’
est-d-dire, Padministration d'injections de 0,5, 1,0 ou 2,0 milligrammes d’
auréomycine par cobayes, selon le lot, seulement lorsque la température
dépassait 39,6.°C, a permis d'atténuer Uinfection avec un nombre appré-
ciable de survies. Pour quelques cobayes, la guérison s'est opérée avee
des doses trés petites d'antibiotique. Bien que la survivance ait été plus
grande dans le lot traité avec la plus grande dose, il nous semble qu'en gé-
néral les résulfats ont &6 identiques. '

Comme contrdle de Vactivité aniibiotique de 'auréomyeine aprés son
adaptation & la vole parentérale, nous avons utilisé également, en ocbser-
vant les mémes normes d’expérimentation, 'auréomycine telle qu'ele est dis-
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tribude pour 'usage oral, en injections sub-cutanées, dissoute avee novocaine
4 19;. Malgré les effets désagréables que les injections occasionnent, cette
appréciation est possible étant donné la rapidité avee laquelle agit Iantibio-
tique dans la fievre maculeuse expérimentale sur les cobayes, provoguée
par des rickettsies trés virulentes comme eclles que nous avons utilisées.

Devant les résultats obtenus expérimentalement au laboratoire, con-
firmés postérieurement dans la clinique, avec le traitement d’étres humains
souffrant de la fidvre maculeuse, nous estimons qu'il est possible de rendre
Pauréomycine injectable, soit par voie sub-cutanée, soit par voie mtramus-
culaire, sans que son action anfi-rickettsienne en soufre.
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MENINGITE PNEUMOCOCICA EM NATI-MORTO

Nota Privia

por

CARLOS TOLEDO FLEURY

]

A, FRANCIA MARTINS
Do Institute Adolfo Lutz

No dia 18-9-51, apareceu, na Seccfio de Necropsias do Instituto Adol-
pho Lutz, enviado pelo Servigo de Verificagdo de Obitos, o caddver do nati-
mortoc 8. 8. 32.946, com idade de 9 meses intra-uterina, filho de Sebastifo
e Tereza da Silva Coelho, domiciliados & Rus Cireular n.°33, Vila Aurora,
nesta Capital.

(O exame andtomo-patoldgico I. A. Luiz A962 revelou: péso 2.600 g
0O exame do fémur revelou gue o feto tinha nascido a térmo, pois o nicleo
dsseo de Beclard estava presente. N&o encontramos osteccondrite. Ao
abrirmos a ecaloia, notamos espesso pus cremoso eobrindo fodo o encé-
falo, sendo malor a espessura na convexidade do eérebro. Fizemos exame
bacteriozgedpico e notamos a presenca de diplococos Gram-positivos ; manda-
mos, & Seegio de Meningite, material para cultura e identificaco bacterio-
Idgica, que fol diagnosticado pelo Dr. Manocel de Britto e Silva como pneu-
moecoeco (registro 55.101). Fixamos e fizemos preparacdes histoldgicas que
foram diasgnosticadas como meningite purulenta.

(O exame dos oufrog érgfos ndc apresenfou nada digno de nota, pelo
que o atestado de 6bito foi firmade como sendo eausa da morte toxemia
e doenga meningite pneumocdcica.

Movidos pelo interésse de elucidar o mecanismo de contaminaefo do
feto, um de nds (Francia Martins) {8z ums completa anamnese do easo, 1o
demicilio da parturiente, tendo obtido os seguintes dados: a Sra. Tereza
estavs matrieulada no Centro de Sadde de Santans, paras tratamento anti-
sifilitico, quando engravidou-se. A gestaglo processou-ge normalments,
até 15 dias antes do parto, quando teve um processo pulmonar, com muita
tosse, mas sem escarro hemoptdico.

O parto deu-se no domicilio, assistido sdmente por “curiosa”. Primeira-
mente, naseeu vivo um menino, pesando 2.800 g, forte, tanto que estava
se desenvolvendo muito bem,-20 dias depois do parte, quando o vimos pela
fitima vez. Depols, nascen meorta a menina na qual fizemos a necropsia.

Pelo interbsse que éste caso apresenta quanio & circulacdo placento-
maternal, voltaremos ao assunto, com maiores detalhes, oportunamente.
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