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PROVA DA ESPOROTRIQUINA. CONTRIBUICAOQ
PARA SEU ESTUDO (%)

RaymUunpo MARTINS CASTRO (*%)

CAPITULO I
INTRODUGAO. REVISAC BIBLIOGRAFICA

A esporotricose é moléstia extremamente comum em nosgso meio,

Puro (1920) j& chamava a atencdo para a fregliéncia com qgue
ocorre essa micose em Sioc Paulo, verificando naquela época que
Jj4 eram conhecidos 76 casos no Servico de Pele e Sifilis da Santa
Casa de Misericordia de Sio Paulo.

SAMPALIO & colab. (1954} referem que 0,5% dos doentes gue
procuram o Ambulatério da Clinica Dermatolégica do Hospital das
Clinicas sfo portadores de esporotricose.

A moléstia em sua manifestacio tipica e mais comum, isto é,
a cuténeo-linfitica, é bastanie caracferistica e nfo apresenta di-
ficuldade para o seu diagndstico. S&o, confudo, também bastante
fregiientes formas clinieas outras, atipicas e que exigem para seu
diagndstico preciso e conseqliente terapéutica especifica o emprégo
de recursos laboraforiais. A pesquisa direta do agente etioldgico
na lesfo, apesar do progresso das téenicag micolégicas, ainda €
método pouco pratico e inseguro. O melhor recurso para o diag-
ndstico da esporotricose, no laboratorio, ainda é o cultive do material
da lesdo, para isolamento do fungo. Rste método nio é infalivel,
poig é sabido gue culturas negativas nfo invalidam o diagnédstico
de esporotricose (DE BEURMANN, 1909; Puro, 1917). No decorrer

{*} ‘Tese de doutoramento apresentada a Faculdade de Medicina da Universidade
de 880 Paulo. Aprovada com disfinc&o.

(**)y  Agsistente — Instituto de Medicina Tropical — Departamento de Microbio-
jogia e Imunoclogia (Dir.: Prof, Dr. Cavles da 8ilva Lacaz), e Médico —
Institute Adolfo Lutz — Diretoria de Microhiologia e Diagndstice (Dir.:
Dr. Luis de Salles Gomes).

Recebido para publicacio em 13 de abril de 1960,



] Revista 50 INSTIFUTO APOLFO LUTIZ

dag experimentacder que serfle expostas no presente trabalho tive-
mos, também, oportunidade de verificar que, varias vézes, apesar
de cuidadosa téenica usada no exame, nfo fol possivel obter o fungo
e ecultura. Hsse fato, por si 86, justifica, a nosso ver, o estudo
de outras provas para o diagndstico da esporotricose.

Hé varios anos vimos estudando, sob orientacio do Prof. Carlos
da Silva Lacaz, a prova intradérmica com antigenog preparados a
partir do Sporotvichum schenclki, (B prova conhecida na literafura
médica com o nome de esporotricosina ou esporoiriquina. Foram
nogsos propdsitos primordials nesse estudo:

1)  avaliar, & base de experimentaciic suficientemente grande,
o real valor dessa prova como método de diagndstico da
moléstia, dado que os trabalhos existentes na literatura
sfo escassos, feitos com casuistica pequena e, até certo
ponto, discordantes;

2)  contribuir para o melhor conhecimento da imunc-alergia
desta micose, principalmente a questio da possibilidade
da existéncia de “esporetricose-infeccéio”.

O presente trabalho, como se depreenderd de sua leitura, é em
sua maior parte dedicado ao estudo da reaclo 3 esporolriguina em
pacientes portaderes de esporotricose, atual ou pregressa, e isso
deve-se ao fato de ter sido necessdrio o estudo de numerosos caszos
(66), para que pudéssemos padronizar os antigenos preparadoes.
Inicialmente, tentamos fazé-lo em cobalos com esporotricose expe~
rimental e, mais recentemente, em ratos brancoz. Ambos, em nossas
maes, deram resultados inseguros, motivo pelo gqual foram aban-
donadas as tentativas de padronizaciec em animais de laboratério.

MACKINNGN & colal. (1953) chegaram a conclusfes semeihan-
tes, tentando padronizar a esporotriguina-fitrade em cobaiocs.

REVISA0O BIBLIOGRAFICA

As referénciags existentes sébre a esporoiriquina s@o escassas,
Os primeiros estudes datam do inieio déste séeulo, sendo o
sasunto abordado com 5 téenicas distintas.

Be BEURMANN & GOUGEROT (in DE BEURMANN, 1909a) inicia-
ram seus estudos fazendo uma cutirreagio, a qual fol abandonada

¢1) Usaremos no presente trabalho & nofagdo recomendada peio Medical Research
Council (1958).
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por ter fornecido resultados duvidoses ou negativos, fato ésse con-
firmado por SICARD & (GOUGEROT (1808).

Retomaram o assunio posteriormente, fazendo, nio mais cutir-
reaclo, mas sim intradermo-reaclio. A {éeniea e os resultados a
que chegaram sio extensamente discutides em sua classica mono-
grafia (DE BEURMANN & GOUGEROT, 1912).

CHOPIN {1910) estudou o assunto sob orientacdo dos dois Auto-
res supracitados, tendo sido sua téenica de trabalho idéntica a de
seus mestres,

(s antigenos usades por DE BEURMANN & GoUGeERoT (1912)
e por CHOPIN (1910) eram preparados filtrando eulturas em fase
filamentosa de Sporeirichum schencki, sendo o grau de concentracio
do mesmo avaliado por contagem dos esporos em hematimetro.
Expressam-na em cifrag, 50, 100, 250, efe., as quals significam o
numero médio de esporos encontrados 4 confagem, nos reténgulos
do hematimetro de MALLASSEZ,

Os resultados obtides com & iniradermo-reagho sfio apresenta-
tlos no trabalho de CHOPIN (1910) e referem-se & sua casuisiica,
bem como as de DE BRUaRMANN, GOUGEROT & VERDUN, RaAvaUutr &
YERDUN e GOUGEROT. HEstudou 6 ecasos de esporotricose, sendo a
reacio positiva em fodos. Em portadores de outras micoses, obteve
reacOes positivas e negativas,  Atbribul as reacfes positivas 3 sen-
sibilizaclio cruzads com outros fungos, Particular importancia é
dada & presenca de Sporotrichum e de leveduras vivendo saprofiti-
camente no trato digestivo, como agentes sgensibilizantes & esporo-
triguina. Em pacientes portadores de afeccbes nfo micoticas, en-
controu, se bem que raramente, reacdes positivas. N&o apresenfa
nenhuma hipdiese para interpretar o fato. Consta também da ca-
suistica de CHOPIN (19210} intradermo-reacfio negativa (repefida
duas vézes) em individuo curado de esporotricose ha 2 anos.

CHoPIN (1910) e também DE BEURMANN & GOUGEROT (1912)
julgando o valor da intradermo-reacio, como método de diagndstico,
créem que somente a reaclo negativa tem valor, permitindo afastar
o diagnostico de esporofricose.

Ainda na France, o assunto fol estudado por PAUTRIER &
LUTEMBACHER (1809, 190%a) o8 quais usaram como antigeno sus-
pengdo salina de cultura em fase filamentosa, mortos os germes por
aquecimento a 110° C. O antigeno assim preparado era injetado
na guantidade de 0,5 ¢m® por via gubcutinea. Nos individuos que
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reagiram positivamente, notaram reacfio local, geral e focal. Com
sua subcubirreacfio diagnssticaram esporotricose em paciente no
gual ag culturas haviam sido negativas (PAUTRIER & LUTEMEBACHER,
1909a).

Apés a prova, repetidas as semeaduras, fol, entfo, obtido o
isolamento do fungo. E, zsem duvida, o primeiro caso registrado na
literatura, no qual o diagndstico de esporoiricose foi feito por alergo-
reacdo.  Nessa comunicacfo relatam também que, praticada a rea-
¢do em 13 testemunhos, 11 nada apresentaram e 2 liveram “reacbes
esbocadas”. O 14.° reagiu viclentamente; & o que motivoun & comu-
nieaciio. Tinha o diagnéstico de lipus, mas posteriormente reve-
lou-se ser esporotricose. Nessa mesma comunicacdo, PAUTRIER &
LUTEMBACHER (1909a) dizem pretender continuar seug estudos,
tanto com a subecutirreacio, como eom a intradermo-reacio. Ao
gue parece ndo prosseguiram guas investigacGes pois, pesguisas ulte-
riores désses Autores nfo foram por nds encontradas.

BERTIN & BrRYANT (1910} referem reacfo positiva em cago de
esporotricose gomosa devido & inoculacfio acidental de laboratorio.
Usaram antigeno isento de elementos figurados.

BLOCH em 1909, na Suica, apresentou & Socledade Médica de
RBasiléia, observaclo de caso de esporofricose disseminada aguda,
no qual obteve cutirreacho positiva, observaciio essa que foi apre-
seniada, em resumeo, por DE BEURMANN & GoOUGEROT (1909), na
Socledade Francesa da Dermatologia. A observagio de BrocH
desperiou interésse nos meios franceses, e foi apds sua divulgacio
gue DE BEURMANN & GOUGEROT (1909) iniciaram suas pesguisas
¢ orientaram o trabalho de CHoprin (1810).

Apds a publicacio da classica monografia de DE BEURMANN &
GOUGEROT (1812}, o assunto caiu praticamente no esquecimento,
ndo tendo aparecido, até 1947, na literatura, trabathos que versas-
sem sObre a reaclo. Encontramos, nesse periodo, quase sdmente
referéncias a casos isolados de esporotricose no qual foram feitas
reaches a esporotrigquina. Tals sfdo entre outros, oz de MOORE &
DAVIS (1918), Ray & RORWoOD (1942), Smite (1945} ¢ LEIBY &
colab, (1945), Nesse periodo, existem somente reféréncias isoladas
& prova da esporotriguina, feita geralmente com o propdsito de
compiementar observagfes clinicas.

Du Torr (1942) aoc relatar o extenso surto de esporotricose
nas minas do Witwatersrand faz ligeira referéneis & esporotriguina,
dizendo ser ela regularmente positiva nos casos de esporoiricose.
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Cita também que, num voluntirio, propositadamente infetado, a
reacido fol positiva & dias apds a infecclo. Julga que uma reacio
negativa exclui o diagndstico de esporotricose.

SMITH (1848) estudando 4 casog atipices féz esporotriguina
num déles, com resultado positivo.

GELBER (1946) obteve reacfo positiva em caso de esporotricose
do dedo indicador; SHAFFER & ZACKEHEIM {(1947) yeferem reacdo
positiva, num caso, 5 meses apds & cura.

GoNZALEZ-OCHOA & S0T0 FIGUEIROA (1947) publicam frabalhe
fundamental sdbre o assunto. Obtiveram substéneia de natureza
polissacaridica, extraida de cultivos do Sporotrichum schencki em
meio liquido e com &sse antigeno, diluido a 1/1.000, efetuaram
provas intradérmicas e de precipifacdo. A prova cutfnea foi feita
em 18 casos de formas variadas de esporofricose, obiendo reacdes
nitidamente positivas em 17 déles. Num caso, de esporoiricose
generalizada, a prova fol negativa. Nio verificaram reacles posi-
tivas em outros casos, de afecches dermatologicas diversas, inclusive
micoses outras (micetomas, cromomicese e dermatofitose). Con-
cluem, eom referéncia i rvesclo cuténea, que & mesma parece fer
valor diagnostico em casos de esporotricose. GONZALEZ-OCHOA
(1955) refere que em centenas de casos na gual a reacio fol usada,
mostrou-gse especifica e também que a positividade desaparece alguns
meses apos a eura, B largamente usada no México (LavarLug, 1959).

JANKE (1948), num caso de esporotricose por Sporetrichum
gougeroti, obieve reacBes negativas fanto com antigenc preparado
com o fongo isolado do paciente, como com esporoiriquina de
Sporotrichum schencki.

Lyisy & colab. (1950), revendo os casos de esporotricose ocor-
ridos no Estado de New York, relatam mais 2 cases nos quais fize-
ram & prova, sendo ely positiva. Nos comentarios julgam que a
reacdo & vallogo recurso auxiliar no diagndstico precoce, devendo
ser empregada como complemento 3s euituras.

KATZENSTEIN (1950}, estuda 2 casos de esporotricose nos quals
foi felta reacfio com 4 antigenos, a saber: histoplasmina, blastomi-
cetina, coceidioidina e esporotriquina. A esporotriquina foi positiva
em ambos, sendo gue num déles foi também positiva a reacio a4
blastomicetina. A esporotriguina em casos de outras micoses foi,
na pequena série estudada, negativa.

LoEWENTHAL & colab. {1950) obiiveram reacio positiva & es-
porotriquing num caso de esporotricose dermo-epidérmica. CONANT
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(1950) estudande o diagndstico de Izshoratério das micoses, juiga
que a prova € destitnida de valor diagndstico, opinifo essa nio emi-
tida posteriormente (CoNaNT & colab.,, 1834).

THoMAS & eolab. (1951}, estudando 1 caso tratade por febre
artificial, relatam que a prova com esporotriguina foi negativa e
eom “‘vacing” fol positiva, Nio apresentam esclarecimentos sébre
u que enfendem por “vacina” e por esporoilriquina. SHOEMAKER &
colap, (1967) referem reacio positiva num caso de leptomeningite
nor Sporotvichum schencki, usandoe como antigeno suspensio do
fungo em sua fase filamentosa, preparado com amostra izclada do
Iiguor do paciente; ARTHUR & ALBRITTAIN (1958) registraram
rea¢do positiva num caso de esporotricose disseminada, utilizando
¢ antigeno de GONZALEZ (OCHOA; LATAPI & colab. (1959) mostram
reaclo positiva, utilizando o mesmo antigeno num caso, tratado
pela Griseofulvina.

WILsoN (19569) fazendo apreciacfo sbbre og festes intradér-
micos nag micoses, refere-se A4 esporotriguina como prova de hoa
egpecificidade, muitas vézes Gtil para o dlagndstico,

Deixamos, propositadamente, para o final, a analise da ltera-
tura nacional sébre o assunto. Conguanto pouce citada no estran-
geiro, nela encontramos varios trabalhos sbbre o tema. Tomou éle
desenvolvimento em nosso meio, em tdrno de 1948-1950, époea na
gual o Prof. Carlos da Silva Lacaz preparou numerosas partidas
de esporotriguina, distribuindo-as a diversos dermatologistas e mi-
erobiologistas Drasileiros, varios dos quais apresentaram e publica-
ram suas observacdes a respeito. Siwva & GoNCALVER {1950)
egtudaram 10 casos de esporotricose comprovades por cultura, sende
em todos a reacfo pesitiva. Num paciente, 1 ano apéds a cura eli-
nica, a reaclo ainda se mostrava positiva. Fazendo, em portadores
de esporotricose, provag com tricofitina e levedurina, obtiveram
reactes de grupo, sendo contado notavel a diferenca entre a inten-
gidade. Em 9 de 10 doentes a reagho fol fortemente positiva
(-~ -+ ou mais o gue, na notacho dos Auteres gignifica reacho
Iocal com 25 ou mais mm) e num déles a reacdo fol positiva (-},
com reacdo local de 15-26 mm. Em portadores de outras micoses
obtiveram 11 resultados negativos, 8 resultados fracamente posi-
tivos (1), reac@o local cem 5-156 mm e 1 positive {(+ L), reacdo
loeal com 15-25 mm, o qual numa segundsa prova passou a forte-
mente positiva (4 -+ <4 +), reacio local de 35-50 mm. Interpre-
taram o fato como de glergia especifica a esporotriguina, determi-
pada por infecgdo anterior, reativada pela segunds prova,
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Em 1953, a Sociedade Brasileira de Dermatologia e Sifilografia
incluin entre os temas oficiais de sua X Reunifio Anual, a esporo-
tricose. Foram entdo, apresenfadas varias comunicagdes versando
stbre a reacdo A esporotlriguina.

Lacaz & colab. (1953) apresentaram 2 referida reunido o re-
sultado de suss observacfes sébre a prova da esporeotriguina.

Sendo ésse trabalho o mais exlenso, com malor casuistica, da
rteratura nacional, nfo tendo sido posteriormente publicado e tam-
hém como o nosso & até certo ponto, uwma continuacio do mesmo,
julgamos util e interessante resumi-lo.

Lacaz & eolab, (1953) estudaram 3 {ipos de antigeno, a saber:
antigeno preparado a pariir do Sporolrichum schenchki sm fase
filamentosz: antigeno da fase leveduriforme con em ‘‘naveia’ e
antizgeno polissacaridice obiide segunde a técnica de GONZALEZ-
OCHOA & SoTo FIGUEIROA (18947, Os dois primeiros tiveram sua
concentracio padronizada no tubo 5 da escala de Mac Farland. A
téenica exata do preparo désses antigenos estd exposta, com minteis,
no Capitule 11 déste trabalho, exceto a do polissacarideo, em cujo
prepare foram seguidas as indicaces dos Auntores.

Esses anfigenos foram experimentados em 65 casos de esporo-
tricose em atividade, dos quals B8 haviam sido diagnosticados por
isolamento do fungo; nos 7 restantes o diagndstico fol elinico; em
2 houve tentativas de isolamento gue resultaram negativas e nos
cutros 5, nfo.  Em alguns casos foi feita injecfo de um dnieo tipo
de antigene, em outroas concomitantemente de 2 ou de 3. O Quadro
resume & maneirg como se digtribuiram os pacienfes em relagao
a0 tipo de antigeno usado.

QUADRO 1

| ! . .
' Polissacarides

ESPOROTRICOSE | : ( i
(N de casos) | o N ! Fel E associado a F e N
0 '\
65 44T 9
|

P .- Antigenc de fase filamentosa
N = Antigeno de fase em naveta

Em todes, a prova foi positiva, as reacles variando em inlen-
sidade, conforme descreversmos adiante. Em 2 casos obtiveram
rescfes positivas com as esporotriquinas filamentosa e leveduriforme
e negativa cem o polissacarideo.

Provas realizadas em pacientes portadores de outras micoses
deram os resuitades que se enconiram no Quadro IL



12 REvista Do INsSTITOTO Apoure LTz

QUADRO II
. | PROVAS \ PROVAS
TOTAL i EOSITIVAS | NEGATIVAS
Blastomicose sul-americana . 27 | 6 21
Actinomicoge ............. 6 | 0 6
Cromomicose ............. 2 i 1 ‘ 1
Favo ... ... 2 0 0
Dermatofitose ............ 1 1 0
3

Em todos ésses pacientes, a reacéo fol praticada com o antigeno
de fage filamentosa, exceto 4 cascs de blastomicose sul-americana
nos quals foil feita, concomitantemente, a prova com os antigenos
F e N. Nestes 4 casos a reacfio foi negativa com ambos,

Estudaram também & prova em portadores de afeccbes variadas
e 0s resultadeos estfo relacionados no Quadro 111

QUADRO 11l

Leishmaniose tegumentar .. 20 5 1 19
Ulceracdes de etiologia di-

versa, ndo micotien ... .. 4 1 3
Fezema .................. 5 0 5
Ietiogse ... . o oL 1 0 1
Elefantiase ............ ... 2 0 2
Seborréia ................ 2 O 3 2
Piodermite ... ... ... ... 1 ] 1
Osteomielite .............. 2 0 2
Dermite por hiposgtase ... .. 1 0 1
Lipoéido-proteinese ........ 1 0 1
Tuberculoge verracosa ... .. 2 0 2
Tuberculoge ganglionar ... 1 0 1
Epitelioma ............. .. 1 0 g 1
Lapus vulgar ............ 1 0 1
Paquidermite erigipelatosa

crémica ... 1 0 1
Moléstia de Nicolas-Favre 1 0 1
Mal perfurante plantar 1 1 0

Total de provas realizadas w 47
Provas negativas -- 44
Provas positivas — 3
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A reacio eom o antigenc N, em 24 individuos normais, fol
negativa em 19 easos, duvidosa em 1, fracamente positiva em 3 e
fortemente positiva em 1.

Seis paecienfes curados de esporoiricose foram estudados com
o antigenos F ¢ N e todos reagiram positivamente a ambos. O
tempo de eura variou de 6 meses a 2 anos. Foram feitas, também,
rea¢bes intradérmicas com soluglc de merticlato a 1/10.000 por
ser @sse antisséptico empregado, nessa concentraco, como diluente
dos antigenos., KExecutadas 99 provas, resuliaram ibdas negativas.

O critério de leitura da reaclio empregade por Lacaz & colab.
(1953) é muito préximo a0 que usamos, razfo pels qual nfo o
expomos aqui.

Finalmente, das conclusdes a que chegaram os Autores naquela
época, sallentamos as seguintes, que julgamos as principais:

1Y A esporotriquina filamentosa e em naveta constituem bons
antigenos para o diagndstico da esporotricose.

2) Reacdes de grupo podem ser observadas em outras mico-
seg, sendo tais provas de intensidade menor que as regis-
tradas em eazos de esporotricose.

3) A prova da esporofriquina com antigenos I e N parece
ser superior & efetuads com o polissacarideo.

4) A esporotriguina deve ser praticada principalmente nos
casos de diagnéstico diferencial dificil, {als como esporotri-
cose e leishmaniose, esporotricoge e fuberculoge verrucosa.

5) O preparce da esporofriguina abre possibilidades para o
estudo de diversos problemas referentes & imunobiologia
da esporotricose.

6} Novos estudos deverfo ser feifos com a tentativa de me-
lhor padronizar a esporotriquina.

Qutras eomunicacdes foram feitas como citamos a seguir.

GONCALVES & CARvVaL¥O (1954) estudaram o comportamento
da prova em 33 portadores de esporotricose, 55 de outras micoses
¢ em 94 de dermatoses diversas. Os portadores de esporotricose
{atual ou pregressa) reagiram, de modo geral, fortemente 4 espo-
rotriguiva; nfo ocorreram reacbes negativazs. Hm portadores de
micoses diversas, obtiveram reacles positivas, geralmente fracas,
em 27 pacientes e negativas em 28. Nos portadores de dermatoses
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diversas, 35 reacdes foram positivas ({racamente) e 59 negativas.
Efetuaram a reacdio em 3 pacientes curados de esporotricose {um
hé 1 més e doiz ha 1 ano) sendo em ftcdos, a veaclo positiva.  Jui-
gam (ue uma prova negativa parece excluir a possibilidade de
egporotricose, sendo contude limitade o valor da prova eomo melo
de diagndstico, devido & ocorréneia de reagdes positivas em outras
afecedes.

GoncaLves & CARVALHO (1954) fizeram seus estudos com
antigenos preparados pelo Prof. Carlos da Silva Lacaz, a partir
das fases filamentosa e leveduriforme do Sporofrichum scheneki.
Em pacientes nos quais fizeram a reacfo com os deis antigenos,
nio notaram diferencas significativas entre as respostas a um e
outro.

PEREIRA (1855) trabalhou com o aniigene da mesma proce-
déncia, usando sémente agqufle preparvade a partir da fase filamen-
tosa; estudou 22 pacientes de esporotricose, 19 com a moléstia em
atividade e 3 curados. Em todos, a reagdo fol positiva. Em 5 dos
19 pacientes a reacfio foi repetida apds a cura, mantendo-se positiva.
Dbteve reaches positivas em 2 portadores de levedurose e em 4 de
dermatoses diversas. Conelui, julgando gue a esporotriquina re-
presenta valiose recurse auxiliar no diagndstico precoce dessa micose,

~

embora ndo possa se sobrepor & euliara.

Miranpa & colab. (1955, 1955a}) estudaram também a reacio
4 esporofriguina, focalizando-a, contudo, mais s6bre outro aspecio.
Notaram que, além de ser 8 reaclo francamente posifiva em 13
casos, a injeclo intradérmica do antigeno curou 5 doentes de espo-
rotricose e auxilion o ftratamento num outro. Posteriormente,
Mmanpa & coizb. (1958) publicaram rova nota s8bre o poder cura-
tivo da esporotriquina, acrescentando iz ecinco observacdes anterior-
mente apresentadas, mais trés.

CAsTRO (1956), estudando a esporotricose sob o ponto de vista
dos erros de diagnéstico, assinala os bons préstimos da reacéio, para
s qual propde o nome de “Reacio de Lacaz”, no reconhecimento
dos cases atipicos dessa micose. Tlusira sua exposicio com casos
clinieos que tinham o diagnéstico de carcinoma e que puderam
rapidamente, em 48 horas, serem identificados come esporotricose,
atravég da prova da esporotriguina.

Alm désseg itrabalhos gue versam primordialmente sbbre a
reacio & esporotriguina hé, também, na literatura nacional refe-
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réncias a prova como complemento de observaches clinicas publica-
das por diferentes Autores. Tais sejam: BaprrTista & colab. (1951)
citam prova positiva num caso em que observaram a acio fera-
péutica do Antimoniate de N-metil Glueamine; So0aReEs & colab.
(1952) verificaram reacfes posifivas em 8 casos de egporoiricose
familiar; Berumont & PATRICIe (1956) em 2 casos tratados pelo
Glucantime e BELLIBoNI (1956) em 2 outros fratados pelo Dietil-
hestrol.

Nesta revisfo julgamos desnecessaria a inclusio de t6das as
citacfes existentes na liferatura sdébre a prova da esporotriguina.
Preocupamo-nos em analisar os trabalhos que versam primordial-
mente s6bre a prova. Os demais foram os que encontramos apds
pesquisa bibliografiea ndo exaustiva, e gue nos pareceram por um
motive ou outro, dignoes de citacio.

Acreditamos, contudo, estar justifieada a afirmativa feita ini-
eialmente, isto &, de que a literatura s6bre a esporotriquina é escassa.

CAPITULO 11

MATERIAL E METODOS

A) PREPARC DOS ANTIGENOS., PADRONIZACAO

No decorrer déste estude, empregamos diferentes tipos de anti-
genos, isolados ou concomitantemente, Nas primeiras experiéneias,
feitas com Lacaz & colab. {1953}, fol usado antigeno preparado
com a fase filamentosa do Sporotrichum schencki.

A téenica de vreparo foi a seguinte:

1)  cultive de 5 amosiras de Spovrolrichum schencki em dgar-
Sabouraud, mantidas as culiuras 4 temperatura ambiente,
até crescimento abundante;

2) suspensdio homogénea, de raspado das culturas, em solucio
figioldégica com mertiolato a 1/10.000 e pérolas de vidro;

3) aquecimento a 60-T0°C durante 30 minutos, em 3 dias
sUCcessivos;

4) sedimentacio da “suspensfo-mfe”, a fim de afastar os

Zrumos maig grosseiros;

5} diluicdo da “suspensio-mie” em soluclo fisioldogica com
mertiolato a 1/10.000, até o tubo 5 da escala de Mae
Farland;
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6) conirdle de esterilidade nos meios de Assis, Veillon e
agar-Sabouraud;
7y distribnico;
8)  conseprvacio em geladeira,
No preparo das primeiras partidas, a suspensio das colénias
foi feita em solucho fisioldgica formulada a 8% ; a suspensfo era
deixada 4 temperatura ambiente por 48 horas e posteriormente

Flg. 1 — Sporotrichum schencki, formas em naveta. Notar, ao lado das células
leveduriformes, elementos bacilares e raros filamentos, Microfoto Leitz 1.000 X.
Coloracio: método dr Gram.

lavada 3 vézes por centrifugacio. B¢ ent@o era adicionado mer-
tiolato 4 1/10.000 e padronizada.

Antigeno preparade dessa maneira, o gqual denominamos de
“egporotriquina F”, foi usade em numerosos pacientes, como ia foi
referido.

Posteriormente, do mesmo modo que outros Autores, procura-
mos obter antigeno no qual houvesse um minimo possivel de ele-
mentos filamentosos.

Essa preocupacao de conseguir antigenos represeniados sobre-
tudo por esporos, com um minimo possivel de filamentos, j4 &
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encontrada em antigos trabalhos sdébre o assunto, tais como os de
De BEURMANN & GoOUGERGT (1212) e Moore & Daviz (1918).

Vizando consegnir o preparoe de sugpensdes maig homogéneas
do fungo, preparamos também antigeno obtido a partir da fase em
naveta, do Sporotrichum schencki. A obtencio dessa variante é
conseguida facilmente com o cultivo do fungo a 37°C, no meio de
Francs, conforme indicacio de Campaprii (1945). Nossa expe-
riéneia eonfirmou o expesfo por aquela Autora, iste €, ser muito
facil a2 transformacfo da fase filamenbosa para a de naveta, com
o uso de melo referido e tanto mais facil gquanfo mais recente for
a cepa.

No decurso das experiéncias, verificamos que mantendo as
amogtras de Sporotrichum schencli em estufa, a 37°C, em Agar-
Sabouraud, em repiques sucessivos, também se processa a variacho
da fase filamentosa em naveta. Diga-se de passagem que uma
reversiio total da forma {filamentosa em naveta, nem sempre é obti-
da. Restam, as vézes, alguns elementos filamentosos entre as pri-
meiras (Fig. 1).

A preparacdo da “esporotriguinas-naveta”, a qual dagui por
diante designaremos como esporotriquina N, fol feita do seguinte
maodo:

1) cultive de 5 amostras de Sporotrichum schencki em agar-
Sabouraud ou em meio de FRANCIS, mantidos 4 tempe-
ratura de 37°C;

2) iIniciado o erescimento, o que ja se verifica apds 48-96
horas, espraiar as colbnias, 4 cusia da dgua de conden-
sacfo do meio, com o propdsito de permitir o crescimento
mais abundante e difuse de cogumelo;

3y  fazer esfregaco de cada tubo, corando pelo Gram, a fim
de verifiear ge a cultura estd pura, encerrando ag formas
em naveta do Sporoivichum schencki;

4) suspensfo em solucio fisicldgica com mertiolato a 1/10.000
das culturas obtidas;

e
S’

aguecimento a 60-70° C, durante 30 minutos, em 3 dias
sucessivos;

6} sedimentacBo da “suspensdo-mie”, a fim de afastar os
¢
grumos mais grosseivos;
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7)  diluicke da “suspensfio-mfe” em solucio fisiolégica com
mertiolato a 1/10.000, até o tubo 5 da escala de Mae
Farland:

8) conirble de esterilidade nos meios de Assis, Veillon e
adgar-Sabouraud;

9) distribuicio;

10) conservagio em geladeira.

Apdg o estude de Lacaz & colab. (19563), conquanto fossem
bastante concordantes o8 resultados obtidos com a “esporotriquina
F” g a “esporotriquina N7, fixamo-nos peste Gliimo antigeno e pro-
curamos methor estuda-lo. A Gonica desvantagem gue notamos ecom
o uso da “esporotriquina FV em relacio & “egporofriquina N” (usa-
das na mesma concentracBo) é que pacientes nos quais era feita a
wrova com o antigeno F queixavam-se, com certa freqliéncia, de
reacbes gerais, principalmente febre, cefaléia e mal-estar,

Procuramos estabelecer padronizacio mals precisa de nogsos
antigenos e trabalhamos com o8 mesmos, mais diluidos. Usamos
para & padronizacdo, o método espectrofofométrico. Nestag deter-
minacbes fotocolorimétricas foi sempre usado espectrofotdmetro
Coleman Jr., modélo 6 A, sendo as leituras efetuadas contra solucio
galina ecom mertiolato a 1/10.000. A suspens@o correspondendo ao
tubo 5 da escala de Mac Farland mostrou no especirofotdmetro
usado, num comprimento de onda de 450 mu, transmissfio de 56,0%
oun seja, dengidade 6ptica de 0,25. Usamos, também, o antigeno
maig diluido, Assim, pois, o antigeno com densidade optica 0,25
eT = 58% ( = 450) foi diluido ao dbbro e ao quarto. A diluicfo
da suspensido ao dbébro mostrou no espectrofotdmetro (A4 == 450)
densidade optica = 0,12 e T == 7T8% ; a dilnicio quadrupla mostrou
densidade optica = 0,05 e T = 88%,

Para maior facilidade de exposigo passaremos, nag paginag
gue ge seguem, a designar o antigeno que no comprimento da onda
450 m p mostrou densidade éptica 0,25 ¢ T =— 56% como N 1, ao
gue mostrou densidade éptica 0,12 e T = 76% de N 2 e ao de den-
gidade optica 0,06 e T = 88% de N 3. Mantivemos nests experi-
mentacio a2 mesma concentracdio usada por L.acaz & colab. (1953)
para compararmoes com o anfigeno que ja tinhamos experimentado,

Quiro antigeno utilizado fol um polissacarideo preparado se-
gundo a téenica de NORDEN (1951), modificada por Fava NETTO
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{1955) para extracio do poliszacarideo do Porococeidioides brasi-
liensis. O preparo € feito da seguinte maneira;

1) cultive de § amostras de Sporotrichum scheneki em fase
leveduriforme, apresentando crescimento abundante:

2} suspens@o em golugdo fisiolégica; caso nfio fique bem
homogéneo, agitar no agitador de Kahn;

3}  centrifugar o suficiente para que o sedimento deposite:

4} lavar 3 vézes em acebona; o volume de acetona é igual
ao do sedimento;

8} lavar 3 vézes com éter; o volume de éter & igual ao do
gsedimento;

6) repousar 1 dia em geladeira, para evaperacido tofal do éter;

7) suspens@o em solugdo salina, na proporcio de 15% em
volume;

8) autoclavar a 120° C, durante 15 minutos;

9} centrifugar a 2.000 rotacBes por minuto, de 30 a 60 mi-
nutos.

 sobremadante congtitui a substdncia rica em polissacarideos
¢ pobre em proteinas ™ o qual, apds conirGle de esterilidade foi
diluida a 1/100, 1/500 e 1/1.000 e usado como antigeno para prova
intradérmica. Com @&sse antigeno, assim preparado nas trés dilui-
¢bes referidas, fol feita a reaclo om 23 pacientes portadores de
egporotricose, em 22 portadores de outras micoses ¢ em 52 de
afeccdes diversas ou sem afecclo alguma.

Referir-nos-emos, dagui por diante, a éste antigeno como espo-
votriquina P. Chamaremos de P 1, P 2 e P 3 as diluicdes de 1/100,
1/600 e 1/1.000, respectivamente.

B) TECNICA DA REACAO

Usamos a téenica habitual para as reacbes intradérmicas, isto
é, seringa tipo tuberculina e agulha de bisel eurto. Injetamos
(0,1 em?® do antigeno intradérmicamente na face anterior do braco
ou antebraco. A injeclo de 0,1 cm® determina, em seguida, a for-

{*} Verificactes feitas na Seccdo de Imunoguimica do Depte. de Microhiologia
e Imunclogia, pelo Dy, B, G. Perri. Dosagem de polissacaridec pelo método
de ROE (anirona) e de proteinas, pelo de LOWRY.
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macao de uma papula de 0,5-0,8 em de difdmetro. Freglientemente,
forma-se logo apds a injegflo, halo eritematoso, reacéio essa inespe-
cifica, sem importéncia. A leitura da reaclio & feita entre 48 e 72
horas apds. Nos cagos em gue pudemos scompanhar a evolugio
disdriamente, notamos que, j4 as 24 horas a reaclo é nitida, cresce
em intensidade até o dia seguinte, mantendo-se por alguns dias
(2 e 4) para involuir gradativamente,

_ Fasas observacdes confirmam para a esporotriquina o que se
observa em outras intradermo-reagdes com antigenos fingicos, tais
como a histoplasmina, a iricofiiina, a coccidioidina, ete.
Adiante, voltaremos a descrever com malor mindeia a maero
¢ a micromorfologia da reaclo, bem come a evolucdo que sofre.

) CRITERIO DE LEITURA

Eeagdes negativas - auséncia de infiltracfio; eritema medin-
do menos que 5 mm.

Reagbes duvidoses — Infiltracio medindo menos que § mm no
maior didmeiro, com ou sem eritema;
somente eritema medinde mais que 5 mn.

ReacGes positivas — infiltracdo medindo 5 mm ou mais em
seu maior difimetro.

Com o propoésite de permitir uma idéia sébre a intensidade
das reacbes positivas, subdividimos estas da seguinie maneira:

Pogitivg - 1 -4 — infiltracio maior que 5 mm e menor ou

igual a 10 mm.

Pogitive — 2 4+ — infiliracio maior que 10 mm e menor ou
igual a 20 mm. _

Posttivg - 3 -} - infiliragdo maior que 20 mm e menor ou
igual a 30 mm.

Positive — 4 4 — infiltracio maior que 30 mm.

0 critério usado &, em linhas gerais, semelhanle ao propostio
pelo “Department of Health, Education and Welfare of Public
Health Service” (1954), para a reacio & histoplasmina,

A diferenca estéd nas subdivisSes das reacdes positivas que
fizemos e também porgue no decorrer Gus experimentacdes verifi-
camos que, as reacdes que pelo eritério exposto deveriam ser classi-
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ficadas como “duvidosas” nfo eram realmenie duvidosas, mas sim
destituidas de significado; pagsamos a classifici-las como negativas.

D}  SELRCA0 DOS PACIENTESR

08 pacientes estudados no presente {rabatho foram, em parte,
propositadamente escolhidog, em parte, tomados ao acaso.

Entre os portadores de esporotricose foram incluidos somente
aquéles em que fol possivel izolar o Sporelrichum schenclki e nos
guais pudemos fazer a leitura da prova entre 48 e 72 horas. Dei-
samos, propositadamente, de incluir 7 casos de esporofricoze dos
qguais nfo nos fol possivel obter isolamento do fungo das lesdes.
Ciomeo pretendemos discutir o valor diagndstico da prova, julgamos
de bom alvitre nie incluir 8sses casos por insuficiente documenta-
cho eifologica.

Os portadores de oufras micoses, nog guais praticamos as rea-
cdes, foram pacientes internades nas Clinicas Dermatoldgica e
Sifiligrafica, de Doengas Tropicals e Infectuosas, ¢ individuos que
procuravam o Departamento de Microbiologia e Imunologia para
esclarecimento diagnéstico.

Entre os pacientes diversos, incluimos aquéles com padecimento
rdo miedtico, internados nos mesmos Servicos j& referidos e pessoas
normais, sadias, funciondrios do Departamente de Mierobiologia e
Imunclogia que concordaram em se submeter & prova.

1) BIOPSIAS E TECNICAS HISTOLOGICAS

Com o propdsito de complementar o estudo da macromorfologia
da reaclo, fol feito também o estude dag allera¢des microscopicas

da pele, izto &, a histopatolegia da reaclo & esporotriguina, tanto
a0 antigeno N como ao antigeno P.

Para &sse estudo foram: repetidas as condigBes da reacio (0,1
cm?® por via intradérmica de antigenos N 2 ou P 1) em pacientes
portadores de esporotricose.

As biopsias foram feitas em intervalos de tempo variiveis,
como estd especificado adiante nos Quadros IV e V, para fer-se uma
idéia da seqiiéneia evolutiva do proecesso histopatolégico. Nosg pa-
cientes dos quais foi retirada uma tUnica biopsia, foi ela executada
na fase anterior do brago ou antebrago; daqueles em que houve
retirada de 2 ou mais fragmentos foram as injecbes do antigeno,
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e posteriormente as biopsias, feitas na regifo dorsal. Tédas foram
praticadas sob anestesia local pelo eloreto de etila.

Para o estudo da reaclo ao antigeno N 2 foram executadas
18 biopsias em 12 pacientes e com relacio ac antigeno P 1, 15
Liopsias em 4 pacienfes. Os fragmentos de pele retirados foram
fixados em formol, incluides em parafina e cortados. A coloraciio
tundamental foi a hematoxilina-eosina. Quando julgadas necessi-
rias, foram feitas outras, fais como a coloracfio de Hotchkiss-Mac
Manug (PAS) e cresil-violeta.

QUADRO 1V
BIOPSIAS DE REACGCES A ESFOROTRIQUINA N 2

Tempo decorrido apos

LAmina Iniciais Cago n.® a injecio do antigeno

: £ a hiopsia
4721 AT M. a1 6 horas
4722 AJ.M. 31 12 horas
4723 AT.M. | 31 | 24 horas
4724 AT M. 3 48 horas
4725 AT M. 31 : 72 horas
4574 ARG ! 24 T2 horas
4605 E.R. 33 b dias
4691 B.8S.N 25 6 diag
4556 C.F.O 22 7 dias
4726 A M 31 T dias
4688 D.P. % 34 8 dias
4610 P.R.S ? 3 8 dias
AH. AB, 7 B dias
4607 ALTUM. 31 12 dias
4578 M,F.N. - 12 dias
4591 J.A.C. 26 14 dias
4567 M.O.G. — 14 dias
D.s. D.s. 4 17 dias

i
OBSERVACOES:

1} Os nameros das iaminas citedas correspondem aos recebldos
pelas respectivas biopsing no lsboratéric de histopatologia da
Clinica Dermatoldgica, onde foram executadas, aquelas desig-
nadas com iniciajs correspondem a biopsias feitas no Depar-
tamenio de Microbiologia & Imunologia.

2y As Hminas 4878 e 4567 correspondern a casos de esporotricose
comprovados que nfo fazem parte de nosss casuistica, por nio
ter sido feita leltura ds reachoe entre 48 e 72 horas.
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QUADRO V
BIOPSIAS DE REACOES A ESPOROTRIQUINA P 1
I Tempo decorrido entre

Laming Iniciais Caso n.° a injecAo do snligeno

e a biopsia
5234 4.D. 62 24 horas
061 J.8. M. 55 24 horas
5184 3.0.G. B& 48 horas
5063 J.5.M. 5b 48 horas
5271 R.B.S. 42 48 horas
5065 J.85. M. 5b 72 horas
5180 J.C.G. 58 72 horas
5235 4.D. 62 4 dias
B272 R.F.8, 42 § 4 dias
5185 J.C.G. 53 3 5 diasg
8273 R.F.5. 42 5 dias
5236 J.D. 62 6 dias
5274 R.F.S 42 8 dias
5237 J.1. 62 9 dias
b27h R.F.8 42 10 dias

CAPITULO I

RESTLTADOS

A) EM DOENTES DE ESPOROTRICOSE, ATUAL OU PREGRESSA

Os pacientes de esporotricose, atual ou pregressa, foram divi-
didos em 5 grupos, a saber:

1.0

3.0

grupo — (18 casos) pacientes nos quais fol feita a
reacdo com esporotriguina N 1, N 2 e N 3 (casos ns.
1,2,3,4,5,6,7,8 9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 e 18).

grupe —— (21 casos) pacientes nog guais fol praticada
a reacfo com esporotriguina N 2 e N 8 (casos ns. 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 80, 31, 32, 38, 34,
35, 236, 87, 38 & 61).

grupo — (26 casos) pacientes nog quais foi efetnada
a reaglo com esporoiriguina N 2 (casos ns. 39, 40, 41,
42, 48, 44, 45, 46, 47, 48, 49, b0, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
57, 58, 59, 60, 62, 63, 64 e 65).
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4.9 grupo — (23 casos) pacientes nos quais fol feita a
reagfo com antigeno polissacaridico, preparado segun-
do téenica ja descrita, diluido a 1/100, 1/500 ¢ 1/1.000,
além de reacho com esporotriquina N (casos ne 34, 89,
40, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, B2, b3, B4, £b, 56, 57, 58,
59, 60, 62, 63, 64 e 65).

e

% Sbvio que éste grupe é constituido por pacientes que fazem
parte também dos outros, pois o antigeno poligzacaridico fol sempre
utilizade juntamente com um ou mais antigenos N, Todos os pa-
cientes incluidos nestes 4 grupos eram portadores de esporofricose
em atividade, o que foi demonsirado pelo isolamento do fungo das
lesBes.

59 grupo — {5 casos) pacientes nog quais fol feita a
egporoiriquina apés a eura clinica do processo {casoz
ns. 2, 17, 23, 27 e 66).

Todos haviam tide esporobricose, confirmada por isolamento
do fungoe. A reacfo fol praticada em periodos varidveis de 3 meses
até 7 anos, ap6s a cura, conforme estd especificado no Quadro X.

Os quadros seguintes resumem o que enconlramos 1nos8 5 grupos
de pacientes estudados.

QUADRO VI
{GRUPO 1

Positiva 1 - . . . e 0
Positiva 2 - .. .. ... . 7
N1 Positiva 8 - ... ... 3
Positiva 4 - ... . 8
Negativa ... ... .. . 0
Positiva 1 &+ ... .. &
Pogitiva 2 - ... .. ... . . . 7
N 2 Positiva 3 -+ ... . 2
Pogitiva 4 4 .. ... . . 3

Negativa ... ... . . i
Positdva 1 - .. .. s 14
. Positiva 2 - ... .. 2
N 3 Positiva 3 < . .. 1
Pogifiva 4 - ... ... ... ... .. 1
Negativa ....... ... .. . .. .. .. it 0
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QUADRO VII
(GRUPO 2)

Positiva 1 - ... ...
Positiva 2 4+ ... ... ... .
N 2 Positiva 8 - .. ..
Positiva 4 - ... ... ... .
Negativa ... . ... . . ... ... ... ... ......

Positiva 1 4+ ...
Posifiva 2 4+ . ... . .
N 3 Positiva 8 -+ .. .. .. .
Positiva d - ... ... o
Negativa ... . 0 i i e

QUADRO VIII
(GRUPO 2)

Pogitiva 1 - ... ... .. . L ..
. Positiva 2 -1- ... .. . oo
N2 Positiva 3 - ... . . i
Positiva 4 - ... o
Megaliva . ..o i e e

QUADRO 1X
(GRUFO 4)

Pogitiva 4 - .. ... .
Posttiva 8 - ..
P 1/100 Positiva 2 4~ ... ... .. . oo
Positiva 1 -+ ... ..
Negmativa . ... ... . .

Positiva 4 - . .. .
Positiva 3 - ...
P 1/5600 Positiva 2 -- . . .
Pogitiva 1 4 . ... ..o
Nesativa ... .. .

Pogitiva 4 <& .. . .
Posgitiva 3 -+ ... . ... L
P 1/L000Y Positiva 2 - ..
Pogifiva 1 - . .. ...
Negativa ........ ... .. .. i .
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QUADRO X
(GRUPG §)
CASO TEMPO DE CURA ESP. N ESP, P
Pl —4 4
2 3 anos N2 w2 4 P2 -1+
t P2 -1+
P1-34
17 3 meses NZ2-—2 4 P22+
P3— 2+
‘, Pi—34
23 ; 8 meses N2—3 -+ P23
P 3 — negativo
P12+
27 5 meses i N2Z2—2 4 P2 -1+
P 3 — mnegativo
P1—44
66 7 anos Ni1i-—4+ P24+
P ON2—4 P3—2+
i

B) EM PORTADORES DE OUTRAS MICOSES

Foram estudados 25 pacientes portadores de cutras micoses
(casos ns. 67 a 91). Em todos a reacio fol praticada com os anti-
genogs N1 e N 2 e em 22 déles foi feita também com o antigeno
polissaecaridico nas diluicdes de 1/100, 1/500 e 1/1.000 (P 1, P 2
e P 3).

Os casos estudades distribuem-se da seguinte maneira:

Blastomicose sul-americana ........... 13
Cromomicose . ........... e, .. 2
Actinomicose . . ... ... ... . . 1
Maduremicose .......... ... . ... . ..., 1
Tines eorporis ... 2

Tinea copifis ... i
Tineo pedis {com Ide) ..............
Pityriasis versieclor ...... ... ... ....
Moniliase curada ......... ... ... ... ..

DU it PG pd
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A reaclo com antigeno polissacaridico nfo fol feita nos casos
71, T2 e 73, portadores respectivamente de blastomicose, cromomi-
cose e Tinea corporis (M, conis).

A reaclio executada com o antigeno N foi pogitiva num caso
de Tinen corporis (n.? 71} e num de blagtomicose (n.° 78) com N 1
e negativa com N 2; foi positiva tanto com N 1 como com N 2
em 2 casos de blastomicose (casos 79 e 83), devendo-se referir que
um déles (cago 83) apresentava fambém eisticercose; a reacfo fol
positiva, também, em 2 portadores de Tineg pedis, tanfo ecom N 1
como com N 2 (casos 32 e 87), Nos demais a reacfio fol negativa.

Com relacio ao antigeno polissacaridico obtivemos os seguintes
resultados: reacdo negativa em 19 cazos e positiva em trés. Fsses
3 pacientes haviam reagido também pogitivamente & esporotriguina
N (casos 79, 82 e 87). O caso 79 reagiu positivamente 86 com o
antigeno P 1; o caso 82 nas 3 diluicbeg usadag e o 87 reagiu posi-
tivamente 4 reaclo feita com os aniigenos P 1 ¢ P 2.

Devemos salientar que um paciente com reacfo positiva ao
antigeno N reagiu negativamente ao polissacarideo (caso 83).

C} EM PACIENTES DIVERSOS

Foram estudados B8 individuos com afecches diversas, tomados
a0 acaso, sendo incluidesg também alguns normais.

Ag afecches eram as seguintes: esguistossomose mansénies,
forma hépato-esplénica, 8 casos, sende gue um déles apresentava
também herpes zoster; leishmaniose tegumentiar, 5 casos; tuber-
culose ganglonar, 3 casos; eczema, 3 casos; foliculite do coure
cabeludo, 2 casos; sindrome de hipertensfic portal sem etiologia
determinadsa, 2 casos; tleera inespecifica da perns, 2 ecasos: blefa-
rite de etiologia indeterminada, 2 casos; carcinoma espinocelular
da mio, tuberculose verrucosa, piodermite, osteomielite, eritema
indurado de Bazin, piodermite vegetante, lepra tuberculdide, furun-
culose, moléstia de Chagas (forma cronica}l, reticulo-endoteliose,
clopdoia areata, psoriase, Tues tercidria, eritema nodoso sem etiologia
definida, parotidite e pancreatite de etiologia indeterminada, tu-
berculose ulcerosa da pele, liguen plano generalizado, paquidermia
pliecaturata com periogtoses, foleulite da pele glabra, malaria, doen-
ca de Hodgkin, erisipela, cisto sebiceo infetado e ecareinoma baso-
celular, 1 caso de cada. A prova foi feita também em 3 individues
normais e em 3 cuias afeccdes nfo foram diagnosticadas.
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A prova fol praticada em todos, com os antigenos N 1 e N 2
¢ em B4 dos 58 individuos também com o antigeno polissacaridico
iP1, P2eP 3),

A reacio com o antigeno N 1 foi negativa em 49 individuos e
positiva em 9 (casos 125, 126, 129, 133, 136, 138, 141, 143 e 144);
com o antigeno N 2 foi negativa em B3 pacientes e positiva em 5
(casos 138, 141, 143, 144 e 147). Com relacio ao antigeno polissa-
caridico tlvemos os seguintes resultados: diluido a 1/100 foi a
prova negativa em 49 pacientes e positiva em 5 (casos 133, 137,
141, 144 e 147): diluido a 1/500 foi negativa em 50 e positiva em
4 (casos 1383, 187, 141 e 144); dilnido a 1/1.000 foi negativa em
52 pacientes e positivo em 2 (casos 141 e 144).

D) MACROMORFOLOGIA DA REACAO

As alteracdes locais, por nds observadas, como conseqtiéneia a
injeciio intradérmica de esporotriquina, sfo semeihanies as assina-
ladas na literatura por Autores gque estudaram o assunto. As
aleracdes verificadas, & leitura de 48 e 72 horas, sfo de diferentes
1ipos, a saber: eritema, papula edemafosa, papula, nddulo, tu-
béreulo, vesicula e tlcera. Salvo no que se refere as papulas ede-
matosag, os demais tipos de alteraclo nfo aparecem isoladamente,
mag sim eombinados, dois ou mails elementos.

O aspecto mais fregiiente observado na reaciio positiva 4 espo-
rotriquinag é represeniado por pipula central, circundada por halo
eritematoso, mais ou menog infiltrade (Figs. 2, 3 e 4).

Nag reacbes intensamente posifivas, notamos a formacio de
vesicula, pastula e ulceracio central, j& as 48-72 horas.

Em casos nos quais observamos & evolucio da reacdo por tempo
maior, verificamos que o halo eritematoso vai gradativamente se
esmaecendo e desaparece num periodo de 1 a 2 semanas.

A papula, a qual na leitura de 48 e 72 horas, na maloria dos
casos, mostra-se com carater edematoso, adguire por volta da pri-
meira semana consisténcia mais firme, evoluindo posteriormente
{segunda e terceira semsanas) para tubéreulo ou néddulo.

QOcorre freqiientemente nessa fase evelutiva, a neurose ou a
evolucdo do nédulo para goma, com posterior ulceracio e eliminacio
de seu conteudo.
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Pig., 2 - Intradermo-reacio positive & esporoiriguina N 2.

Fig. 3 — Intradermo-reagho posifiva acs antigenos W 2 (proximal) e N § (cistal).
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Fig, 4 — Intradermo-reacio positiva sos antigenos P 1 (brato), P 2 (antebrago,
proximal) e P 3 {antebrago, disiall.

As reacfes fortemente positivag deixam ao final de sua evo-
fuclo completa, a qual se faz igualmente, em tempo de 8 e 4 semanas,
uma cicatriz, as vézes hiperpigmentar.

-

O que observamos eom referéncia s reacbes tardiag & esporo-
triquina, confirma os dados anteriores assinalados por MIRANDA &
colab, (1958).

Quante as manifestaces gerais, como consegiiéncia 4 injecdo
do antigeno, pudemos observar que as reacdes fortemente positivas
880 em alguns casos acompanhadas de sensagfio subjetiva de febre
e ligeira cefaléia. Nunca foram, contudo, intensas como as des-
eritas por PAUTRIER & LUTEMBACHER (1909, 190%) com a sua
subecutirreacio.

Nog pacientes que estudamos, as manifestacdes gerais foram
raramente observadas,

Nag reacdes feitas com o antigeno polizssacaridico, as alferacgdes
locaiz observadas sio menos nitidas gue com o antigeno contendo
elementos figurados.

As alteracOes locais, observadas nas reagdes feifas com antigeno
polissacaridico 4 leitura de 48 e 72 horas, sfo menos evidentes.
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Verificamos a formacio de eritema, de pipula e, nas reacdes for-
temente positivag também a formacéo de vesicula. A papula ede-
matosa foi em nossa experiéneia a mais fregiiente, traducio macros-
cOpica de reaclo positiva ao antigeno polissacaridico. N&o obser-
vamos com éate fipo de antigeno formacio de tubérculo ou nddulo,
guer & leitura de 48 e 72 horas, quer as leituras feitas em prazos
maiores, como 1 semana ou 10 dias. A reacio ao antigeno polissa-
caridico, mesmo quando forfemente pogitiva ndo deixa, de regra,
sinal algum. Em poucos casos pudemos observar, em pacientes de
pele clara, sucedendo & papula edematosa, a formaclo de mancha
hipererdmica, gue persiste por algum tempo, desaparecendo depois.

Em alguns easos, principalmente em pacientes com pele escura,
é bastante dificil a leitura da reacio feita com o polissacarideo, pois
o eritema é palido e a papula pouco evidente, perceptivel sémente
a0 tato,

E) HIsTOPATOLOGIA DA REAGAO
1)  Reagdo ao antigeno N 2

Lesdes apdés 6 horas (biopsia 4721) - Edema bem visivel ao
nivel das papilas dérmicas, com afilamento do epitélio. Esse dltimo
néo mostra alteracbes dignas de nota. Na derme, processo infla-
matorio, & custa, principalmente, de célulag histiocitdrias de nticleos
alongados, que se localizam principalmente junto aos capilares
papilares e ao redor de anexos, como glindulas sebdceas. Perce-
bemes também células histiocitdrias carregadas de pigmento pro-
vavelmente meldnico na periferia dos capilares.

Lesdes apds 12 hovas (biopsia 4722) — Persistem as altera-
cles para o lado da derme, anteriormente referidas. Agregam-se
a0 exsudato inflamatério perivascular e perianexial alguns neutré-
filos. No mais, a reacio persiste com as mesmas caracteristicas.

Lesoes apds 24 horas (blopsia 4723 — Aspecto idéntico a
biopsia anterior. O edema é menos acentuado,

Lesdes apds 48 horas (biopsia 4724) — O processo inflama-
torio é exatamente igual, Os neutrdfilos tornam-se mais evidentes.
Nao se verificam eosinéfilos. Junto 4 drea de edema superficiai, o
colageno assume aspecto gue lembra muito a degeneracio fibrindide.
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e

Fig. 5 — Aspecto microsedpico da reacfe ao antigens N 2. Edema e Infiltrado
mflamatorio em tOrno a peguencs vasos ¢ anexos. Blopsia 4724 (48 horas),
Microfoto Leitz. 3080 X, Coloraciec: hematoxilina-eosina,

Lestes apos 72 horas (biopsia 4725 e 4574) — Mesmos acha-
dos anteriores, com formacdo de verdadeiro abscesso na derme,
junto & glindula sebdcea. O abscesso se propaga para as papilas
dérmicas, com destaque parcial do epitélio, abaixo do quai se cbserva
4drea hemorragica. O processo também afeia a glindula sebacea,
com destruicio parcial da mesma. Observamos reagfio a neutrd-
filog e rares eosindfilos, do mesmo modo gue células mononucleares
e histioeitos, em tdrno a anexos e capilares da derme. Heacdo
idéntica é vista acometendo a glandula sebdeea, com actimule de
material dentro da luz. Pequeno edema difuso da derme. Depé-
sito de material “fibrindide” na periferia da gldndula sebicea.
Aparentemente hi propagacio do processoe afé o desembocadura da
gandula, dando origem a um inieio de abscesso intra-epidérmico.

Lesies apds 5 dias (biopsia 4608) — Reaclo higtiocitiria e
neutréfila em t6rno & pequenocs vasos e anexos, ao lado de niimero
razodvel de eosinéfilog, atingindo inclusive a hipoderme. Percebe-
mos reacio por parte dos pequenos capilares da pele, que exibem
agora, de maneira nitida, tumefaclo de células endoteliais, inclugive
com sinais de multiplicacio das mesmas. O que caracterizou eata
ldmina fol a proliferacio de células histiocitarias, formando arranjo
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epitelidide, dando origem a células gigantes tipo Langhans em térno
de centro abscedado. Os cortes nflo demongtram se tal formacio
se dispbe junto a anexos. HExiste também infiltracdo por fibrina

Sl

Fig. 8 — Aspecto microscdpico da reago so anfigeno N 2. Formacio de abscesso
ng derme. Bilopsia 47256 (72 horas). Microfote Leitz. 300 X. Coloracio:
hemstoxiiina-sosina.

em térno a pequenas areas gue, possivelmente, representam necrose
de gordura.

Lesfes apds 6 dias (biopsia 4891) — Reacfo francamente pro-
dutiva. N&o observamos ecsindfiles ou neutrdfilos em quantidade
aprecidvel. Entretanto, verificamos extensa proliferacio de cariter
histiocitario, em tdrno a pequencs vasos e nas porgdes mals pro-
fundasg da derme, dandoe origem inclusive & formacio granulomatosa,
com células gigantez tipo Langhans, Tais nédulos sfo vistos em
16rno a Area de que parece ser degeneraciio do colageno; o PAS é
positivo nestas zonas.

LesGes apds 7 dins (biopsia 4556 e 4726) — Muito evidente
agora a dupla reacdo; processo inflamatdérie agudo, extenso, com
predomindneia de formas degeneradas de neutrdfilos, de mistura
com eosinéfilos. Percebe-se, ao lado disso, acentuada uleeraciio do
epitélio. Pequeninos capilares, com a parede parcialmente recober-
ta por material de aspecto fibrindide. Concomitantemente verifi-
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Pig. 7 — Aspecto microsedpico da reacho ao antigene N 2. Ulceraghic da pele.
Capilar com deposito hialine na parede. Edema dérmico, Blopsia 4558 (7 diag),
Microfoto Leltz. 300 X, Coloracfo: hematoxilina-eosina.

Fig. 8 — Aspectc microscopico da reaclic so antigene N 2. Processo inflamatério
-eronico granulomatoso, 20 lado de reacdo aguda. Neuirdfilos em grande parte
degenerados. Biopsia 4806 (7 dias). Micrefoto Leitz. 308 2. Coloracio:
hemsatoxilina-eosing.
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camos processo produtivo, com formac8o de células gigantes tipo
Langhans e corpo estranbo, de misiura com o guadroe inflamatorio
agudo. Na biopsia 4726 o processo inflamatéric agudo domins,
dando origem & extensa uleeraciio do epitélio. Observamos ainda
processo inflamatério agudo com parcial destruicdo de glandulas
sebdceas. O edema ndo € tdo intenso e difugo, como nas lAminas
anteriores. )

Fig. 9 — Aspecto microscdpico da reagdo ao antigeno N 2. Principio de ulceracio
da epiderme. Abscesso na derme, ao lade de processo inflamatério crénico.
Biopsia 4726 (7 diag). Microfoto Leitz, 100 X. Coloracio: hematoxilina-ecsing.

Lesdes apdés 8 dins — (blopsias 4688, 4610 ¢ A.B.Y — A
biopsia 4688 mostra processo produtivo (histiociiico), dispondo-se
em térno a anexos e peguenocs vasos, com eosindfilos de mistura.
A biopsia A. B. mostra reacfic eminentemente pxsudativa, com for.
macio de abseeszos e parcial destruicio do epiiélic. J& a biopsia
4610 revela processo exsudativo, com muitos neutrdfilos e eosing-
tilos, ao lade de veaclo produtiva na periferia de pequenos vasos.
Extensa ulceracio do epitélio. Peguenos vasos com o revestimento
endotelial proeminentes. E interessanie notar arterite aguda, com
depésito de material “fibrindide” na parede. Como o processo estd
junto ao abscesso, é provavel gus se trate de reaclo secundéria,
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Fig, 10 — Aspectc misrcsedpico da reacfio as antigeno N 2. Agressfio de anexos
da pele. Foliculite aguda. Biopsia 4510, Micvofoto Leilz, 106 X. dColoragio:
hematoxilina-cosina,

Fig, 11 — Aspecio microscopico da reagho ao anfigene N 2, Arferite aguda
secundaria ao processe inflamaioric. Bilopsia 4610 (8 dias). Coloracéo:
hematoxilina~cosina.
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Lesbes apds 12 dias (blopsias 4607 e 4578) — Na biopsia
4607 a reaco é predominantsmente exsudativa, com formacio de
abscessos e inicie de uleeracio do epitélis, Reacio produtiva na
periferia, com células gigantes tipo corpo estranhco. Predomina a
reacdo exsudativa. Entretanto, a biopsia 4578 revela reagfio pro-
dativa, com muitas células histiocitdrias, eosinéfilos e mononucies-
res em térno a pequencs vases, B&o viglos ozasionals plasmoceifos,
O processo dispfe-se em tirno de anexes também. Na profundi-
dade, junto & hipoderme, pode ser wvista reacfio produtiva, com
formacao de granuloma.

Lesdes apds 14 dins (biopsias 4591 e 4567) — FEm ambas
chservamos reéacdo produtiva em decréscimo, bem vigivel em térno
a vasos. Epitélio e colageno, nada digno de nota.

Lesoes apos 17 dins (D.5.) — Reagio granulomatosa, com
células gigantes tipe Langhans. Reacéio histiocitiria com eosind-
filos em térno a pequenos vasas, Auséneia de lesGes epiteliais.

2) REACAQ A0 ANTigeENO P 1

Lesdes apds 24 hovas {(blopsias 5224 e 5081) — Ambas mos-

tram alteracdes bastante semelhantes, variande apenas & intensi-

Pig. 12 — Aspeclo microscdpico da reaclo ao antigeno P 1. Processo inflamatério
subagude, perivascular e perianexial, acempanhads de edema. Riopsia 5234
{24 horas). Microfoto Leilz, 40 X. Celoracfo: hematoxiiina-eosina.
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dade da reacio. O epitélio mosira-se afilado pelo edema que faz
yuase desaparecer as cristag inferpapilares. Exeeto por leve edema
intercelular, ndc ha lesdo das células epiteliais. A derme apresen-
ta-ge edemaciada, principalmente na sua porgéo papilar. O achado
fundamental estd representado por infiltrado inflamatério que se
dignbe em tdrno sos capilares sangiilneos e anexos, acompanhando-ge
de forte edema. Ele é constituido por eosindfilog, células histioel-
tarias de nicleo irregular, vesiculoso e pouco citoplasma. Sio tam-
bém vistos neutrdfilos em pequeno numero. Os ecapilares mostram
a parede edemaciada, sendo que ag eélulas endoteliais estdo tume-
{eitas e proeminentes para a luz. Nioc hi modificacbes do coligeno,
exceto no ponto de penetracio da agulha, onde se mostra mals
acidéfilo e denso, fendo, de permeio a suas fibras, moderado nimero
de neutréfilos com sinais de desintegracfio nuclear.

Fig. 13 — Aspecto microscopice da reacio ao antigenc P 1, Processo inflamatério
eronico dispondo-se ao redor de glandulzs sebicea, Moedificacfo do colageno, que
gse apresenta uniformemente hislino junto ao anexo, Biopsig 5234, Microfoto
Leitz, 400 X, Coloracdo: hematoxilina-cosina.

LesGes apds 48 horas (biopsias 5184, 5063 e 5271) — O pro-
cesso & essencialmente o mesmo deserito para o grupo de biopsias
anterior. A notar, temos o progressivo decréscimo do edema pa-
pilar e maior predominfincia de eélulas histioecitdrias no infiltrado
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perivascular e perianexial. O edema a éste nivel ainda é bem
visivel, muito embora de pequensa intensidade. Os vascs capilares
apresentam a parede espessada por material hialino uniforme. Em
aslguns déles, a reacfio histiocitdris na adventicia & proeminente. 0O
infiltrade periznexial, quando se displée em tornoe de glindulas
sudoriparas, pode levar a destruicfio de alguns Acinos glandulares.

Lesdes apos 72 horves (biopsias 5065, 318G e 8234 — O edema
sgora & minimo e limitade ao redor de anexos, O infiltrado é
predominantemente histiocitirio, com esbdco granulomatose, de mis-
tura a eosindfilos e raros neuirdfilos, A reaglo perivascular €
muite nitida, perecbendo-se Inclusive, além da disposicdo dos histé-
citos em t6rno aocs pequenos vasos, as paredes déstes espessadas &
custa de edema, dando aspecto hialine ao mesmo. As células endo-
telials estdo tumefeitas e salientes para 2 luz

Lestes apds 4 dins (biopsias 5235 e 5272) — O processo &
essencialmente aquéle visto para o grupc anterior.

Lesbes apds 5 dias (biopsias 5185 e BET3) — Processe essen-
cialmente semelhante aquéle visto no grupe anierior. A predomi-

Fig. 14 — Aspecto nucwscopico da rcacfio ao antigeno P 1. Persisténcia do processo

inflamatério cronico apds 8 dias, dissociando os feixes coldgencs. Formacio de

granulomas pedendo~se perceber célulns gigantes fipo corpo estranho, Biopsia 5274
(8 diasy., Microfole Leitz, 100 . Coloracan; hematoxilina-eosina.
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nancia de céluiag histiocitarias no infiltrado acentus-se progressi-
vamente, Alguns vasos perianexials mostram pequenas proeminén-
cias na luz, de cardter fibroso, representando posgivelmente antigas
tromboses organizadas.

Les@o apds 6 dics (biopsia 5236} — O processo Inflamatdrio
como um todo tende a deealr em intensidade. Hntretanto, o carater
granulomatoso do mesmo se acentua, percebendo-se agora células
histiocitirias grandes, nicleo vesiculoso e citeplasma abundante,
em meio as demals, de ntcleo alongado e citoplasma pouco abun-
dante. Os eosindfilos sfc bem vigiveis entre o3 elementos do in-
filtrado.

Lesdes apds 8 dins {(biopsias 5237 e 5274) — O epitélio nio
apresenta modificagdes dignas de nota. O infiltrado perivascular
e perianexial ainda pode ser visto, porém de infensidade bem menor.
Dois fatos fundamentais devem ser considerados em relacdo 4
presente reacio histopatolégica: um déles, alids ja visto em menor
intensidade em ldminas das biopsias das reacdes ao antigeno N 2,
estd caracterizade por certa embebicidso edematosa do colidgeno da
periferia de glindulas sebdceas, seguido de proliferacdo fibroblas-

Fig. 15 — Aspecto histopatolégico da reagio ao antigeno P 1. Particularidade de
granuloma mostrando ¢ agrupamento de células histiccitarias e a formaglo de
céluia gleante tipo Langhans. Biopsia 5274 (8 diaz). Microfoto Leitz, 306 X,
Coloracdo; hematoxilina-eosina.
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tiea. A membrana basal do anexo j4 é melhor visivel, mesmo pela
hematoxilina-eosina. Porgfes do mesmo sfo substituidas por fibro-
se. Ouiro fato é a formacgio de granuloma na derme de um dos
casos (B274), earacterizado por proliferaciio de histioeitoz alonga-
dos, com arranjo em palicads, e pelo aparecimento de células gigan-
tes do tino corpo estranho.

Lesdes apos 10 dias {(biopsia 5275) — As lesbes sfo essencial-
mente idénticas s do grupe anferior, mais proximas das observadas
apds 6 dias. Verificamos um granuloma, porém o mesmo se situa
abaixo do epitélio (que ainda apresenta tampio de material necro-
tico, fibrina e raros neuntréfilos), em zona onde o coldgeno esta
alterado.

CAPITULO IV
COMENTARIOS

A andlise do Quadro VI mostra que os resultados obtidos foram
o8 que tedricamente se deveriam esperar. Diminuindo a concen-
tracio do antigeno, diminuiram as reagdes fortemente positivas
{3 e 4 cruzes) e aumentaram o nlmero de reacbes positivas, fracas
{1 e 2 cruzes). Niao obtivemos, como ge vé no Quadro VI, reactes
negativas, em nenhum paciente, com os 3 antigenos.

Apds 8szes resulfados passamos a fazer a reacfo com esporo-
triquina N 2 e N 8 {Quadro VII).

Ag reacdes feitas com N 2 continuaram a ser positivas em
todos os casos estudados, o mesme nlo acontecendo com N 8 que
foi negativa em um déles (ecaso 24). Esta reacio negativa, jun-
tamente & fraca positividade de ouiras, que ja vinham sendo obser-
vadas desde o inicio das experimentacdes, dificeis de serem avalia-
dag, fizeram com gque abandondszemos ¢ ugo da esperotriquina N 3.
Julgamos ser &sse antigeno excessivamente diluido, perdendo ji a
sensibilidade.

Passamos, entfo, a usar ¢ antigeno N 2 (Quadro VI1II), com
o gual estudamos mais 26 pacientes. Fizemos mais essa série de
provas com 8sse antigeno, porque com o N 1 ji tinhamos boa expe-
riéneln, adquirida em ftrabalhos anteriormenie feito e j4 citado
{L.acaz & colab.,, 1953} e em parte déste; sablamos que de sua
injecdo resultavam reacfes pogitivas em pacientes com esporotricose,
mas conheciamos também a ocorréncia de reages positivas em
individoos néo portadores de esporotricose. O antigeno N 2 vinha

i
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dando bons resultados em portadores de esporotricoze e algumas
experiéncias que iam szendo conduzidas paralelamenie em pacientes
com outras afeccdes micdticas e nio michticas, mostravam melhor
egpecificidade de N 2 do que de N 1. Por ésses motivos resolvemos
prosseguir nossa verificaclio com o emprégo déssze antigeno. Em
mais 26 portadores de esporotricose foi o mesmo estudado. Em
25 a reaclo fol positiva, em graus varidvels, conforme mosira o
Quadro VIII. Em 1 foil negativa (caso 47). Julgando ter sido a
reaciio negativa porque o antigeno N 2 era insuficiente para de-
monsirar a sensibilizacfio, repetimos a reaco com N 1 e N 2 no
caso 47, dois meses apds a primeira prova, usando antigenos de
outra partida, embora o anterior esfivesse dando reacdes bastante
nitidas. Repetida, foi novamente negativa, o que nos leva a supor
gue nfo se trate de antigeno de fraca poléncia,

O Quadre IX mostra og resultados obtidos com o use do anti-
geno polissacaridico em 23 pacientes.

Diluide a 1/100 (antigeno P 1), houve reacdes positivas em
21 dos 23 pacientes estudados. A concordincia obtida com o anti-
geno N 2 foi quase total. Um dos easos gque reagiu negativamente
#o antizeno P 1 foi 0 mesmo que reagiu negativamente aos antigenos
N1eN2 (caso 47). O casd B0 reagin negativamentie ao polissa-
carideo e positivamente o antigenc N 2.

Dilunido a 1/500 (P 2) e a 1/1.000 (P 3) a sensibilidade do
antigeno polissacaridico deixa a desejar; aparecem msior niimero
de reacdes negativas e fracamente positivas (1 e 2 eruzes), dimi-
nuindo as reagfes nitidas, foriemente positivas (3 e 4 cruzes).

No Quadro X estlio os resultados encontrados com a prova da
esperotriquina em pacientes curados de esporotricose. A prova
mostrou-se positiva nos 5 casos estudades, quer com os antigenos
NileNZ quercomosP1leP 2.

No caso 2, a reacho feita apds a cura mostrou-se menos inten-
samente positiva que por ocasifio da moléstia em atividade; nos
cases 17 e 27 nfo houve diferenca nitida entre as reacbes praticadas
nas duas occasides, No easo 23, a reacdo apds a cura foli mais
intensa do que na vigénela da moléstia. O caso 66 havia sido estu-
dado por Lacaz & eolab. (1953}, épocs na qual a reaclo com anti-
geno F havia sido fortemente positiva {4 eruzes). Repetida s
reagio 7 anog apds & cura, continuava fortemente positiva quer ao
antigeno N, guer ac P.
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Apds 8stes comentérios a propdsifo dos resuliados obtidos nos
5 primeiros grupos de pacientes estudados, isto é, portadores de
esporoiricose, atual ou pregressa, julgamos de interdsse fazer algu-
mas apreciacbes abbre a gensibilidade da reaciio. Em 65 pacientes,
portadores de esporotricoge em atividade ¢ em & curados de infeecio,
nos quais a prova fol feita com o antigeno N, fol ela positiva em
todos o8 casos, exeeto um. Com o antigeno P, estudado em 23
cagos, com P 1 tivemos 21 reacles positivas e 2 negativas; com
P 2, 19 positivas e 4 negativas e com P 3, 13 reacles negativas e
10 positivas. Os resuliados obtidos com P 1 sfo satisfaidrios no
que diz respeito A sensibilidade, com P 2 sfio quase semelhantes,
porém as reagles sfo menos evidentes, de leitura dificil, sobretudo
nas pessoas de pele eseura.

A ocorréneia de provas negativas em portadores de esporotri-
cose em atividade, conguanto raramente verificada, j4 o tem sido
{GowzaLez OCcHoA & So010 FIGUEIRcA, 1947; THOMAS & colab,
1951). Em pacientes corados s8o raras também as referéneias a
provas negativas.

CHOPIN (1910) cila prova negativa num caso curado ha 2 anos
e (GONZALEZ OCHOA (1959) refere que a veaclo com o antigeno
polissacaridice que usa, torna-se negativa apds alguns meses.

Nog casos em gue fol feita, concomitantementie, a prova aos
antigenos N e P, houve concordincia de resultados quase total entre
o gue encontramos com o antigeno N 2 e P i. Somente um pa-
ciente {easgo 50) reagiu positivamenie ao antigeno N 2 e negativa-
menie ao antigeno P 1. Fato semelhante observaram em dols casos
Lacaz & colab. (1953) trabalthando com antigenos F, N (equiva-
fente ao nosso N 1) e polissacarideo preparado segundo GONZALEZ
OcHoA & SoT0 FICUEIROA (1947).

Nos 5 pacientes curados de esporoiricose que estudamos, as
reagbes foram positivas em fodos, com ambos os tipos de antigeno.

A interpretacéo da razio de ser destas provas negativas em
pacientes portadores de esporotricose é dificil. Winsow (1957),
analisando os dados de GONZALEZ OCHOA & S0710 FIGUuEmoa (1947)
gupde que, em casos de esporotricose disseminada, a reagio seja
negativa. Nio julgamos que fal seja verdadeiro, primeiramente
nor termos encontrado referfncias na literatura s caszos de egporo-
tricose disseminada com reaclo positiva (Lacaz & ecolab., 1953;
SHOEMAKER & colab.,, 1957; ARTHUR & ALBRITTAIN, 1958) e tam-
bém por termos feito essa verificacio (caso 58). De fato, nio
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temos explicacio satisfatéria pars justificar a ocorréncia de reacbes
negativas em portadores de esporotricose. Nio cremos que em
1osso caso a negatividade seja decorréncia do pegueno tempo de in-
fecclo, daquilo que WILsON (1953) chama de “periodo de laténcia”,
dado que nosso paciente. {(caso 423 ji estava doente hi 1 ano e 4
meses, tempo suficiente para ocorrer a sensibilizacfo., Duas hipé-
teses ocorrem-nos para tentar explicar o fato; a presenca de fator
anergizante, cuja percepcio mnos escapou ou uma ineapacidade
do organismo em se sensibilizar ao fungo. S&o eontudo, meras
hipdieses.

" Para comentar a especificidade da reacfio passaremos a anali-
gar 08 resulfados encontrados nos itens B e O do Capftule IIL

Mesmo trabalhando com antigenc mais diluido que o usado
iniciaimente por LACAZ & colab. (1953}, oblivemos reacfes pogitivas
em portadores de oufras micoses (item B).

O nimero de provas positivas com o emprégo do antigeno N 2
& menor do que com o N 1, porém continuam a existir. O antigeno
N 3 praticamente nfio foi estudado, pois como ja foi referido, sua
sensibilidade deixava a desejar.

O antigeno polisgacaridico mostrou, no que diz respeito 4 espe-
cificidade, pequena discordincia de achados com relacfio ag antigenn
N 2. Conforme ji assinalamos, sémente uma vez verificamos rea-
¢ho totalmente negativa ao antigeno P e positiva ao antigeno N
{caso 83). Um caso de blastomicose (n.° 79) reagiu positivamente
26 ac antigeno P 1 e 1 caso de Tinea pedis. com “ide”, nag mios,
aog antigenogs P 1 e P 2. Supondo que se trate de reagbes de grupo,
os antigenos P mostraram especificidade praticamente igual 58 N 2,
s antigenos P 1 e P 2 podem ser utilizados quase que indistinta-
mente. O antigeno P 2, como ji foi referido, teve as desvantagens
de dar, com fregiiéneia, reacBez muito débeis, dificeis de serem
avaliadas e maior nlimero de reacfes negativas em poritadores de
esporotricose.  No grupo de pacienles diversos (item C), os resul-
tados com o aniigeno N 2 sfo nitidamenie melhores que os obtidos
com N 1 (9 reacles positivas com N 1L e 5 com N 2). Neste grupo,
melhor do que no anterior, cremos ter ficado demonstrada s melhor
gengibilidade da reacio quando feita com o antigeno N 2,

Os resultados que observamos com os antigenogs P 1 ¢ P 2,
desprezados og de P 3, poig &ste, como j4 salientamos, é de con-
centracdo insuficiente para dar reacfic positiva em percentagem
razodavel de casos de esporotricose, mosiram que o némero de reacgdes
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positivas é menor que com o antigeno N 2, denotando melhor espe-
eificidade dog antigeneos P. Num tdnico case (n.° 137), e para éle
nfo temoes explizacho, a prova fol fracamente positiva com P 1 e
P 2, e negativa com N 1 e N 2. '

O aparecimento de reagdes positivas neste grupo de pacientes
¢ de interpretacao dificil. Se, no grupo anterior podemos inter-
pretar as reacbes positivas como fendémeno de co-gensibilizacgao, tal
sxplicaglio n&o servird para o grupo de portadores de afecgbes
diversas, nfo flingicas. A nosso ver, trés possibilidades existem
para explicar essas reacbes positivas:

1} inespecificidade da reacfo;

2)  sensibilizacio ao Sporotrichum schencki em individuos que
néo desenvolveram esporotricose;

3) sensibilizacdio a outros fungos, com os antigenoss do Sporo-
trichum schencki,

Entre nossos cagos encontramos dois gue sugerem a possibili-
dade de que os individuos hajam se sensibilizado ao Sporofrichwm
-scheneki, sem haver contraido esporotricose. O caso 141 féz a
prova de egporotriquins em 1951 eom resultado negativo. Até entfio
nunca havia tide econtato com Sporofrichum scheneki. Nos anos
subseqiientes entrou seguidamente em contafo, com pacientes e com
cullivos de Sporoirichum schencki., WNunca teve esporoiricose e em
1958 f&z novamente a reacgfio, agora com resultado fortemente po-
sitivo. O caso 147 é o de um téenico gue nos vem auxiliando e
jue conquanto nunca itivesse tido esporotricose, fambém reagiu
positivamente A esporotriquina.

Outro caso, o de n.® 144 ¢ também o de uma pessoa que, con-
quanto nao trabalhe diretamente com fungos, exerce suas atividades
no laboratorio onde foi feito éste estudo, local onde se trabalha
ativamente com cogumelos.

As verificactes feilas nesses 3 casos sugerem-nos a possibili-
dade de que existam casos de “esporotricose-infeccio” semelhantes
208 j4 conhecidos de “histoplasmose-infeccio”, *‘coccidioidomicosge-
infeecfo”, ‘“Dlastomicose-infeccho” {(Lacaz & colab., 1959), ete.

Neste setor, isto &, pesguisas sbbre a “esporotricose-infecgdoa”,
pretendemos prosseguir, em futuro, nossas indagacdes.

Além dos comentarios ia feitog, que julgamos os mais impor-
tantes, desejamos fazer alguns oubros.



46 RevisTa no INsTITuTe ADOLFO LUTZ

Assim pois, a prova da esporotriquina permitiu diagnosticar 7
casos com suspeifa clinica de esporotricose, nos quals as culturas
Tforam negativas. Propositadamente nfo os incluimos na casuistica,
por motivo j4 referido. Nesses casog a prova ferapéutica falou a
favor de gue se tralassem reaimente de esporotricoge.

Néo podemos com o nosso material de estudo fazer observacoes
com relacio ao tempo em gue & reacilo torna-se positiva. Qs casoes
mais precoces que fivemos datavam de 3 semanas, tendo side a
prova positiva em todos. N&o notamos também relacio bastante
nitida entre a forma clinica da moléstia e a intensidade da reacio,
Encontramos reactes intensamente positivas em portadores de for-
mas minimag, localizadas, de esporofricose {(casos 12, 16 ¢ 40 por
exemplo) e reacdes fracamente positivas em portadores de formas
com comprometimento mais exienso (casox 203, 39, 52 e 53 por
exemplo).

O estudo histopatolégico efetuado, propiciou oportunidade para
alguns comentirios que fazemos a seguir.

a} REACA0 A0 ANTIGENO N 2

Um esbdeo da seqiiéneia de eventos histoldgicos pode ser obtido
através do exame das biopsias sucessivas da paciente A.J4.G. (caso
21). A Dbiopsia, obtida 6 horas apds & injeclo intradérmica do
antigeno, demonstra edema difuso da derme, que & bem visivel nas
papilas. A epiderme moestra-se retificada pelo edema subjacente,
podendo-se observar que a hiperpigmentacfo da camada basal é
mais vigivel. Verifica-se infiltrado inflamatério dérmico constitui-
do por célulag histiocitiriag, de nicleo alongado, citoplasma de
limites pouco precisos, de mistura com pegueno nimero de células
mononucleares, o conjunto se dispondo em tdérno a capilares da
papila dérmica e ac redor de anexos, principalmente gléndulas
sebiceas. O exame das porces mais superficiais da derme mostra
ocasionais células histiocitdrias carregadas de pigmento pardo-
egeuro, pessiveimente melénico. KEstas célulasg si0 bem visiveis pré-
ximas a capilares.

Anéds 12 horas o quadro permanece inalterado, exceto pelo fato
da reacio inflamatdria perivascular e perianexial tornar-se mais
evidente, surgindo outro elemento da mesma, gque é o polimorfonu-
clear neutrofilo. Mostram-se em pegueno nimero e integros. A
biopsia, retirada 24 horas apds, mostra, de particular, apenas de-
créscimo na intensidade do edema, a reagiio inflamatéria persistindo
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com sua infensidade inalterada. O aumento do nimero de poli-
morfonucleares neutrofilos faz-se¢ mais proeminente 48 horas apds,
porém ainda nfo se observam sinals degeneralivos nos mesmos.
E de se notar que, junte aos remanescentes do edema superfieial
da derme, o colageno assume aspecio levemente granuloso. Um
diagndstico de degeneraciio fibrindide nfio pode ser feifo com cer-
teza, UmMa vez gue 8sge coldgeno se dispde proximo & Area de ederms;
«Mm do mals, ndo se nota nenhuma alteracéio tintorial pelo eresil-
-violeta e pelo PAX.

Apbds T2 horas, verificaram-se nesta paciente aumento e ceria
predomindneia da reacdo neutrdfila sbbre as demais. 08 neutrd-
filos mostram sinais degenerstivos, formando-se entfo verdadeira
area abscedada proxima a glindulas sebaceas. O processo agride
parcialmente o epitélio, com destaque segmentar do meamo, deixando
no local pequena Area hemorrigica. Observa-se também destruicio
parcial de glandulas sebaceas, O guadro evolui para extensa ulce-

e

racdo, como & vista apés T dias.

O exame de biopsias em tempos diferentes de pacientes diver-
sog, funciona comoe complemente ao estudo da reacfio histopatold-
gica. E assim que, 3 dias apés (biopsia 4574) observa-ze, de
mistura com neutréfilos integros e degenerados, eosindfilos em
namero variavel. ¥ de se notar a tendénein da reaciio neutrofila
ndo 86 a se dispor junto a anexeos, mas a destrui-los parcialmente.
Disto resulta inclusive imagens de foliculites de intensidade varig-
vel, bem visiveis em biopsias mails tardiag. Outro fato que obser-
vamos foi o ocasional aparecimente de depésito vermelho vivo
homogéneo, seja abaixo dos capilares, seja sob a membrana basal
de glandulas sebiceas. Raras vézes pudemos encontrar aspectos
sugestivos de degeneracdo fibrindide do coligeno. Qs capilares,
iunto mo processo agudo, reagem de maneira diversa, E relativa-
mente freqiiente, entretanto, o encontro déstes vasos com revesti-
menfo endotelial tumefeito, inclusive com figuras de mitose. Ver-
dadeirag arterites agudas nio sfo visiveis, o infiltrade inflamatério
gue se dispde em torno das mesmas sendo geralmente mistura de
neutrofilos, eosindfilos e células mononucleares, com predominincia
{éstes dois dltimos elementos,

Em torpo do 5.° dia {(biopsia 4605) observamog ao lado da
reacho exsudativa, inclusive com a formacfo de absecessos, o apare-
cimento de reacdo produiiva, de cardter granulomatoso, localizada
seja nas poredes superlicialy, seja nas porcgdes profundas da derme.
taracteriza-se pelo acOmulo de célulag histiocitiriag, algumas vézes
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em arranjo epitelidide, ac lado de células gigantes tipo Langhans
¢ corpo estranho. Predominam as primeiras s0bre ag Gltimas,

A concomitineia do quadro exsudativo da reacho ao produtivo
persiste, num equilibrio varidvel de caso para caso, através de to6das
as biopsias examinadas. E de se notar o predominio déste ultimo
em hiopsiag em térno dos 14 a 17 diag (45981, 45667 e D. 8.). Entre-
tanto, durante todo o evolver do proecesso, o guadro subagude com
eoginofilos é visto em tHrno a peguenocs vasgos e anexoes da pele.

Resumindo, a reacdo histopatolégica ao anligeno N 2 passa
por fase de proliferacio local fugaz, & qual logo se sucede quadro
exsudativo predominante, cuja intensidade méxima é em tdérno do
3.° dia. Observamos destruicdo parcial de anexcs e do epitélio
pelo processo, resultando uleeracdo de profundidade e extenso
varidveis. '

A seguir verificamos o estabelecimento de fendmenos de cara-
ter preodutive, com formacdo de granulomas, por vézes de centroe
supurade. Com o passar de tempo, &les tendem, juntamente &
proliferacio local de cardter mais geral, a dominar o gnadro histo-
patoldgico.

Outros achados a notar no acme da reacio estio representados
pela reagdo eosindfila e pelo ocasional aparecimento de depésito de
carater fibrindide abaixo da intima de pequenos vasog e sob a
membrana hasal de anexos da pele

b) REACAG A0 ANTICENO P 1

Estd earacterizada por processo inflamatério sugestive também
de patogenia alérgica, que se manifesta por infiltrado constituido
de células histiocitdrias, de mistura a eosindfilos e raros neutrédfilos.
Egtes dltimos elementos sdo particularmente evidentes nas primeiras
24 horas. A inflamacdo se dispde junto a anexos e principalmente
capilares da pele. Os anexos sflo, por vézes, parcialmente destrui-
dos pelo processo. Os capilares mostram tumefacio das células
endoteliais, edema de parede e proliferaciio higtiocitiria periférica.
Apés 72 horas o edema de cardter crdnico é expresso por depodsite
kialino na parede dos vasos., Idéntico aspecto fol visto no colidgenoc
junto aos anexcs. A membrana basal dos mesmos apresenta-se
fortemente espessada.

A predominfincia de higtiocitos na reacfo tende a se acentuar
progresgivamente, com manutencdo do arranjo perianexial e pe-
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rivagcular., ApGs 8 dias fol visto em um dos casos a formacéo
de granuloma, com células gigantes principalmente do tipo corpo
estranho,

Em nenhum dos casos verificamos alteracles significativas de
epitélio. A nfio ser por edema intra e intercelular focal, visto nas
primeiras 72 horas, éle nada mostrou digno de nola. O colageno
também nde apresenta modificacbes fundamentais, exceto nos pon-
tos de contato da agulha, onde éle se mostra mais denso e de aspecto
mais grosseiro.

* ow ok

Comparando og dois tipos de reaclo, é de se notar a maior
intensidade daquela ao antigeno contendo elementos figurados,
levando inclusive & ulceraciio do epitéliv em alguns casos. A for-
macio de granuloma é bem evidente, muito embora a parte exsu-
dativa da reacfo permaneca como tal, ao lado da produtiva. Neste
ponto a reacfio assemelha-se muito aquela que é vista na esporo-
tricose, sugerindo que esta fAltima seja de carater alérgico e desta
maneira explicande a dificil demonstracic dos parasitas ao exame
histopatoldgico da lesdo.

Com o antigeno solivel a reacio fol menos destrutiva, afetando
gquandc muito, porcio de anexos. Entretanto, ap6s 8 dias vimos
a formacio de granuloma perianexial, desta maneira sugerindo a
hipersensibilidade como um dos elementos bisicos para o apareci-
mento desta particular manifestacfio morfolégica.

CAPITULO V
RESUMO E CONCLUSGES

Preocupamo-nos, no presente trabalho, em trazer contribuicio
para o melhor conhecimento da prova imuno-alérgica da esporotri-
quina, estudando 2 tipos de antigenos em concentracdes diferentes.
Apds experiéneia preliminares, feitas com Lacaz e Lores (LACAZ
& colab., 1953}, passamos a estudar mais pormenorizadamente dois
antigenos: o primeiro constituido por suspenséo de elementos leve-
duriformes do Sporotrichwm schencki; o segundo, por substincia
antigénica rica em polissacarideo, obtida do mesmo fungo, cultivado
a 37°C em meio de FRANCIS cu em meio de SABOURAUD, extraida
por autoclavagem de suspensfio do Sporofrichwm schencki, variante
leveduriforme, segundo técnica de NORDEN (1951), modificada por
Fava NEtro (1955), para extracfo de polissacarideo de Paracocei-
dicides brasiliensis.
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No prefacio o na introdugdo, procurames justificar o interésse
pratico e tedvico do assunto. Do ponto de vista pritico, desejiva-
mos zaber até gue ponto a prova da esporotriquina tem valor como
método diagndstico. Do ponto de visia doutrindrio, procuramos
trazer contribuiciio para o melhor conhecimento da imuno-alergia
desga micose, principalmente no que se refere & possibilidade da
existéncia da “esporotricose-infeccdo”, o que, uma vez positivado,
viria a coloear a prova da esporotriquina em posicio semelhante
a cutras provas intradérmiecas, usadas em algumas micoses profun-
das, tais como a histoplasmina e a ccecidididina.

Julgamos, apds a revisfo bibliografica, serem necessérios noves
estudos para formar melhor juizo sbbre a reacho.

No Capitulo IL, estudamos os antigenos utilizados. O obtido
por suspensio do Speoretrichum schenchki, na fase leveduriforme,
fol padronizade por méfodo especirolotométirico em 3 concentracbes
distintag; o antigeno polissacaridico, pelo volume de substincia
extraids inicialmente, por acetona e éter e depois por autoclavagem
a 120°C, O extrato, assim obtido, fol diluido a 17100, 1/500 e
1/1.000 e utilzado como antigeno para a reacfio. Nao fizemos
experiéneias com esporotriquina-filtrado, devido &s dificuldades em
padronizar tal antigeno.

E apresentada a técnica da reacdio, a habitnalmente empregada
para reacdes intradérmicas, e o critéric usado para a leitura das
mesmas, semelhante ao proposto pelo “Department of Health, Edu-
cation and Welfare of Public Health Service” (1954) para a histo-
plasmina. Subdividimos os resultados das reagdes positivas em
uma, duas, trés e guatro cruzes, com o fim exclusive de dar ao
leitor uma idéia sObre o grau de positividade das mesmas.

T apresentado o meétode usado no estude da histopatologia da
reacho. Consigtin éle na injecdo doz 2 tipos de antigenos utilizados
(N 2 e P 1) em pacientes portadores de esporotricose e execucio
de biopsias, sempre scb anestesia local, pelo cloreto de etila, em
espaces de tempo variaveis para formar idéla sdbre a segiiéneia
evolutiva da histopatologia do processo.  Os fragmentos de pele fo-
ram fixades em formol a 109, incluides em parafina, cortados,
sendo a coloragho basica a hematoxilina-ecsina. Quando julgado
necessirio, foram coradas léminas por outres processos, HOTCHKISS
Mac Manus (PAS) e cresil-violeta. '

No Quadro IV apresenfamos a maneira como ge distribuiram
os pacientes nos quais fol biopsiada a reaclic ao antigeno N 2, em
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relacdio ao tempo decorrido entre a injecio do antigeno e a retirada
do fragmento de pele: ne Quadro V, os mesmos dades com relacio
ao antigeno P L.

No Capitulo III, expomos os resultados obtidos nos diversos
pacientes, os guais foram distribuidos da seguinte maneira:

A} PORTADORES DE ESPOROTRICOSE, ATUAL OU PREGRESSA

Compreendem 5 grupos, a saber:

1.7 grupo (18 casos) — pacientes portadores de esporotricose
em atividade, nos quais foi feita a reacfio com esporotriquina N 1,
N 2 e N 3 A reacio fol positiva em todos &les (Quadro VI}.
Verificamos malor nimero de reacdes fortemente positivas com o
antigeno N 1 do que com N 2 e N 3, resultado &sse que seria de
se prever. De modo semelhante, houve maior nimero de reacdes
fortemente positivas com N 2 que com N 3.

2.5 grupo (21 casos) — pacientes portadores de esporotricose
em atividade, nos guais foi praticads 2 reagho com esporotriguina
N 2e N 3. A prova foi, como no grupe anterior, positiva em todos
os casos com antipeno N 2; negatfiva em um déles com a esporo-
triguina N 3.

2.2 grupo {26 casos) - pacientes poriadores de esporotricose
em atividade, nos quais foi feita a reacio com esporotriquina N 2.
A reaclio foi positiva em 25 dos 26 individuog estudados. Consi-
derando conjuntamente &stes 3 grupos, isto é, individuos com espo-
rotricose em atividade, nog quais foi praticada a prova da esporo-
triquing com antigeno N 2, verificamos que ela foi positiva em 64
dos 65 pacientes (98,46%).

4. grupo (23 casos) —— pacienies poriadores de esporotricose
em atividade nos gnais foi realizada, além da prova com esporo-
triguina N 2, reacio com antigeno polissaearidico obtido de culturas
do Sporotrichum schencki, por método anterlormente citado. O re-
ferido antigeno fol diluido a 1/100 (P 1), 1/500 (P 2) e 1/1.600
(P 3) e usado em prova intradérmica. Com o antigeno P 1 obti-
vemos 21 provas positivas (91,30%) e duas negativas; com P 2,
19 positivas (82,60%) e 4 negativas e com P 3, 13 provas negativas
e 10 positivas (43,47%). '

59 grupo {b casos) - pacientes nos quais fol feita a esporo-
iriquina apds a cura clinica do processe. O tempo de cura variava
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entre 8 meses e 7 anog. A prova fol positiva nos 5 cases estudados,
com o8 antigenos N 2, P1 e P 2. Com o antigeno P 3 {foi positiva
em 3 casos e negaliva em dois.

B} PORTADORES DE OUTRAS MICOSES

Foram estudados 25 pacientes, 23 com a moléstia em atividade
¢ 2 curados. Em todos, a reaclo fol praticada com os antigenos
NleN2; em 22 déleg, foi feita também com P 1, P 2 e P 3.

A reacio com antigenos N fol positiva num case de Tinea
eorporis {(n.° 73) e num de blastomicose (n.® 78) com N 1 e nega-
tiva com N 2; fol positiva tanto com N 1 como com N 2 em dois
cagos de blastomicose e em doig de Tinea pedis com “ide” (ns. 82
e 87}, (N1-24% e N 2 - 16% de positividade neste grupo). Com
o antigeno P, verificamos as zeguintes reacdes positivag: um caso
reagiu positivamente a P 1 (n.° 79), outre positivamente a P 1 e
P2 (n°87)eumterceiroa P 1, P2eP 3 (n®82). (P1-1363%,
P2-909%eP 3 -4,54% de positividade neste grupo).

) EM PACIENTES DIVERSOS

Foram estudados 58 individuos portadores de afecgbes diversas,
gendo inecluidos, também, alguns normais. A prova fol praticada
em todos com os antigenos N 1 e N 2 e em 54 dog 58 também com
o polissacarideo nas 8 diluicdes anteriormente eitadag,

A relacho com N 1 foi negativa em 49 individuos e positiva
em 9 (15,519%); com N 2 positiva em 5 (8,62%) e negativa em B3,
Com o antigeno P 1 encontramos 5 reacdes posifivas (9,25%) em
b4 feitas; com P 2 guatro positivag (7,40%) e 50 negativas e com
P 3, duas positivag (8,70%) e 52 negativas.

Ainda no mesmo capitule, no item D, descrevemos, de modo
sumério, a macromorfologia da reacdio. As alteragdes locais veri-
ficadas & leitura de 48 a T2 horas foram: eritema, papula, papula
edematosa, tubéreulo, nddulo, vesicula, piastula e fdlcera. A lesdo
elemntar mais fregiientemente observada foi a papula edematosa.
A formaecfio de vesicula, plstula e ulceracio ja as 48-72 horas foi,
com fregiiéneia, observada nas reactes fortemente positivag. O que
verificamos, com relacfo as reacbes tardias & esporotriquina, con-
firma as observagbes de MIzanpa & colzb. (1958).

Reac¢les gerais observamos raramente e quando presentes, de
pequena Intensidade.
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No item E do Capituie III apresentamos os resuliados do estudo
da histopatologia da reaciio. Uma apreciacio global das biopsias
estudadas mostra que 2z reacfo histopatolégica 3 esporotrigquina
passa por fase de proliferacho local, passageira, a qual se acrescenta
posteriormente quadro exsudativo. Segue-se nova reac¢8o produtiva
com o aparecimenio de granuloma. A reacfic ao antigeno N 2 é

mais intensa do que ao P 1.

Dos resultados apresentados concluimos que, dentre os antige-
rnos estudados os maig préprios para uso sio o N 2 e o P 1. O
antigeno N 2 mostrou sensibilidade muite boa (reaclo positiva em
64 dos 65 casos estudados (88,46%); igunal ac N 1, nos casos em
que ambos foram utilizados. Quanto & especificidade, no grupoe de
pacientes com ouiras micoses, com N 1 verificamos 6 reacles posi-
tivas (24%) e com N 2, quatro (16%) e no grupo de pacientes
diversos, com N 1 obtivemos 9 reacbes positivas (16,07%) e com
N 2 einco (9,10%).

No Capitulo IV comentamos os resultados obtidos. Verifica-
mos que 0 uso da esporofriquina em diluicko malor (N 2) que a
anteriormente usada por LACAZ & colab. (1953) proporcionou-nos
resultados semelhantes no que se refere & sensibilidade da reacio
e melhoria da especificidade. Mesmo assim, verificamos a ocorrén-
cia de reacBes, provavelmente de grupo, em paclentes portadores
de outras micoses. Algumag verificacbes feitas em pacientes sem
esporotricose atual ou pregressa e sem outra micose atual, sugerem a
existéncia de “esporotricose-infeccdo”, tal como supfem MACKINNON
& colab. (1958a). O estudo comparative de antigeno preparado a
partiv da fase leveduriforme do Sporotrichum scheneki (N 2) e
polissacarideo extraide do mesmo fungo mostrou nfo existir van-
tagem no emprégo déste altimo antigeno.

Sua sensibilidade foi menor, e também com éle ocorreram, em-
bora em menor nimero, reacdes positivas em outros pacientes, nfo
nortadores -de esporotricose,

O estudo de 5 individuos, que haviam tido esporotricose, mos-
trou que até 7 anos apds a cura podem-se obter reacdes positivas
a esporofriguina.

Do estudo feito, depreendemos que a prova da esporotriguina,
desde gue criteriosamente interpretada, ao lado da elinica, pode se
constituir num recurso de valor como elemento de diagndstico pre-
suntivo, precoce, da esporotricose. Dleverd ser praticada junto com
as culturas. De modo alpum 8ste recurso, indireto, devera ser mais
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valorizado que o igolamenfo do fungo das lesbes. Nao pudemos,
no material estudado, chegar & conclusfio sbbre a época em que a
prova forna-se positiva, assim como nfo nos foi possivel também
estabelecer relacdo nitida entre forma clinica da moléstia, tempo de
duracdo da mesma e grau de positividade da reacio.

O estudo histopatolégico efetuado mostrou reacdo mais intensa
a0 antigeno contendo elementos celulares que ao soluvel. A reagdo
histopatolégica a4 esporotriguina evidenciou certa semelhanca com
a histopatologia da esporotricose, ¢ gue sugere existir nesta um
componente alérgico, gue explicaria a dificuldade em encontrar-se,
4 microscopia, o parasita nas lesfes.

SUMMARY AND CONCLUSIONS

It is the author’s purpose in this paper to help lead to a wider
appreciation of the “imuno-allergy™ SPOROTRICHIN test, by the study
of two types of antigens in various eoncentrations. Following the
preliminary investigation of 1.ACAZ ef al. (1953), the author studied
two antigens in greater detail: the first a suspension of the
yeast-like elements of the Sporotrichiem schencki; the second, an
antigen rich in polysaccharides obtained from the same fungus,
cultured at 37° with the Frawcis and SABOURAUD media, extracted
hy autoclaving s suspension of Sporotrichum schenki, veast like
type according to the technique of NoORDEN (1951) modified by
IFFava NuTto (1855) for the extraction of the polvsaccharides of
Paracoccidioldes brastliensis.

In the preface and intreduction, reasong are given for the belief
that the matter ig an important one in both its theoretical and
practical aspects.

From the praetical point of view it iz necessary to know the
exact validity of the Sporotrichin test as a diagnostic method.
From the theoretical view point it is hoped to lead to a better
understanding of the immuno-allergy of this myecosis, especially that
aspect dealing with the possible existence of an “sporotrichogis in-
fection” which, once proved, would put the Sporotrichin fest in the
same category as the other intradermal tests used for certain deep
mycosis such as histoplasmosis and coccidicidemycosis.

After reviewing the literature of the subject it was felt that
further studies were required to lead to a better evaluation of this
reaction.
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In the second chapter the antigen at present in use are in-
vestigated. That obtained from the suspension of Sworctrichum
schenki in its veast like phase was standardized by spectroscopy
in 8 different concentrations; the polvsaccharide antigen was
extracted from the original substances with acetone and ether and
later by autoclaving at 120°, The extract thus obtained was diluted
10 1/100, 1/500 and 1/1000 and used as the antigen in the reaction.

Tests were not made using filiered Sporotrichin because of
the difficulty of standardizing sach an antipen.

- The technique of the test iz described, it is that normally nsed
for skin tests, and also the criteria emploved in reading the reaction.
These were those proposed by the Department of Health, Bducation
and Welfare of Public Health Service (1954) for histoplasmosis,

Pogitive results were divided info groups one, two, three, or
four to give the reader an idea of the degree of positivity obtained.

The method used to study the histopathology of the reaction
is deseribed. Both types of antigen (N 2 and P 1) are injected
into patients with sporotrichosis and biopsies performed, under
loeal anesthesic. with ethvl chloride at different lengths of time to
give an idea of the sequence of events taking place in the histo-
pathology.  The skin biopsies were fixed in 10% formalin embedded
m paraffin and sectioned 3 to & micra thick, using hematoxylin
and eosin as stain.  When it was thought advisable, sections were
made and stained by other methods, periodic acid-Schiff and cresyl
violet.

Table 1V shows the distribution of patienis, in whom biopsies
were made, of the reaction to aniigen N 2 io the time between the
injection of the antigen and the removal of the gkin fragment; in
Table V the same data are given for antigen P 1.

Chapter Iil sets ocui the resultz obtained in various patients
which were distributed in the following manneyr:

{a) Poatients with sporotvichosis (both active and past cases).
These consisted of five groups, i.e.:

1¢, group (18 cazes) patients with active sporotrichosis who were
tested with sporotrichin N &, N 2 and N 8. A positive reaction
was obtained with all of these (Table VI). A greater number
of strongly posilive reactions was obtained with antigpens N 1
than N 2 or N 28, the result which would be expected. In a
similar manner there were a greater number of strong positive
with N 2 than N 3.
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27 group (21 cases) patients with active sporotrichosis who were
tested with sporotrichin N 2 and N 3.  As in the former group,
the test was positive in every case receiving antigen N 2; one
case receiving N 2 was negative.

ard gproup (26 cases) patients with active sporotrichosis who were
tested with sporotrichin N 2. A positive reaetion was given
by 25 of the 26 cases tested.

Taking the three groups together it can be seen that of those
individuals with active sporotrichosis whe were given the sporo-
trichin tesf, using antigen N 2, 64 out of 65 gave a positive result
(98.46%).

4t group (23 cases) patients with aelive sporotrichosis who as
well as being tested with sporotrichin N 2 were also tested
with the polysaccharide antigen obtained from cultures of
Sporotrichum schenki by the above mentioned method. This
later antigen was diluted to 1/100 (P 1), 1/500 (P 2) and
1/1000 (P 3) and injected intradermally.

With antigen P 1, 21 positive resulis were obfained (91.30%)
and 2 negalive resulis; with P 2, 19 positives (82.6%) and 4
negatives; with P 3, 13 negatives and 10 positives (43.47%).

5t gproup (B cases) patients in whom the sporotrichin fest was
made after a clinical cure of the diseagse. The time elapsed
since the cure varied between 8 months and 7 years. The fest
wag positive in all 5 cases with antigens N 2, P 1 and P. 2.
With antigen P 3 a positive test was obtained in 3 cases and
a negative in 2.

{h) PATIENTS WITH OTHER MYCOSIS

Twenty five patients were studied, 23 with active disease and
2 eured cases. In all of these the test was performed with antigens
N1 and N 2 and in 22 cagses with P 1, P 2 and P 3 in addition.

A positive result wag obtalned with the N antigens in one
cage of Tineq corporis (Nr. 23), in one of blastomycosis with N 1
{but negative with N 2); a positive with both N 1 and N 2 was
given by 2 cases of blastomycosis and 2 of Tinea pedis with “id”
{Nrs. 82, 87), (N 1-24% and N 2 - 16 positives in this group).
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With antigen P the following positive results were obtained:
one case reacted positively to P 1 (Nr. 79) another positively to
Pland P2 (Nr. 87) and a third to P 1, P 2 and P 8 (Nr. 82),

(P1-18.68%, P 2. 9.09% and P 8 - 4.54% positives in
this group.)

{e) MISCELLANEOUS CASES

Fifty eight other cases were studied with various diseases to-
gether with several normal individuals. The fest was done in every
case with antigens N 1 and N 2 and in 54 of the 58 cases with
the polysaccharide antigen, in the three before mentioned dilutions,
as well,

The result with N 1 was negative in 49 cases, and positive
in 9 (15.81%); with N 2, positive in 5 (8.62%) and negative
in 53, 'With the P 1 antigeno, 5 posifive reactions (9.25%) were
obtained in the 54 cases tested; with P 2, 4 positives (7.40%)
and 50 negatives and with P 3, 2 positives (3.70%) and 52 ne-
gatives,

In the same chapter, section D, a summary is given of the
macroscopie changes of the reaction. The local ehanges observed
hetween the 48% and 729 hours were: erythema, papular eruptions,
papule with edema, tubercles, nodules, vesicles, pustules and ulcer-
ation. The basie lesion most frequenily seen was edematous
papule. Vesicles, pustules and uleeration were found as early as
48 - 72 hours in those lesions which were strongly positive. The
author’s findings with regard to the late changes with sporotrichin
confirmed those of MiranDA & colab. (1948).

Generalized reactions were rarely seen and when present were
not of marked “intensity.

In section B of chapter III the histopathology of the lesion is
described.

An overall appreciation of the biopsies taken shows that the
histology with sporotrichin passes from the phase of transient, local
proliferation and later demonstrates the picture of exsudation.
This new productive reaction iz followed by the appearance of
grantlation tissue., The reaction to antigen N 2 is more marked
than that to P L

From these results it can be concluded that, of those antigens
tested, the most satisfactories are N 2 and P 1. Antigen N 2 shows
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itself to be extremely zensitive (positive reactions being obtzined
in 64 cases out of 65 in which both antigens were used).

" With regard to the specificity; in that group of patients with
other mycosis, with N 1, 6 positive reactions were obtained (24%)
‘and with N 2, 4 (16%) and in the group of miscellaneous cages,
with N 1, 9 positive results were seen (16.07%) and with N 2, 5
(9.10%).

In chapter IV coments are made upon the resuits obtained.
1t is shown that the use of sporotrichin in greater dilution (N 2)
than was previously used by Lacaz & colah. (1953), gives
equivalent resuifs in respect to the sensitivity of the reaction and
betler results with regard to the specificity.

However even with this dilation there oceurred some positive
reactions, prebably group reactions, in patients with other mycosis.

Some positive resulls obtained with patients who had neither
active mor past sporotrichosis, nor other active mycosis, suggest
the existence of “sporotrichosis mfection%” as ”VEACKI‘\ENON & colab.
{1953) have suggested.

A comparative study between the anfigen prepared from the
veast like phase of Sporotrichum schenki (N 2) and the polysaccha-
ride extract of the same mould shows that there iz no advantage
in using the latter antigen. Itz sensibility was less and there also
occurred, though less in number, positive reactions in other patients
without sporotrichin, : -

From thig study it can be seen that the Sporotrichin test, criti-
cally interpretated together with the elinical findings, can consti.
tute a valuable armament in the early presumptive diagnosis of
sporetrichosis, '

The test should be carried out together with the making of
cultures. But it should be realized that this indirect test iz not
more important than the isolation of the fungus from the lesions.
No conclusions can be reached, from the material studied, as to
the time at which the test becomes positive nor was it possible o
establish a clear relafionship of the clinical manifestation or dura-
tion of the disease with the degree of positive reaction obtained.

Histological studies showed a greater tissue reaction fo an
antigen containing cellular elements to that of one entirvely in
solution. The histological reaction &f sporotrichin shows a certain
similarity to that of sporotrichosis which suggests that there exists
in thig laiter an allergic component, which would explain the
difficulty in finding, microscopically, the parasite in the lesions.



PROTOCOILOS
A — PACIENTES COM ESPOROTRICOSE,

ATUAL OU

PREGRESSA =

\ i :
N5 i INICIAIS TEMPO DE FORMA CLiNICA RESULTADO OBSERVACOES

i DOENCA

1 I A M.S. 3 semanas Cutanea localizada, ulcerosa N 1 — Positiva (-4} Acs 13 ‘dias, induragio &
i N 2 — Positiva (4-3) mm N 1eXN2
N3 Positiva (4 Auséneia de induragho N 3
i

""" | : - . _

2! 8 M.N i 1 ano | Cutfinea locallzada, verrdeosa N 1 — Positiva (L. f--4+) Trés anos ¢ meio apds, fol
: N 2 - Posifiva (413 repetida a reagdo com o
N 3 — Positiva (4-4.) segiainte resuitado:
: - N 2 — Positiva (L.}
! P 1 — Positlva (4+4+4)
\ P 2 — Positiva (1)
| ; P 3 — Positiva (4}
- - e : _ . . - -

3 C.L.B 1 més CutAnea Hafatica N 1 — Posifiva (]} Aos 7 dias induragbes de
N 2 — Positiva {4} 12,10 e Tmmem N1, N 2
N 3 — Positiva (4} e N 3 respectivamente
! - R T

41D.5 1 més Cuténea linfatica N 1 — Positiva {4443 Teve reagho geral
! N 2 — Positiva (1) Aps 1% dias induaragtes, ul-
N 3 - Posiliva {44 ceradas, de 8,8 e 6 mm em
i N1, N 2e N 3 respectiva-
! mente

5| N.L.F, 4 meses Cuténea localizada, verrucosa | N 1 —- Positiva o) Aos 10 dias induragdos de
| N 2 — Positiva (4.4 19,10 e 9 mmem N i, N2,
N3 — ()

Positiva

N 3; os doig primeiros ul-

i cerados :

(*; N4 designaghes das formas clilifeas segiimos a classifieacho proposta por Samparo & eclab. (1954),
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INICIAIS

TEMPO DE

RESULTADO

OBSERVAQOES

| DOENCA FORMA CLEN;CA
T a
6| V.B. 8 meses Cuténea localizada, ulcercsa N 1 — Positiva (4 4-4) § Acs T dias induragbes 18
| N 2 — Positiva (+4) mm nas 3 reaghes
: N 8§ — Positiva (3-)
I
i _
TIAB, 6 anos Cutidnea localizada, ulcerosa N 1 — Positiva (-4 Aos 7 dgias induracbes de
i N 2 - Positiva (}.) 10, 16 e 8 mm em: N i, N 2
[ N 3 — Positiva (4.) ¢ N3; os dois primeiros
i com pistula central
i
g -
8] C.D. 2 meses Cutédnea localizada, flcero- N 1 — Positiva {4444 Aps 22 dias induragfes de
i -vegetante N 2 - Positiva (1) 5,3e3mmem N 1, N2
{ N 3 — Positiva {4} e N 3
i {
|
9] ARBL 1 més ¢ meio Cuténea linfatica N 1 — Positiva {4}
i N 2 — Positiva (..} —_—
H N 3 - Positiva (})
_____ !
|
0] X.G i més e melo Cutdnes linfatica N 1 — Positiva (4444
| N 2 — Positiva {4+
! N 8 - Positiva (1)
o
!
11 | T.J.8. 1 més e melo Cutanen linfitica N I — Positiva {4-+4+-+) | Aos 18 dias, induragdes de
| N 2 — Positiva {4-p4 1) 3 mm nas frés reagdes
| N 3 — Positiva ()
E .
|
i2 | 5.5.B 2 meses Cutinea localizada, Ulcerc- N 1 - Positiva (L4442
! ‘ -vegetante N 2 — Pesitiva (4144 —
| N 3 — Positiva (- 4++)

G
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13 i O.G.D. 8 meses Cuténes loealizada, verrucosa N I — Positiva (44-1-1) ; Acs 31 dias, induragdes de
i N 2 — Positiva (4.) { 5 mum nas 3 reagbes.
i N 3 — Positiva (1) ! N 3 — dificil de se avaliar
E
i4 i JF.M 2 meses Cutanea localizada, verrucosa N 1 — Positiva (4-4) N 3 - diffcil de se avaliar.
i N 2 — Positiva {4} Papula de 0,5 mm
! N 3 — Positiva (3.}
S R ; L -
i
15 | JLF 1 més ¢ meio Cuténea localizada, ulcerosa N I — Positiva (44> Doente de blastomicose.
! N 2 — Positiva (4} Curado ha 5 anos
N 3 — Posifiva (4
i
61 J 8. R.A, 1 més Cuténea localizada, acneifor- N 1 — Positiva (-3
me N 2 — Positiva (4ffde) R
N 3 — Positiva (+43)
17 | N.C.A. 3 meses Cuténea localizada, vegetan- N 1 -~ Positiva (4.4 Trés meses apés a cura fo-
te-verrucosa N 2 — Positiva (4> ram repetidas as reacles;
N & — Positiva (4 N 2 — Positiva (44
P 1 - Positiva (43
P 2 — Positiva (449
P 3 — Positiva (4-4)
E
18| ASS 5 semanas Cutdnea linfatica N 1 — Positiva {4 .1}
i N 2 — Positiva (44 e
i N 3 — Positive (4}
I - 1
19 ) A.M. 2 meses Cutidnes linfitica N 2 — Positiva (4--4) Aos T dias, induracgio, ul-
N 3 — Positiva (4} cerada de 9 mm, em N 2
e N 3
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[N ; TEMPO DE . N
INTICIAIS DOENCA FORMA CLINICA RESULTADO OBSERVACOES
] = AR = - Sl T J ----------- -
M.T, 2 meses Cutanea Hnfatica N 2 — Posifiva () I
: ' N'3 — Positiva {3 -
| G. M. 1 més e meic Cutanea linfatica N 2 — Positiva (-0
’ N 3 - Positiva {443
22 I C.F.O. 1 ano Cutanea linfatica N 2 — Positiva (1 p+i) | o
| N 3 — Positiva (43447
i e A
{H.V.B. 3 meses Cutfinea linfatica N 2 - Positiva (4.} Apés B meses:
N 3 -— Positiva (4.) N2 (i)
P 1 — Positiva (442
| - P2 — Positiva (44
P 3-— NEGATIVA
- o - - N |
ARG, 1 més e melo ' Cutanen Hnfatica N 2 — Positiva (44> r -
N 3 — Positiva {4 |-}
L.HP. 4 meses Cutanea locaiizada ¥ 2 — Positiva (1) ‘
: N 8 -— Negativa i
28 ié: J.48.C. 1 ano e 4 meses | Cuitdnea localizada, tlcerosa % N2 _Pos-itiva (i) 1 o
' ] : . ' . . i N 3 — Positiva ()
I




M.L.C.P. 2 meses Cutinea linfatica N 2 — Pesitiva (L) Repetida apdés § meses
] N 3 - Positiva (4.} ' {paciente curada)

| N 2 — Positiva (44
P 1 - Positiva (44}
P 2 — Positiva [

P 3 - NEGATIVA

" F.P.L, 1 més e meio Cufénea iinfatica N 2 — Positiva ([}
N 3 — Posifiva (|44
A CR. 3 meses Cutlnes linfatica N 2 - Positiva (L) L
i ' N 3 — Positiva (}--)
B.R.8. 3 semanasg Cuténea linfatica N & - Positiva (413
; ) N 3 — Positiva (1.1
| AJM. Recidiva de caso | Cutfnes linfafica N 2 — Positiva (4 1)
i : fratade 1 ano an- N 3 — Positiva (4 —
fes com Glueantime
,,,,, t \
C.L.B. 1 més e mein Cutanea localizada, cero- N 2 — Positiva (-4} Aos 8 dias, induracbes de
-vegetanie N 3 - Positiva (.3 5 ¢ 8§ mm respectivamente
iem N 2 e N3
| E.R, 2 meses Cutanea linfatica N 2 — Posifiva (p4+3)
N 3 — Positiva (4-+-+) .
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N7 | INICTAIS TEMEO DF FORMA CLINICA RESULTADO OBSERVACOES
CA
34 D.P, 26 dias Cuténea linfatica i N2 — Posifiva ()
N 3 — Positiva (4.}
P 1 — Positiva (44-+4-) —
P 2 — Positiva (-}}
P 3 — Positiva () !
!
S
35 | B.B.N. 2 meses Cutanea linfatica N 2 — Positiva (4-+-+) .
i N 3 — Positiva (.t 1) —
36 3 M.O.AN, 1 més e meio Cutfnea Iinfatica N 2 — Pogitiva (4-4) i Aos 9 dias, nodulos de 1
! N 3 — Positiva (L4 mmem N 2e N3
i
37| W.M 2 meses Cutanea localizada, ulcercsa N 2 — Positiva {4
| N 2 — Positiva (4.5
— ] -
a8 | P.P. Ignorado Cutdnea linfatica N 2 — Positiva {4
N 3 — Positiva {4} T
|
39 | B.A. 1 més Cutdnea linfatica N 2 — Positiva (L)
P 1 — Positiva (1)
P2 — NEGATIVA
P 3— NEGATIVA
, | B
4 | O.B.F. 8 meses Cuténea localizada, verrucosa. ~ Positiva (44-f-f) Acs 8 dias, induragfo de

Forma minimal

2
1 — Posifiva (+4+1)
2 — Positiva (444

3 — Positiva ()

10 mm, em N 2,
Manchs hipererdmica, re-

sidual nas demais

9
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41 | 8.2, 3 meses Cutédnes linféatica N 2 — Pogitiva (4-2£-4) —
!
5 | ! i . T
42 | R.P.S. i 3 meses Cufdnea linfatica N 2 - Positiva (4-4) —
43 ] M.A.P. 5 1 mes e meio Cutédnea localizada, ulcerosa N 2 — Positiva (4 s
i i R T
| ] i i
44 | R.P.M. {2 meses . Cutanea Jinfatica N 2 - Posgitiva (& 4f4) B
i i | N
45 | M.D.T.B 1 més Cuténea linfatica N 2 — Positiva {1) Papulas  perceptiveis s0-
P 1 — Positiva (44 mente ac tato
P 2 — Positiva (444
‘ P 3 — Positiva ¢4
! L S S _
46 | A.O.8 3 meses | Cuténea linfatica N 2 — Positiva (4t
P 1 - Posiliva (4443 o
E P 2 — Positiva (444)
i P 3 — Positiva (444 i
! ! ‘
47 1 AM.G.T 1 anc e 2 meses | Cutdnea Hnfatica N 2 — NEGATIVA Repetida apés 2 meses,
P 1 — NEGATIVA com antigeno de oulra par-
t P 2 -~ NEGATIVA tida, inclusive N 1.
f i P32 NEGATIVA Novarnente NEGATIVA
] vt s
48 | H.G.P. 1 més ’ Cuténea localizada, verrucosa N 2 — Positiva (1)
; P 1 — Positiva ()
| P 2 — Positiva (1) T
| P 3 — NEGATIVA
H

'THINDINLOYOISH vad vaOYud

SI0ETALROD

QUILLSE OHS vdvd 0¥

&9



TEMPQO DE

N, ‘ INICIALS DOENCA F.ORMA CLINICA RESULTADRO i OBSERVACOES
49 1 X T 4 meses Cutinea logalizada, furune N 2 — Posidiva (443
culdide P 1 — Positiva (4ebJ-+) o
P 2 - Positiva (4.1}
! P 3. NEGATIVA
____________ 5 ;
|
58 1 L.B. 1 més e meio Cutanea linfatica N 2 - Positiva (1}
P 1 — NEGATIVA o
P 2 — NEGATIVA |
i P 3- NEGATIVA
i i .
I s , -
51 | N.G. 6 meses : Cuténea localizada, verrucosa N 2 - Positiva (4 +4+4)
E P 1 - Pogitiva (. +) -
} j P 2 — Positiva (4--)
[ : E P 3 — NEGATIVA
i B H !
H ] i H
[ | -
52 | J.G.G 3 2 meses e meio Cuténea linfatica N 2 — Positiva (41
3! i i P 1 - Positiva (.} ) -
! P 2 — Positiva (44
] ! P 3 - NEGATIVA
B R
53 I D.C.S. 3 semanas Cuténea linfaiica N 2 — Positive (-1}
| P 1 — Positiva (4 f-4)
I P 2 — Positiva (L) o
i P 3 - Positiva (4
I
| - - -
84 | J.M. I més e meio Cutanen linfitica N 2 — Positiva (4|4}
i P 1 — Positiva (4} -
i P 2 — Positiva (L)
| P 3

— Pogitiva (4-4)
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55

J.5. M. 1 més e meio Cutanea linfatica N 2 — Positiva (443
P 1 — Positiva (-1} -
P 2 — Positiva (414}
P 3 — Positiva (.4
!
56 | E.ALJ. - § meses Cutanea localizads, Ulcercsa N 2 — Positiva ()
P i — Positiva (.1-b) L
P 2 - Positiva (44
¥ 3 — NEGATIVA
57 { I.J.R, 1 més Cutanea localizada, verrucoss N 2 - Positiva (443
P 1 — Positiva () L
P 2 - Positiva (1)
P 3 — Positiva (4)
58 : J.C.G. 4 meses Cuténea disseminada N 2 — Positiva (4444
P 1 - Positiva (444 L
P 2 — Positiva (-})
P 3 — Positiva ()
| HIF 3 meses Cutdnea localizada, tilcerc- M 2 — Positiva (1)
i -vegetante P 1 — Positive (44
F P 2 — Positiva ¢4y T
i P 3 - NEGATIVA
E .
60 | J.C.L 2 anos Cutanea linfatics N 2 — Positiva, (-
| P I — Positiva (L 43
‘E P 2 — Positiva (413 R
I P 3. — NEGATIVA
B
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T —
N O

INICIAIS

!

TEMPO DE
DOENCA

FORMA. CLINICA

RESULTADO

OBSERVACOES

3 meses

Cutanea localizada, dlcero-
1 -vegetante

2%
[

— Pogitiva (.-
— Pogitiva, (4

Nt st

4 meses

Cutéanea localizada, Gleers-
-vegetante

ret R
0 1O b 20

- Fogitiva {4.4-)
-— Positiva {+4)
— Pogitiva (L)
— NEGATIVA

2 meses

Cutanea localizada, tlcero-
-vegetante

iy B B
GO BD e b

e Pogitiva (oo
-— Pogitiva (+4+.4
— Positiva, (44>
— Positiva ()

64[

A L.P.M.

1 més

Cutéanea linfiatica

W
LR ORI

— Pasitiva {1
— Positiva {-+-&)
— NEGATIVA

NEGATIVA

1 més e meio

Cuiénes infética

dmuE
W RD kb

- Paositiva (44}

Positiva (444

— Posifiva (.-}

NEGATIVA

Teve esporotricose
ia 7 anos

2y I e R R
GO BI 2 BT ek

— Positiva (4443
— Pogitiva (L)
— Positiva (4L}
-- Positiva (-4-p--)
— Positiva ()

b
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B — PACIENTES PORTADORES DE MICOSES DIVERSAS

YNINDIYICHCHSE vE YAO0uG

i

E — _—
NP INICIALS MICOSE RESULTADO ¥ OBRSERVACOES
= =
67T | AP.B Blastomicose NILN2PLP2eP 3 — NEGATIVAS -
]
|
88 | S.AA Blastomivose NINZLPLP2eP 3 — NEGATIVAS R
e ~
|
69 | A.B.B Maduromicose NILN2PLP2ZeP 3 — NEGATIVAS e
|
S S — | I
70 ] M. M.J Cromomicose NI,N2P1LP2e?P 3 — NEGATIVAS s
t
i . e —
i J.M8 Blastomicose N 1 -— Positiva .
| N 2 — NEGATIVA
72 1 J.d. Cromomiense NleN2-— NEGATIVAS et
|
§ -
73 | M.H.F.P, Tinea glubrose corporis N 1 -— Positiva (4}
] N 2 — NEGATIVA —
i —
|
741 0.8.C Biastomicose NILN22ZPLP2eP 2 -~ NEGATIVAS e
15 ] C.8.8 Tinea capilis NILNZ2ZPILP2e?P 3 NEGATIVAS e
i
! 1
76 1 0.C.0. Actinomicose NILN2PLP2eP’ — NEGATIVAS | P

HINOD

89
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= e | .
NOo | INICTAIS j MICOSE OBSERVACOES 19
H
H 1 i
‘ Biastomicose . P
I - ! R
i ) i et |
| Blastomicose I N 1 — Fuositiva (4 5
! INL P L P2eP 38— NEGATIVAS ; -
. l - R - S e . S . ;{
T8I M8 Blastomicose i N1 — Positiva (443 : s
\ ¢ N2 — Pogifiva (i) b
1 | P 1 — Positiva (-} o o
| ‘ P2eP3 - NEGATIVAS J g
R S L — et e
80 D.C.8 Blagtomicose INLN2ZLPLP2ZeP3 — NEGATIVAS | —_— E
! z i o
81 i B.A, \ lagtomicose ‘ NI, NZLPLP2eP 3 — NEGATIVAS ‘ — S
\ | ! : g
T y - BE
82 [ R.A | Tinea pedis | N 1 - Positiva {{4--}-4- Apreserntava-se, guando
[ i N 2 — Positiva (4-+-4-+4) foram feitas as reagdes, 555
| { P 1 — Positiva (f-t) | com lesbes de “ides” g
f P 2 o Positiva (fopfob) | has maos. o
i | P 3 — Positiva (£ [-) f
| f
j - - e o B . e _
83 | J.F.B Blastomicose e Cislicercose N 1 — Posifiva (] 443
| N 9 — Positiva (i) —
[ |P1, P2eP 3 - NEGATIVAS I
[ - i
—= i R R e
84 {1 AN, Bilaslomicose ’ N1, N2PLP2eP3 — NEGATIVAS E—
i ; e e IR I




Blastomicose

!
8 | B.E.8 NILN2 P P2e¢eP 33— NEGATIVAS —
!
i
86 @ T.8 Tinea ylabrosa corporis N1, N2 P11 P2eP 3 — NEGATIVAS e
I
|
g1 0.C.8 Tinea pedis N 1 - Positiva (4.4 Apresentava-se, guando
| N 2 - Positiva (&) foram feitas as reacdes,
! P 1 — Positiva (-} com lesGes de “ide” nag
| P 2 -— Positiva ({4 maos.
i P 3 — NEGATIVA
I
88 | JLAM Bilastomieose N1 N2 P1LP2eP 3 NEGATIVAS —
|
83 F.N.L Pityriasis versicolor NI N2ZPLPZel3. - NEGATIVAS | Convalescentes de fé-
! tano
1
4G M.C.C Moniliase NIL,NZ2P1,P2eP 3 — NEGATIVAS | Clnicamente curada
[
S E
91 | M.L.L, Meniliase NILN2PI1LP2eP 3 NEGATIVAS | Clnicamente curada
! f
¢ — PACIENTES DIVERSOS
,............._w..l wwwwwww T A et s
No ‘ INICTAIS i AFECCAD RESULTALO OBSEFRVACOES

i
i
|
I

Hsquistossomose mansdnica, forma hépa-
to~esplénica

NILN2ZPLP2ZeP3 — NEGATIVAS

OUALSE OIS VEVd O¥SIASININGD
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NF INICIAIS AFRCCAQ ! RESULTADO OBSERVAQOES .
777777777777 | S R -
93 O.B.D Foliculite do couro cabeludo NI, N2 PL,P2ecP 3 NEGATIVAS f—
S S
N - ‘
94 | E.F.B. i Carcinoma da Imio NLN2PILP2eP 3 — NEGATIVAS —
|
8 1.C.8 Tubercnlose verrucosa (N leN2-— NEGATIVAS i R
_._L,,!...m,..” : - R
6 | M.J.A i Piodermite (Stephylococeus pyogenes, var. [N 1e N 2 — NEGATIVAS [
| aurens) i
! o o | _——
|
g7 f 8.8 Qsteomislite N1le N2 - NEGATIVAS e
% e e e e _ _ .
| i
298 I R.M.AP. Britema indurado de Bazin I NlelNZ2-— NEGATIVAS —ne
e N I S -
E
89 | N.M.S Piodermife vegetante NiIiN2P1L,P2eP 3 — NEGATIVAS s
T (S S S . e
ico | J.J.T. Hsguistossomose mansdnicn, forma hépa- (N1, N2, P 1, P 2e P 3 — NEGATIVAS R
| to-gsplénica 1
| a
161 1 AF.D. Sindrome de hipertensfic porta NILNZPLP2eP 3 — NEGATIVAS P
| i
% Y N e e
102 | P.J.M. i Lepra tuberculéide NI, N2 PLP2eP 3 — NEGATIVAS —_—
| |
i
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!
103 ] M.R.T Sindrome de hipertensfo porta N1IL,N2PLP2e?P 3 — NEGATIVAS B
. :
104 S D8 Bsguistossomose mansénica, forma hépa~ NILN2ZPLP2eP3 — NEGATIVAS ——
! to~esnlénies
.l
|
165 1 O.A.O. Haguistossomose mansdnica, forma hépa- N1, N2 PLP2eP 3 — NEGATIVAS e
] to-espiénica :
I
106 | M.H.M Furtunculose N1, N2 P1,P2eP3— NEGATIVAS ——
I
f
107 | W.B.S. Esguistossomose mansonica, forma hépa- NILN2PLP2eP 3 — NEGATIVAS —_—
i to-esplénica |
! i
[ -
108 | E.L. Esquistossomose mansonica, forma hépa- NiLN2ZPLP2ZeP3 — NEGATIVAS —
| to-esplénica
f |
168 i N.5.0. Esquistossomose mansdnica, forma hépa- | N 1L, N 2, P 1, P2 e P 3 — NEGATIVAS —
i to-espiénica :
]
} 7
110 ¢ 5.8, 3 Moléstia de Chagas, forma crénica NI NZPLP2eP 3 — NEGATIVAS —
| ¢
111 ‘ K.A, Reticulo-endotelinse NI1NZLPLP2eP 3 - NEGATIVAS s
.
112 3 J. .8 Tubergulose ganglionar NLN2PLP2eP3 — NEGATIVAS e
[ i
!
113 ] JLAPF. Alopecia areqla NILNZ2PLP2eP3— NEGATIVAS e
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E 1
NP | INICIAIS AFECCQAO RESULTADO | OBSERVAQOES
| ........ L T— e - ] 3
114 | M.E.B. Uleera inespeeifica da perna NI, N2,PI1,P2¢P 3. NEGATIVAS i e
e S ]
[
il | D.M Fsoriase NI, N2PL,P2c¢cP3— NEGATIVAS B
L. B B . .
|
116 | A.C. E Lues terciaria Ni, N2,P1,P2eP 3 NEGATIVAS B —
i
' S et s e S
117 f C. M. Tuberculose ganglionar | NI, N2 PL,P2eP 3 — NEGATIVAS e
! !
‘[ O SO _— e
118 | D.5 Sem diagnédstice INIL,N2,P1,P2¢P 3 — NEGATIVAS e
[ H
|
e p—— . S S
i1 { J.H.B Leishmaniose NI, N2 PLP2eP 3 — NEGATIVAS ——
i I U N R
! |
120 | R.B. Eritema nodoso NI N2PILP2eP 3 — NEGATIVAS —
L L R |
. e e e e -
121 W.A Parotidite e pancreatite de etiologia nfo NI, N2 P} P2eP3— NEGATIVAS ¥ e
apuradas |
t .
- - S S e
122 | C.P.P Névus linear verrucoso N1, N2 PL P2el3 — NEGATIVAS E e
] |
|
23 P ALS. l Kezema NI NZPLP2eP 3 — NEGATIVAS [ e
| o ~ i | I
l i
124 | R.M.C i Eczema NILN2P1LP2eP3 - NEGATIVAS e
| %
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A
125 | AR,

| Blefarite N1—Po V& €43 ——
i N2 P, P 3 — NEGATIVAS
e ‘ s - - — s o
126 | D.M.R, Leishmaniose tegumentar N I -— Positiva (-}
N2 PLP2e¢P § .. NEGATIVAS
S
17 I1.B.8, Foliculite do couro cabeluds NI, N2 P11, P2e?3— NEGATIVAS —_—
[
I e
128 | J.N.3, Tuberculose cuténesn, uicerosa NI, N2 P1, P2eP3— NEGATIVAS —_—
!
- - - ‘B
129 | N.A.8, Lelshimaniose tegumentar Ni N2, PLP2ZeP3— NEGATIVAS ; e
|
| i
13 JB.R Liguen plano generalizado N 1 - Positiva {4}
| N2 PIL, P2eP 3. NEGATIVAS
131 | G.J.P i Paquidermia plicafurata com paguipe- NI, N2 PLP2eP3— NEGATIVAS B
' riostoses
i
— B i L e |
132 1 BAF } Tezema NI NZPILP2eP3— NEGATIVAS | o
133 | G.7.0 l Foliculite da pele glabra N 1 - Positiva ()
| N2 PL P 2eP 3 — NEGATIVAS
134 | A AM.S ' NILNZ2PI1LP2eP 8. . NEGATIVAS e

Malaria (Plasmodium vivaxr}
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— _ e —grrrermerer]

N 1eN?2— Positiva (.4}
P11 2 e

e
. P 2 P 3 — NEGATIVAS

i
NP ; INICIAIS i AFECCAO RESULTADO OBSERVACOES
putastes E — = g ST — —
13 | F.B.L ; Hsguistossomose mansoénica mais herpes N 1L, N2, P 1, P 2e¢ P 3 — NEGATIVAS _
! i moster
B J
!
136 1 T.S.M. : Lelshmaniose tegumentar N 1 — Positiva {1
lﬁ ! N2 PL,P2eP 3 — NEGATIVAS
| P _ - T
137 UM.8. . Leishmaniose tegumentar N1, N2ZeP 3 — NEGATIVAS |
] i PleP 2 - Posifiva (4)
i _ B L
{ i
i3 | R.P.S ] Ulcers inespecifica NleXN32 (44
i P11 P2eP3-— NEGATIVAS o
[ L - _ . . f
; !
139 ] M.B | Sem diagnodstico Ni,N2,PI1,P2e¢eP 3 — NEGATIVAS e
| o ] _
140 ' L.M. J Sem diagnostice LN I, N2, P, P2eP 3 — NEGATIVAS ]
— W‘F ................. i! . e
i R.M.C | Normal N1leN2-— Posifiva (441 | 8z esporotriguina com
! J P 1 — Positiva (}-1-) antigeno equivalente e
! : P 2 — Posiliva {J-4 N I, em 1951, com re-
| | P 3 -— Positiva (}.} | sultade negativo
E - i
‘ 7 !
142 ) 1.G. I Deenca de Hodgkin NIL, N2 PILP2eP3 — NEGATIVAS { ——
i |
1 e - §
143 | C.8. | Blefarile ;
|

-
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|
144 | H.8.V.

Normal NieN2— Positiva (4duful) I
P 1 - Positiva (4 44-p)
P 2 — Positiva (4.1} E
P 3 — Positiva (.40
| |
145§ J.MLS. Erisipela NILN2P1LP2e? 3 — NEGATIVAS 3
l
148 | B.P. {4sto sebaceo nfetado NIL,N2ZLPLP2eP 3 — NEGATIVAS ;
T
47 | V.8 V. Normal N 2 — Positiva (4443
P 1 -~ Positiva (-p-i)
P2ZeP 3 — NEGATIVAS
f .
E
48 | A.F. Carcinoma baso-celular da asa do nariz | N 1 e N 2 — Positiva (444> i
E P 1 — Positiva (i j-f)
1 P 2 — Positiva {4}
| P 3 - Positiva (4)
N . _
145 | P.L.C Tuberculose ganglionay NI, N2,PIL,P2eP 3 — NEGATIVAS
| :

ST
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0 FEIJAO COMUM

Taxinomia, morfologia, histologia, parasitologia,
microbiologia, composicio quimica e usos

J. B. FERRAZ DE MENEzES JUNIOR (%)

Sinonimia cilentifica — Phaseolus vulgaris L. (Leguminosae-
-Papilionaceae). O feijdo & conhecido, em diferentes
paises, com os nomes seguinfes: Harieof (Franga) —
Common Beon (Estadog Unidos) — Fagiulo (Itdlia) —
French-bean (Inglaterrs) — Bohine (Alemanha) —— Po-
roto, Frijol, Caraotas e Judic (Hspanha).

Planta anual, origindria do Peru. Segundo VARGAS Saco
11954), testemunhos fitomorficog evidenciam gue esta espéeie fol
domesticada em época pré-ineaica, tendo sido amplamente cultivada
durante o grande Império dos Incas e conhecida como quichua de
pwruto. Posteriormente se disseminou em outras regides da Amé-
rica e, logo apds o descobrimento déste continente, foi introduzido
na Europa, talvez em 1540, e depois na Asia, para adquirir, desde
entdo, grande importdncia na alimentacfo popular.

O género Phaseolus compreends umas 200 egpéeieg tropicais e
subtropicais, com intGmeras varviedades consideradas origindrias da
Agia e da América Meridional

O térmo “Feijao”, no sentido lato, abrange as sementes de
varias leguminosas, como: feijo guandu, feijdo soja, feijdo fava,
e, no sentido restrito, é aplcado ao feijio comum ou vulgar, da
espécie Phaseolus vulgaris L.

Enire as leguminosas cultivadas, os feiides, representados pelos
diferentes géneros, espéeies e incontiveis variedades, constituem,
por seu intenso uso, & base da alimentacfo azotada do sertanejo,
do trabalhador rural e da classe pobre, que substituem a carne pelo

(*) Quimico do Institutc Adolfo Lutz.
Recebido para publicacio em 3 de maio ds 1980,
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feijdo, e, como um complemento da alimentacdo variada estd, dia-
riamente 4 mesa do rico, como fonte de proteinag, de carboidratos
e de sais minerais, de elevado valor dietético e nuiritivo.

O feijao, como a batatinha, & mandioca, o miltho, 0 amendoim
e muitas sutras plantas cultivadas, constitui vma contribuicfio das
Américas & agricultura mundial

TAXINOMIA — De acbrdo com HEugler. a classificacio do
feijdo é = seguinte:

Divisdo .......... veeenienaenne... Fanerbgamas
Subdivisio ..... e et Angiospermas
Cla88e ottt i e i s Dicotiledéneas
Ordem . ooe i i e e Rosales
Familia ..o, Leguminosas
Subfamilia .............. ... ... ... Papilioniceas
B« . Fasedleas
GBIBYO vt v i i it iy Phaseolus
Egpéeie ... oL vulgaris

Nimero somatico (dipléide) : 2n = 22 cromossomos.

VARIEDADES - Q ndmerc de variedades de feijfo da espécie
Phaseolus vulgaris 1. é muifo grande, elevando-gze a muitas cente-
nag, tendo-se em conta as diversas variedades e formas tiplcas de
paises em que esta preciosa leguminosa é cultivada, quer seja dos
grupos de feijdes trepadores ou andes, guer seja dos com perga-

minho ou sem éle.

Diferentes tipos de feijfes, de edres e formatos os mais diver-
s0s, s80 encontrados no mercado, porém nem fodos pertencem a
espéeie P. vulgaris e sim a espécies e géneros diversos.

TerENA G. (1945) refere-se as seguintes espécies do género
Phoseolus, origindrias da Asia e de regides fropicais e subtropicais
da América do Bul: Phaseolus vulgaris 1.; P, maltiflorus Willd,;
E. compressus D. C.; P. saponeceus Savi; P. oblongus Savi; P.
paltar Molina; P. mungo L.; P. radictus 1.; P. vexiligtus 1.; P.
ceonitifolius Jacq. e P. max L.

WintoN & WINTON (1935) citam os sestudos de Martens
{1869}, sdbre 123 variedades digtintas, agrupadas nas 7 racas ou
subespéeies seguintes: P. vulguris Savi, P. compressus Savi, P.
gonospermus Savi, P. carinalus Martens, P. oblongus Savi, P.
ellipticus e P. sphaericus Martens,
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No Pern, sfo cultivadas, para a obtenclo de vagens e de grios
gecos, as variedades seguintes: Mont d'Or, Reaufiful, Sin Rival,
Manteca Henderson, Belgica Argel, Saint Fiacre, Balin de Vigénano,
Lima.

Na Argentina, cultivam-se as seguintes variedades: Baolin
Regina, Bolin de Albenga, Gigenie de Prouga, Burlotto, Balin
Milanés, Cordobés, Swint Fucre, Algurrebefio, Phenoméne, White
Creaseback.

Nos Estados Unidos, conforme estatuem ALLARD & ZAUMEYER
{1944), dentre as numerosas variedades existentes da espéeie P, vul-
garts L., s8o cultivadas as seguintes: Alebama, Cutshort, Low
Champion, Ideal Moarket, Kentucky Wonder, Logan Giant, White
Cornfield, Red Mexican, Idaho Refugee, Boston Yellow Eye, Red
Kidney e outras.

No Brasil, as variedades mais cullivadas sfo as dos feijdes
Mulatinho e Préto, sendo a primeira mais preferida em Sdo Paulo,
Minas Gerais e Goids e, a segundsa, no Rio Grande do Sul, Bahia e
Guanabara. LoBBE (1942) submeteu & cultars experimental, no
Campo de SBementes de S&o Simfo, no Estado de S&o Paulo, 84
variedades diversas de feijho, origindrias do pais e do estrangeiro,
com o fim de determinar as variedades que >ferecessem condicfes
econdmicas de grande producho, precocidade, mualidades de conser-
vacdo e resisténcia ds moléstiazs e pragas, concluindo gue as varie-
dades Mulatinhe e Préto ofereciam vantagem especial na cultura,
além da grande aceitaco pelo mereado. Afora estas duas varie-
dades do grupo dos feijfes andes ou de arrancar, outras sfo plan-
tadas, em menor escala: Branco, Catiara, Bico de Ouro, Chum-
binho, Cavalo, Enx6fre, Manteiga, Mangald, Fradinho, Praia, Tepari,
Macasgsd, Quebradeira e outras.

Segundo PIMENTEL (1948), no Rio Grande do Sul, muitas sfo
as variedades cultivadas e, tAo fixas, que podem ser eonsideradas
racas. Entre elas destacam-se as seguintes: Feijdo Tupi e Feijdo
Branco, P. vulgeris L., subespécie compressus D. C.; Feijdo da
Praia, P. vulgaris, L., subespéeie oblongus Savi. Dessas subes-
pécies hd mullas racas, como: Carioca (ellipticus), Carioquinha
{ecompressus), Ervilha, Enxéfre, ete. Eniretanto, sfo preferidas
a8 variedades de Feijao Préto, por serem mais nputritivas e de me-
thor sabor, nio deixando de ser apreciados os feijbes de cbr: Tupi,

Pardacento, Unicolor e o Carioguinha, variedade de vermelho e préto.
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A Bbtlaa de Cereais de Sfo Panlo, drgio téenico e consultivo
do poder publico, classifica os feijfes em grupos de variedades,
oMo segue:

“1.2 grupo: Variedades ands ou de pequenc porte, que se ca-
racterizam pela vegetacho e pelos grios pequsencs, de massa come
pacta e consigténels dura; sfo de duas safrag, da séea e das &guas,
com arrancamento total da planta.

S&Ho désse grupo os feijbes: Chumbinho, Opaco e Lustroso;
Choeolate, também, chamado Cara Suja; Muatinho Claro ¢ Bar-
reado; Bico de QOuro, Ourinke, também chamado Lambe-Beico;
Roxinho, Rosinhsa, Candrio, Pretinho, conhecido fambém por Feijoa-
da, Santa Qatarina on RBio Grande; Branquinho, ete., num total de
52, mais ou menos. Na roca, sfio conhecidos por “guebra-cadeirag”,

devido & posiclo arcada exigida na colheifa. Servem de alimento
substancial ao homem.

2% grupo: Variedades irepadeiras, gue se caracterizam pelog
cipds (lisnag) e pelos grios grandes, alongados, com formato de
semi-elipse e consisténcia mole, 880 de uma safra anual, conservan-
do-se os pés durante 2 ou 3 anos; as vagens sfio colhidas verdes
ou sbeas. Sdo désse grupo os feljdes:

Rajado — (das mais variadas cdres; em préfo, € o conhecido
“RABO DE GALO”);
Brancdo — Também conhecido por Chileno, Flagiolet, Mont

d&’Or de origem francesns, ete., num toial de 16, mais cu menos, Na
roea, 8fo conhecidos por “Feijdo de Vara”. Servem de alimento
suxiliar, cozido com carne.

3.2 grupo: Variedades rasteiras, gue se caracterizam pelo
afolhamento e se destinam & adubaciio verde, forrageamento e som-
breamento do solo; os griog sBo pesados (mais de um (1} grama)
e 0 tegumento ou feixo umbelical é zaliente e bicolor, de congisténcia
dura e contém dleo; sfio de safra anual, pertencem a &ste grupo
o8 feijbes: DMucuna Branca, também chamado “IFeijdo de Poreo”;
Mucuna Preta, também chamado “Purga”; Mucuna Rajada, tam-
bém conhecido por “Fava Flora”, ete., num tolal de gseiz (6), mais
o menos, Nao servem para alimento mas tém aplicaclio na indis-
tria de matéria plastica, aliados ao feijio soja.

4.% grupo: Variedades “melos-cipds”, com vegetacio um pouco
maior que a do primeiro grupo; grios alongados, retos, com uma
ponta em bisel e outra ogival, de consisténcia mole, porém um pouco
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mals resistente que a do 2.° grupo; séo de 2 safras anuals — a
da sfea e & dag dguas. Perfencem a 8ste grupo os feijdes: Chum-
h&o, Jalo, Enxdfre, Manteiga Paulista, Manteiga Mineiro, ete., num
total de 16, mais ou menos. Servem de alimentacfo auxiliar, su-
prindo a basica, &s vézes. '

5% grupo: Variedades de feijfes mistes, em nimero ilimi-
tado, de vorte arbdreo; oz grios gfo arredondados ¢ em forma de
amendoim, sendo os menores de formatog variados (1.2, 2.% e 4.°
grupos), tendo o hilo ssliente e descentralizado, mais ou menos a
aitura de 2/3 dos grios comuns e de consisténeia petrificada; sfe
de safra anual. Pertencem a @sie grupo os feiides: Soja, Sete
Camadas, Fradinho (Cow-Pec ), Adzuki ou Japonés (hi-os de tbdas
as cdres) ; Guano ou Guandu, Otho de Cabra, ete.

Na roea, s8o conhecidos por “Feijao Escalda-pé”. Servem para
folheamento, vegetacio e diversas aplicacdes industriais.”

EPOCAS DE PLANTIO E DE COLHEITA — A época de
semeadura do feijdo varia com as condigdes locais de temperatura
e umidade, podendo ser plantado em dois periodos do ano, desde
gue as regides escolhidas nfo sejam sujeitas a fregiientes chuvas,

No Norte e Nordesie brasileiros, a época de semeadura estd
compreendida entre os meses de janeire a maio; no Sul do pals,
conforme esclarece LOBEE (1942), hi duas épocas de plantio, situa-
dag, aproximadamente, de janeiro a marco ¢ de setembro a novem-
bro, nasg quais sdo produzidos, respectivamente, o feiifio da séea ou
do frio e o feijdo das dguas. O primeiro cothe-se de marco a abril
e o segunde, de dezembro a janeiro. A coltheiis & feita de 80 a 120
dias apds ¢ plantio, dependendo da variedade escoihida, das condi-
coes do soio e do clima.

Informa VIBIRA (1959}, que o feljfio da sées, apesar de nfio
dar rendimentos altos, € preferide porqgue oferece maior garantia
ans agricuifores, por estar menos sujeito ao efeito maléfico das
chuvas durante a colheita que se faz de main a junho. O feijdo
das dguas, ndo sendo prejudicado pelas chuvag por ocasido da co-
theita, € mals produtive que o feiifio da séea. muito embora seja
menos resistente ao atague por parasitos e moléstias criptogimicas,
podendo germinar facilmente guando conservade em ambientes
tmidos.

NEME (1845), de acdrdo com experiéneias feitas no Instituto
Agrondmice de Campinas, concluin que a semeadura deve ser pra-
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ticada obedecendo a distincias que permitam o méiximo de rendi-
mento, poia ficou comprovado, por €sses estudos, que “deixando-se
2 plantas a cada 20 em, ao invés de uma, congegue-se um aumento
de cérea de 10%. FEnire fileiras, o espacamento de 40 em é o mais
vantajoso, pois, tem-gse verificado, experimentalmente, que, com ésge
espacamento, se obtém 25 a 30% mais do gue com o de 60 ¢m entre
fileiras”, '

intre nods, a colheita do feijfo é quase téda praticada & méo,
arrancando-se as plantas e transportando-as para o terreiro onde
completam a secagem, sendo em seguida batidas, por meio de varas
flexiveis e separadas as sementes por meio de peneiras. Para me-
thor conservacfo do produto, costuma-se expurgé-lo, logo apds a
colheita, empregando-se 25 g de sulfureto de carbono (formicida)
por m®, durante 24 horas,

CULTURA E PRODUCAQO — O feijdo é cultivado em quase
t6das as regifes guentes ou temperadas do globo, Antes de 1914,
éramos importadores de feijfio, sendo Portugal e Chile 03 nossos
principais fornecedores., Dessa data em diante, a producéo brasi-
leira cresceu acentuadamente, de forma gue, libertados daquela de-
pendéneia, tornamo-nos, hoje, um dos maiores produtores do cereal.

A maioria dos estados brasileiros produz feijfio para o seu
prépric consumo, destacando-se, entre &leg, pela ordem de impor-
tAneia: Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio Graande do Sul, Parana,
Hspirito Santo e Goids, Jocais onde a producfo bastante desenvol-
vida, pode atender ao consumo interno do pais, havendo, ainda,
exportacio do excedente, alids de pequeno vulto, para o estrangeiro.

O Bragil estd colocado entre og maiores produtores mundiais
de feijdo, como a India, & China, os Estados Unidos e o México,
tendo ocupado, por variag vézes, o primeire lugar, muito embora
somente pequena parte da producao désse cereal, em nogse pais, seja
feita em condi¢des econdmicay de cultura, com o auxilio de méquinas
{semeadeira, cultivador, ceifadeira), eis que a maior parte do plan-
tio do feijo continua . a sger ainda processada a custa do brago
humano, como eultura intercalar ou acesgdria, nas fazendas de café,
das plantacdes de trigo e de milho.

A cultura exclusiva em area apropriada é menos dispendiosa
gue a intercalar, exige menog niimero de horas de trabalthe e possi-
bilita produciio mais barafa.

A média de producéo em terras de fertilidade natural, correndo
o tempe normalmente, pode atingir de 1.200 a 2.000 kg por heefare
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e até 2,500 kg, em condices especiais de cultura. Em terras fracas,
a média raramente ultrapassa a 850 kg p/ha (14 sacas).

A producde brasileira, em 1956, de acfrdo com dados estatis-
ticos da F.A.Q., alcangou 1.685.000 t de feijdo contra 1.329.000
da india. 1.129.000 da China, 782.000 dos ¥stados Unidos e
459.000 dn México.

Em 1958, segundo resultades oficials do Ministério da Agri-
cultura, a nossa producdo, em toneladas, foil de 1.490.899 {, assim
cdistribuida:

Paruna ... ... 303.000 1
Minas Gerais ............. ........ 261.720 1
Rio Grande do Sul ... ... ... ... ... 143.863 t
Sio Paulo ... ... .. ... 124.620 t
Ceard ... .. .. 109.639 t
Outrog HEstados ........... ... ... ... 5AR . OBT t

A producdo mundial no ano de 1958, de actrde com o “Anud-
rio da Producle” da F.A.Q, foi a seguinie, excluida s Russia;

Mundial ... ... ... T.800.000 ¢
Agla o 3.130.000 ¢
Extremo Oriente ................... 2.990.000 ¢
América Latina .................... 2.350.000 %
Europa ....... .. . . .. o . L. 950.000 %
América do Norte .................. 740.000 ¢
Afviea ..o 620.000 ¢
Oriente Proximo ........... ... .. ... 170.000 ¢

Para o sucesso da cultura, diz NEME (1945), devem ser exigi-
das sementes comprovadamente produtivas, quaisquer que sejam
os tipos preferidos. ‘

O feljio, em nosso paiz, somente serd produzido em abundaneia
e barato, quando a respectiva cultura deixar de ser subsididria
para se tornar de plantio técnico, mecanizado, amplo e de condicdes
econdmicas.

CARACTERES BOTANICOS — O feijdo é dividido geralmente

em dois grupos principais: o dos feijfes trepadores ou de corda
¢ o dos feijGes andes ou de arrancar.
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CAULE — Apresenta talos” dsperos, delgados, longos e ramifi-
cados nas variedades trepadoras, e curfos nas variedades anfs.

FOLHAS - As f6ihas sfo grandes
e formadas por trés foliclos triangula-
res ou ovais, acuminados, articulados,
pubescentes e Asperos ao tato.

Rafzes — S&o profundas e bastan-
te ramificadas, com nodosidades pré-
prias dag leguminosas, produzidas pe-
las bactérias da nitrificacio (Bocillus
radicicola).

FLorEs  — Comumente de c¢br
branca, branca manchada de verde,
amarela, vermelha ou inteiramente vio-
leta, ou pirpura, sfo em nimero de
duas a oito, e de conformacfeo basiante
irregular. Reunidas em cachos ou ra-
cimos axilares, possuem corola irregu-
lar formada por estandarte orbicular € w1 Peijfio de trepar ou
encurvado, duag asas e uma quilha, no- de corda.
ve estames soldados e um livre, cdlice imperceptivel, com indistinta
divisfo entre os dois lobos superiores, e estilete aderente e piloso no

' interior da corola,

FRUTQ ~ E uma
espéeie de capsula
denominada legume,
de forma cilindrica
ou achatada, ecurta
ot comprida (de 12
a 15 em ou mais),
reta ou ligeiramente
curva e de variadas
edres, segundo as va-
riedades.

Congoante LERE-
NA (1945), o feijio
pode ser clasgificado,
conforme a consis-
téncia da vagem, em

Pig, 2 — Feijfio ando ou de arrancar, dois grupos:
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a) Frutos com pergaminho Vagens geralmente muito
duras, sendo consumidos inicamente oz grios ou se-
mentes, verdes ou maduras.

b)Y Frutos sem pergaminho — Vagens tenras, muito apre-
ciadas para serem consumidag ainda verdes e og grios
utilizados verdes ou maduros (secos). A estrutura
microscépica do frute verde (vagem) serd fratada no
trabathe LECUMES.

MORFOLOGIA DA SEMENTE — A semente é, de ordinario,
reniforme, podendo se apresentar, todavia, ovdéide, alongada ou
quase esférica, tidas estas formas, de algum medo, achatadas.
Mostra variedade de cbres:
verde, amarela, parda, verme-
lha, branca, preta, violeta ou
rajada com manchas escuras;
hile eliptico ou oval, ag vézes,
saliente, prése Unicamente 2
casca, de cbr branca, preta ou
parda, medinde, no miximo,
1/8 do comprimento do grio; Fig 3 — Morfolegia da semente de feijdo

comum, 1, SBemente aberta — 2. Se-
o estrofiolo formado por duas  mente so natural: a) micrépila: by hilo:
protuberdncias redondas e si- ¢) estrofiole; d) rafe; e} plantula; D

cotii’édenes; g) vestoz de espermoderma

+uado logo abaixo do. hilo; mi- {pcHecula). A platnula (&) estd eolocada
L. iy .. . ng extremidade do gréo, proxima &

cropila visivel, préxima ao hilo, mrierdpiia.

na sutura superior e a rafe, implantada na regifo inferior como

suleo ou costura do espermoderma, paritindo do estrofiolo até a

sxtremidade inferior do grio.

O embrifo oun plantula é cilindrico, estreito, alongado como
um cordao, curvo, e se acha entre os dois cotilédones. Estes per-
manecem aderentes laleralmente & plantinha, durante a germinacéo.
A semente tem poder germinativo que se prolonga por dois a
trés anos.

Péso das sementes - Cem sementes pesam:
Variedades de grios pequenocs ....... de 18 a 22 ¢
Variedades de grios médios ......... de 27 a 84 ¢

Variedades de gréos grandes ... ..... de 84 a 45 ¢
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O desenho abaixo, representando os caracteres histologicos do
feijdo torrado, pertence ac nosso trabalho FRAUDES DO CAFE
(1952), ¢ aqui o repro-
duzimos para ilustrar
a estrutura microsedpi-
ca do feijdo ecrn, pela
simples razio de, prati-
camente, ndo sofrer o
feijfo, pele agquecimen-
to, modificacio em seus
tecidos, a nfo ser no
contelddo celular do pa-
rénquima amiliferc, eo-
mo se pode notar na
respectiva figura.

ESTRUTURA MI-
CROSCOPICA — Es-
permodermsa - a) Cé-
lulag palicédicas, estrei-

Fig. 4 — Elementos histoldgicos do Teijie torrado
400 x). Original, tas e moderadamente

alongadas, com aproximadamente 60 p de largura; bh) camada de
células palicddicas observada pela parie superior ou exierna; estas

célulag 880 ligeira-
mente poligonais,
pequenas, suleadas
por pequenos raios
4 semelhance de
griog de amide do
proprio feijdo; o)
camada de célulag
palicddicas obaer-
vada pela parte in-
ferior ou interna;
sfo isodiamétricas
ou levemente poli-
gonais, um pouco
mais largas que as
da parte externa e
possuem pequenis
manchasg ou perfu-
racGes  cireulares

Fig. b — Parénguimsa amiliferc do feilio eru — Corte
transversal (400 X), Original.
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na parte central; d) subepiderme de células iscdiaméiricas, apre-
gsentando pequenas estrelas no interior, quando observadas de
superficie; em cor-
te transversal da
semente, esta ca-
mada se constitui
por fileira de célu-
las quadrangulares
com cristais mone-
ciinicos em cada
uma delas, nido exi-
bindo, entretanto,
as caracteristicas
células em forma
de carretéis, pe-
euliores ds  legu-
MINn08aS-PaPilion -
ceqas, KEmbrido —
e} Parénquima
amilifero, consti-
Fig. 6 — Feijfo cozide em agua — células amiliferas, tuido por células

alteradas e sob a agho do lugol (400 x). Original. poligonals ou iso-
diamétrieas, de paredes grossas, nodosas, e grios de amido reni-
formes, elipticos ou triangulares, com hilo linear, ccupando quase
o comprimento do gréo, donde partem pequenos ralos; f) substén-
cia amilifera do contettdo celular, foriemente alierada pelo calor
e que e degprende inteira, do interior das células, pela ruptura
das mesmas; g) membrana celular, de paredes nodogas, apresen-
tande poros arredondados.

Os cotilédones do feijdo cru sfo constituidos de céiulas isedia-
métricas, de paredes grossas, porosas, e meatos intercelulares em
quase todas as suas ligagbes. Por efeifo de aguecimento, entretanto,
gensivel fransgformacio se passa no parénquima amiliferc dosg coti-
lédones do feijfo, conforme se pode notar na fig. 6.

MENFZES (1946), em estudos sébre alteracBes da estrutura
vegetal pela acio do calor, constatou que, ap6s cozimento em agua,
as células do parénguima se desprendem, aumentam de volume,
tomam coloracfio amarelada e adquirem aspecto de dvo de parasito.
A membrana celular apresenta contornos mais vivos e 08 espagos
congtituidos pelog poros assemelham-na a esclérulas, fig. 6, ¢; em b,
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om pequenc bloco de grios de amido bastante alierados por efeito
do cozimento; éste bloco se destaca do envoltdrie celular partido
& permanece intacto, devido & goma que une os griocs entre si;
¢ - célula amilifera inteira
com o contetddo acentuada-
mente alterado; d — duas
células amiliferas sob a agéo
do lugol, vendo-se a earacte-
ristica reacfio de cbr azul so-
frida pelo amido, quase todo
transformado em goma.

AMIDO DO FEIJAO —
(} amido apresenta-se, a0 mi-
erogcopio, sob a forma de
grandes gridos reniformes,
ovoides, irregularmente ei-
lindricos ou guase esféricos.
s e O hilo é bem marcado, linear,
ig. 7 — Amido de feijdo (400 x). Original. ocupaﬁdo quase todo o com-
primento do griio e emitindo, de um e de outro lade, pequenos
prolongamentos. As estrias sfio bem visivels e, & luz polarizada,
a cruz & bastante acentuada.

O amido de feijdo nio & preparade para fins culindriog e
industriais. Os japoneses uiilizam a massa de feijdo cozido na
manufatura de certos doces (manju).

PARABITOS — Estfo com-
preendidos entre os insetos, os
acarinog € 08 Vermes, 08 nume-
rosos parasitos gue atacam o
feijdo, quer no campo, guer nos
armazéns ou depositos.

BeEvLLocH {(1855) conside-
ra, de todos os insetos que ata-
cam a8 leguminosas, o Bruchi-
dius (Aconthoseelides) oblectus
Say., o que malores danos causa Fig. 8 — Sementes perfuradas pelo

- N gorgulho 4o feijio.
a0 feijio. Este gorgulho ataea
as sementes no campo e nos depdsites, por continuas geragdes,
destruindo completamente as sementes maduras do feijdo. O inseto
voa do campo para os armazéns e peneira o grio, fazendo peguenas
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perfuracdes circulares e deixando, & superficie, numerosos ovos
que se apregentam como diminutos pontos brancos (fig. 8).

BoNDar (1930) cita os %egzzmtes ingelos eomo os prineipais
inimigos do feijoeiro:

Swhallenum setosum Germ. — Larva da haste.

Neobrotica sexplagiate Jac. — Besourinho dos feijbes Dolichos,
como o mangald; perfura as félhas.

Anoplitis canavaline Mek — Ataca as f6ihas.

Xenochalepus ancore Chap. — Os adultos alimentam-se das
15lhas.

Zurus curivillionus Hllr, — Larvas dos tecidos do eaule, no
qual fazem galerias longitudinais,

Metoposoma cargvalice Margh, — Broca das hastes.

Conotrachelus phaseoli Marsh. — Broea da raiz, do colo e
da haste.

VARGAS SAco (1954) menciona, como mais comuns no Peru,
og parasitos seguintes:

Bruchus rufimanus Boh. — Gorgulho do feijio.

Rhyzopertha dominice Fabr. e Sitophilus oryzae L. — Parse
sitos das gramineas (cereais), porém, atacam os griog de feijfo
armazenados.

Epinotia opposite Heinr. — Perfura o caule.
Laspeyresio leguminis Heine. — Perfura as vagens.
Agromyze virens Loew. — Mosca minadora da f6lha; ataca a

planta em sua primeira idade.
Urbonus proteus 1. — Enrolador da £6iha,

Elasmopalpus lignosellus Sell, — Gusano da terra; come o
colo da raiz,

Laphygma frugiperds Smith & Abbot — Lagarta dos cereais;
as larvas destroem o colo da raiz.

Acheta assimilis Fabr. — Grilo pardo-avermelhado; destroi os
brotos e o colo da raiz.

O feijfo é prejudicado, ainda, por nematéides (Heterodera sp.),
cujas larvas perfuram a raiz formando galhas de formas e tamanhos
diversos; e por aranhas, pulgfes, acaros, etc.



96 REvVISTA DO INSTITUTO ADOLFG LUTZ

O feijoeiro é considerado uma das plantas mais susceptiveis ao
ataque de nematdides parasitos. Em nosso Hstado, varias zonas
tém sofrido, em lavouras de feijfo, danos graves, bem assim, as de
Estados vizinhos, como Parand e Minas Gerais. LORDELLO (1959)
congtatou, em examsesz de plantas decadentes, a presenca de mi-
nusciios nematdides filiados ao género Meloidogyne, dificil de serem
vistos a 6lho nu e que produzem galhas ou engrossamenio das raizes,
faciimente diferenciiveis dos nddulos normais dos drgios fixadores
da planta. Tais ndédulos, formacles laterais, menores gue as galhas
e mails regularss, prendem-se 48 raizes por meic de curto pedineculo.

MOLESTIAS -~ As condicdes do terreno, do clima e ma qua-
Hidade das sementes impossibilitam a seleclo genética de plantas,
resulfando em fracasso na produgdo e na falla de resisténeia do
produto ao ataque de pragas e de moléstias.

Perxoro (1958) cita, como principals responsiveis pelas enfep.
midades do feiiceiro, os seguintes fungos, bactérias e virus:

a) Podriddo do caule - Qcasionada pelo fungo Rhizo-
eotonia soland, que alaca os grios antes da germinacio
¢ ag plantinhas recém-surgidas.

) Cinza ou Oidio — Conhecida também por neve, polvi-
lho e mbfo branco, comum nos lugares timidos, som-
breados, € nas plantacdes densas. Ataca o caule e as
vagens, as f6lhas amareiecem, as vagens se atrofiam
e caem antes da planta morrer.

¢} Ferrugem - Muitas variedades sfo suscepliveis aos
fangos Uromyces appendiculotus Fr. e Uromyces pha-
seoli, que atacam as f6lhas o caule e as vagens. O
Teijdo da variedade preta é mais resistente ao atague
por ésses fungos.

d) Murcha — Devida a fungos do género Fusarium que
fazem amarelecer, murchar e calr as f6thas, destruin-
do as raizes, matando por fim o feijoeiro.

2} Antracnose, Carvio ou Variola — Motivada pelo fun-
go Collectotrichum lUndemuthionum que ataca tida a
planta, menos as rafzes,

Varios fungos podem, ainda, ocasionar moiéstias cujog sintomas
se caracterizam por pequenas manchas nas fdlhas, nas vagens e



O Fel7io coMUm 7

nos caules, Entre éles estio os pertencentes aos géneros Alternario,
isariopsis, Cercospora e outros. Botrytis cineren ataca os caules,
hainhas e folhas na forma de polvilho cinzento-esverdeado.

Certas bactériag aerdbiag, como Pseudomonas phaseolica, ata-
cam e danificam as folhas, os brotos, os caules e vagens dog feijdes.

O Mosaico do feijde é moléstia produzida, por virias espéeies
de virus, de alta gravidade para esta legummnosa. ZAUMEYER &
HARTER (1943) estudaram dois noves virus causadores de mosaico
no feijfo que, de acdrdo com o sistema de classificacio de HoLMES
£1989), foram identificados como sendo Marmor laesiofociens e
Marmoyr leesiofaciens var. minor. O virus do mosaico anfio (clo-
rose infecciosa das malvaceas) ¢ iransportado, segundo SILva
(1960), desta ultima para o feijfo, por peguena mosea, pois varias
plantag sfo hospedeiras de virus e cutros microrganismos que in-
testam os feijoeiros.

Algumas das principais moléstias do feijoeiro sdo disseminadas
pela semente contaminada, motive pelo qual devem ser expurgadas
antes da semeadura para garantia de suecesso na cultura, pois, muitos
microrganismos responsaveis por moléstias do feijoeire podem viver
no solo durante diversos anog, com capacidade de infestar novas
culturas de feijdo.

COMPOSICAO QUIMICA — S#o de Kénig os seguintes dados
referentes 4 composiclo quimica de 100 gramas de sementes de
feijfo:

dgua 12,72 proteina 21,39; gordura 1,45; carboidratos
60,10; celulose 3,81, e cinza 3,17.

LOBBE (1942) da a composicio quimicsn dos feijdes Préto e
Mulatinho, que s&o os de malor producio & consumo no Brasil,
obtida de analizes realizadaa pelo Dr. R. Holliger, do Instituto Agro-
ndmico do Estado, com o0s vesultados percentuaais seguintes:

Substancias Préto Mulatinko
Proteina ................ .. 16,66 17,97
Amido ... oo ... 48,99 45,26
Acticar e dextrina ........ 6,69 8,32
Aecido fosforico ........... 0,80 0,90

BeETHLEM & col. (1953), em interessante trabalho sbbre a
“composiciio centesimal de 50 variedades de feijdes existentes no
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Brasil”, d&o, para as variedades Prato e Mulatinho, as médias se-
guintes, obtidas de 5§ amosiras de cada uma destas variedades:

Substdncias Préto Mulatinho
Umidade ................. 11,784 18,128
Proteinas (6,25 .......... 20,744 22,297
Tipides ... oo, 1,271 1,404
Glieideos e indeterminado .. $2,322 61,932
Minperais fotais ............ 3,880 3,536

A celulese estd incluida no indeterminade.

PROTEINAS - A riqueza em proteinas do feijdo varia de
16,80 a 27,629%, em média 21,00%.

A vprincipal proteina do feijfo é a Fesesling, cujo isclamento
se deve a RroTHAUSEN {1884). NMaig tarde, OsBORNE {1894) estn-
dando as proieinas do feijfc, num total de 23.5¢%, separon 15% de
faseoling, 2% de uma albumina que denominou faselina, 3,5% de
uma proteose alcali-soltivel, mas insolivel em soluciio saturada de
cioreto de sodio e 3% de outra protecse Aleali-ingoltvel.

Nng diferentes feijdes do género Phaseolus, hi, praticamente,
concordancia na composicio de suas proteinas, que sfo constituidas
por dnas globulinas — alfa e beta.

Varios autores estrangeirog, como Osbhorne, Jones, Waterman,
Finks, Tillmans, Mac-Collum e muitos outros, fizeram estudos dos
aminocécidos, podendo-se notar, de seus experimentos, o interdsse
gue diferentes sminoédcidos, em particular, despertaram a 8éste ou
aquéie autor. lsto se prende ac fato de que o valor biolégico da
proteing depende, ndo somente do contetido abzoluio de amincédcidos
essencials & dieta, mas também, da distribuicio e equilibrio na mo-
lécula protéica, de forma a poderem ser utilizados pelo organismo
para, fins de nutricio.

Em virtude da insuficiéncia de dados sbbre a composicio dos
Teijbes cultivados e nosso pais, onde os trabaelhos sbbre o assunto
se restringem 3 citacfo de resultados referenies a feijbes produzidos
no estrangeiro, BETHLEM & col {1954, dando prosseguimento ao
plano de pesquisas elaborado s6bre esta leguminosa, iniciaram estu-
dos sbhre os respectivos aminodeidos, com a aplicagho do método
quimico ponderal de Kossel & Kutscher, comparados, posteriormen-
te, os resuliados obtidos por método cromatogrifico.
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Os primeiros resultados déste trabalho referem-se aos teores
de Histidina, Arginina e Lisina de algumas variedades de feljdes
cultivados no Brasil, conforme demonstra o guadro seguinte:

EM 16 g DE FEIJAD (% 1%%523@&0;7;9?["&%%

: ' H i
Dido hic | H-famo- | MeMue | BBis | d-Argi ‘
ZED - ldrolizado | miacal | mina | fidne | nine | Wislidise Argisiae | Lising
TETXA ‘E (8,28) E mg (838 | (828 | (5.8 ! i

YARIERLKDES

[ i : t
Chumbinhe ... $16,350| 59 ; 032 2304 0,10 § 003 8,210 | 0,778 | G108
! i \ !
|
L
|

102 | 030 | 3586 | 1,218 | 0,601

i

1
Branco mindo . | 16837 15,00 | 0,50 | 18,40
| f
Foxdfre ....... 16780 870 6322 | 2480 023 | — | 0,787 \ 0,334 | 0,208
; : ;

; ! \
Macassa-Fradi- | i !
dinhe ....... 212201 415 0 0322 | 1604 ) 580 | — 1,488 \ 0639 | 5513
\ i 3

(*) Os resuitades se referem &s determinagdes de nitrogénic pelo méfods de
Kjeldahi, realizadas no decorrer do método para conirdle das operaches feilas
depois da hidrdlise e duranite a separacgfo da Histidina e da Lisina,
CARBOIDRATOS — Varios carboidratos estfo presentes no

{aijio comum, sendo o amido considerado o principal por estar

contide no extrato séco, geralmente, na proporcie de 60%.

PerERsoN & CHURCHILL (1921) enconfrarvsm os seguintes feo-
res porcentuais de glicideos no feijfio branco, ainda fresco: achicares
totais 1,59; amido 35,20; pentosanas 8,37; galactanas 1,33; dex-

rinas 3,71 hemiceluloses 0,83; celulose 8,11 e umidade 12,56,

CONSTITUINTES MINERAIS — A composicio média cente-
simal dos constituintes da cinza do feijdo, de acdrdo com 13 anglises
realizadas por Wolff (Aschenanalysen), citadas por WINTON &
WINTON (1835), é a seguintie:

: , |
Cirza | K,0 | Na,0 E CaQd | M=O | FezOgi P,0,
\

20,
3

o]
o)

322 | 4401 | 140 . 633 1 762 | 032 3552 | 4,05 i 057 | 0.86
i i

|

I

! H
! ]

FraNco {1851} apresenta os teores seguintes de edleio, fésforo
e Terro das variedades mais cultivadas e aceitas no mercado, corres-
pondentes a 100 g de sementes:

VARIEDADES Caleio \ Bdsfore , Ferro
: g F g | 4
| i
Felfo Préto o.vv i iviiarsss i 0,145 | N,471 | 7,00
Feijdo mulatinhe ..o.iiis. i 3,145 ; 0,442 ! 5,30
Felj0 BIAnes ...........ooevovo.n. 0476 | 0439 [ 11,90
|
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BETHLEM & col. (1953) e MALOUK & col. {1952) determinaram
os teores de edlcio, fésfore, ferro e manganés de 50 variedades de
feijfes existentes no Brasil, das quais daremos o resuitados refe-
renies zos feijdes Préfo, Mulatinho e Branco:

Célcio Fésforo | Ferro | Manganés
Variedades g2 % g % ; mg % % mg %
Cal P,0; | Feo, Mn
! |
Préto ........ 0,114 a 0,280 | 0,163 a 0,870 l 2516 a 8,265 | 1680 o 2980
Mulatinho .. 0,011 a 0,280 0320 a 0541 | 7064 a 13213 | 1,740 a 3,120
Brance ...... 8,006 a 0,180 0,487 a 1,380 1 3,603 a 6508 ! 1,8_80 a2 2,480

i
i t

im outras espécies e variedades de feijes cultivados em nosso
pais, éstes autores obtiveram teores bem mais elevados désies cons-
tituintes, tais como: CaO 1,546% (Mulatdo da Moita), P,O; 3,070%
{Bico de Ouro), Fes0; 14,586 mg % (Macassa Fradinho) e Mn
4,349 mg % (Adzuki).

A soja apresenta feores mais altes de ferro (Fe,0; 16,216
mg %) e de manganés (Mn 5,000 mg %), porém é menos rica em
caleio e fosforo que muitos feijdes.

VITAMINAS — O feijio madure e séco conserva, ainda, apre-
cidvel quantidade de tiamina, ribeflavina e niacina. O teor de
carcténio é malor nas sementes em fase mediana de maturacio,
sendo diminuto nos feijdes muito maduros.

OQUTROS COMPONENTES — 0O feijio contém, ainda, pecting
{(pectato de calcio), fosfatase, amilase, deidrogenase (enzimas oxi-
dantes), alantoina, dcide alantdico, alantoinase, uricase e flavona.
As flavonas estfo presentes ne tegumento das sementes de Phasecius
vulgars, gue, conscante SKALINSKA (1925), podem transformar-se
em antocianing.

USO8 — O feijfo é um dos mails importantes alimentos do
povo brasileiro, estd sempre 4 mesa quer do rico, quer do pobre @
tem sido considerado como a fonte mais barata de proteina enfre
as substanecias nuiritivas mais eomuns. Pode ser usado sob a forma
de sementes verdes, sécas ¢ como legume {(vagem) verde, em sala-
dag, cozidos, com carnes, ovos, ete. Com o feijfo préto se prepara
a feijoada e com os de cbr o ftutu de feljfio, pratos caracteristica-
mente brasileiros, muito apreciadoes.

Ng indlsiria, diferenfes variedades de feijfo sfo utilizadas na
manufatura de diversas espécies de produtos alimenticios enlatados.
O feijfo & usado na preparacdo de macarrio, geralmente de mistura
com a Tarinha de trigoe, e na confeccho de doces (maniu, koful) de
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origem japonésa. Tem side usado, alids, como tédas as sementes
leguminosas, como sucedineo do café e na pritiea da fraude do
produio em pd.

EXIGENCIAS REGULAMENTARES - B&o0 considerados im-
propriog para o consumo o8 feijdes Gmides, infestados por parasitos,
iarvas e bolores e os gue tiverem sofrideo gualquer avaria que lhes
altere a qualidade. E expressamente proibida a mistura de dife-
rentes espécies de feijdo e as sementes que forem consideradas im-
préprias para a alimentagfo humana s6 poderdo ser aproveitadas
para fins industriais,

O deecreto federal n® 7.260, de 28.5-41, aprovou as especifi-
cactes da exporiacio do feijdo, visando & sua padronizaciic. O
feijdo serda ordenade por classes, segundo as respectivag espécies
e variedades e as classes em 5 {ipos com as seguintes caracteristicas:
grios perfeifos, uniformes, maduros, secos, sfos, polides, tamanho
@ ¢chr proprios e isentos de impurezas, para o tipo 1, gque tolera,
ainda, 0,8% de grios carunchados cu danificados por insetos, e
1% de defeituosos.

Nos demals tipog hd um progressivo leor de tolerdneia para
0s defeitos e impurezas.

S80 considerados DEFEITOS os grios chochos, ardides, brota-
dog e mofados, e IMPUREZAS os torrdes, griog podres, fragmentos
de talog de vagens, gréos de outros cereais e detritos de gualquer
egpécie ou natureza,

O feljdo em que f6r verificada a presenca de carunchos vivos,
deverd ser expurgado para posterior classificaco.

TIPOS8 COMERCIAIS DO FEIJAO
{Depreto 7.280, de 28~5-41)

GRUGPOS OLASSES TIPOS | IMPUREZAS % DEFEITOS %
torrdes, pedrss,
.Eragment(_;s de Carunchados Dafeitunsos
talos de vagem, ou (grios auchra-
detritos _d.e. qual- danificados dos, chochos,
quer natgrezs @ por ardides, brota-

grio de outros

G insetos dos, meifados)
cereals

TOLERANCIA %

B&o 8, conformejDeterminadas 1 0,6% 4,50 1,80
earacterisiicesi pela coloracgio
da vegetz¢io, | fedr) e varie- 2 0,28 6,50 3,00
B - g b
~?rrimt'o e ron éfade:, ou espé s .50 Lo 3,00
sisténcia, cies definidas.

4 1.0 2,00 3,60

5 1,50 3,60 5,00
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RESUMO

No presente trabalho, o A. faz um estudo do feijdo comum
(Phaseclus vulgaris 1.3, produto de grande consumo em nosso pals,
como alimento de alto valor nuirifivo, considerado a principal fonte
de proteina das classes menos favorecidas e das populacfes rurais.
Beline os conhecimentos mais interessantes sfbre o assunto, desde
a origem da planta, classificaclio botiniea, variedades e racas culti-
vadas ndo s6 em nosso pails, come nos Estados Unidos, Peru e
Argentina; cita as épocas de plantio e de colheita, bem como a
produgio nos principais estados brasileiros, que se dedicam a cultura
da lepuminosa, e em muitas outras regides produtoraz do globo,
para o que apresenta dados estatisticos oficials do Ministério da
Agricultura e da FAQ.

Refere-se aos caracteres botinicos da planta, e, de modo espe-
cial, & morfologia e a histologia da semente, parte essencial & iden-
tificacfo mieroscdpica déste imvportante grio, utilizado em grande
proporcio na indistria de conservag e na preparagho de pratfos
especiais de restaurantes, sujeilos a analise fiseal

Descreve minueiosamente as caracteristicas do amido da legu-
minosa, tece consideracies sdbre as moléstiag e pragas que infestam
a planfaciio e as sementes armazenadas, e faz apreciacio da com-
posicdo do feijflo, na gual as proleinas, os aminodcidos e os consti-
tuintes minerais mereceram especial ateng8o, principalmente das
variedades nacionais: mulatinho, préte e branco.

Indiea os principaiz usos do feijdo, as exigéneias regulamenta-
res e a clasgificacfo comercial do produto, eom base no Decreto
7.260, de 28-5-41, alterado pelo Decreto 21.971, de 22-10-46, D.O.
24.10-46.

O trabaltho, ilustrado com foltografias e desenhos originais do
A., contribui, decisivamente, para apreciacio de diferentes detalhes
&, de modo especial, para elucidacio da estraturs microsedpica da
semente Ph. vulgoris L.

SUMMARY
COMMON BEAN

A study of the common bean (Phaseolus wvulgeris 1) largely
constmed in Brazil is made. The bean is the principal zource of
protein for the city people and countrymen. The origin, botanic
classification, wvarieties and species cultivated in Brazil, United
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States, Peru and Argenting are presented. Proper time for seeding
and harvesting is suggested as well ag the amount of production
in each Brazillan state in whieh the culture of this vegetable is
made, and in other regiong where the hean production is in a large
acale, Statistical data of the Agriculiural Department and of the
FAQC are reported. Botanieal characteristics, mainly the morpho-
fogy and hiziology of the ssed, contribute to identify this important
grain which furnighes a great variety of canned food and several
tfoods served in hotels and restaurants and subjected to official
control,

Starch in bean is ecarefully investigated and several consider-
ations are made about illnesses and plagues attacking cultures and
stored seeds, Chemical compounds of bean are studied, emphasi-
zing the importance of proteins, amino-aseids and mineral consti-
tuenis mainly in the Brazilian varieties: brown, black and white.
Principal uses of bean are reported as well as official regulations
and commercial clasgifieation of the product. This work illustrated
by photes and diagrams showing different aspects of the investiga-
tion helps ithe elueidation of microscopical structure of the Ph.
oulgaris L. seed. ‘
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METODO DE PADRONIZACAO DA TORRAGCAO E
MOAGEM DO CAFE

J. B. FERRAZ DE MENEzES JUNIOR (%)
E
BENTO AUGUSTO DE ALMEIDA Bicupo (*%)

H4 longos anoes, procedendo a uma série de estudos e observa-
ghes s6bre o café, concluiimos pela urgente necessidade da realizacho
de um método de padronizacdo da torragdo e moagem, considerado
indispensivel & fiscalizacho do produfo.

Em 11 anos de trabalho no Instituto Adolfo Lutz, foram feifos
mais de 40,000 exames microsedpicos em amostras de café torrado

Foto n.® 1 — Café torrado e moido, nrovande a irregularidade
da torracio.
e moido, colhidas oficialmente, para fins de analise, em 13 Estados
da Unifo, e, ainda, o de centenas de amostras, procedentes de outros

*)  Quimico-Chefe do Instituto Adolfc Luiz,

(*%)  Classificador de Produtes Vegetals da Seeretaria da Fazends, comissicnado
no Instituto Adolfo Lutz
Recehido para publicagdo em 25 de junho de 1966.
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Estados e por nds solicitadas, que vieram confirmar o nosso ponto
de vista.

Verificou-se que, grande porcentagem do café torrade e moide,
em nosse pals, ndo ohedece 2 um padrio de uniformidade, e estd
em completo desacOrdo com as caracteristicas normais de torracao
e moagem predominantes em quase todo o territério nacional

A ebdr do café torrado e moido das amostras examinadas varia
desde o castanho bem claro até o castanho bem escuro, apresen-
tando-se, muitas vézes, iotalmente enegrecida, com parcial carbo-
nizacfo do produto, como provamos pela foto n.® 1.

Quanto & moagem, verificamos que & textura e a granulacio
do po de café, também nfo primam pela uniformidade, exiztindo

Foto ne 2 - Qafé forrado e moldo provando a irregularidade
ng mosgem.

amostras constituidas de pd muito fino, quase impalpavel, e outras,
de granulacio irregular e grosseira, contendo fragmentes grandes
de café forrado e moldo, apesar de ser esta irregularidade, em
escala muito menor do gue a verificada na forracio (vide foto n.® 2).

Dentro das caracteristicas que prevalecem em nosso pals, a
torracio normal do café & mais clara ou mais escura, de acdrdo
com o critério da industria e segundo a preferéncia do consumidor,
atendends aos habitos e costumes de determinadas regides, Hsfag
variacbes foram por nds perfeitamenie estudadas e enguadradas
neste método de padronizacéo.

O objetivo do nosso método € evitar que seja entregue ao
consumeo piablico, café torrade e moido em desacdrdo com o que é
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normal, ndo admitindo falkas e absurdos, nocivos ao consumidor,
prejudicials aos interésses da Inddstria e & qualidade da bebida do
nosgo principal produto, como teremes oportunidade de provar no
decorrer déste trabalho.

Segundo a opinife dog mais conceltuados autores, que se dedi-
caram ao estude do assunto e diante do precioso material de que
dispunhamos, conseguimos selecionar, com téda a seguranca, os
padrdes que devem chedecer & torracio e a moagem do café, em
nossc pafs.  Hstes padrfes objetivam a methoria do paladar do café,
o seu rendimento, a sua conservacio e o sen aproveitamento em
beneficio da qualidade e avmento de consamo.

Feitas estas consideracfes, passamos ao estude da matéris,
citando, inicialmente, a opinido de eminentes autores.

Goboy & OuiviiRa {1933) emitem varias consideracdes, 1o
tocante ao probiema da torracko do café, concluindo que: A torra-
cio, além de determinado limite, acentua o sabor amargo da bebida,
a0 mesmo tempe gue surgem produtes empireumaticos prejudiciais
a satde.

Aconselham adotar, como tipo de café torrado para o nossc
consumoe, o correspondente ac ponto gue aniecede o inicio do apa-
recimento da govrdura, exsudagfo dos grios, por ser o de mais
intenso desenvolvimenio de sabor & aroma.

Com referéncia & moagem, chservaram que: A guantidade de
extrato, em tédas as torracdes, decresece & medida gue aumenta a
grossura dos grianules., Infere-se, dal, n&o ser aconselhavel adotar
na pratica, em faver do nimero de xicaras da bebida, finura aguém
ou além de certo Hmite.

O pd muito fine, oferecendo malor vendimento, por ceder maloy
proporeho de matérias extrativas e facilitar a evoluciio do aroma,
& de conservacglo precaria, oxidando-se faciimente, por apresentar
malor superficie de exposicBo ao ar, em relaclo ao pd grosso.

Para razoavel rendimenio em xicaras e mais demorads con-
servacdo das boas qualidades do pd de café, aconselham a adocdo
de finura ou granulacio média, correspondente & peneira de 14 fios
por centimetro.

Segundo JOHNSON (1935), quanto mais excessiva for a torra-
¢Bo, tanto maior serd a decomposi¢io da gordura, ocasionando
alteragdes em quase fodes oz principies que dfo ao café aroma e
sabor,
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A medida que se processa z torracdo, verificam-se ag decom-
posiches guimicas, reveladas pelo escurecimento progressivo dos
grios, originando-se o didxido de carbono, produte caracteristico
de combustéo.

Exercendo a finura do pé influéneia sébre o sabor do café,
ficou estabelecido que o café pulverizado seria aquéle gue passasse
por um erivo de 30 orificios por polegada quadrada, correspondendo
éste grau de moagem a0 térmo empregado nos produtos moidos
(mewl), usado também pelos negociantes de café,

O café em pd, correspondente 4 moagem média ou ecorrents,
é o que atravessa um passador de 10 orificios por polegada, e a
moagem grossa, um passador de & orificios por polegada.

Consoante PaTay FiLHo (1935), a gualidade do extrato de-
pende em grande parte da torracio dos grios de café.

Consumidores de café usam graus diferentes da torracdo, ests
sendo detida em alguns paises quando os griog se tornam Jevemente
pardos e em outrog quando se inicia a carbonizacio do produto.
Ambas as préaticas sfo condenavels, porque, na primeira, o aroma
nido se desenvolve completamente, e, na segunda, avmentam-se as
quantidades de substincias amargas e empireumiticas que em nada
beneficiam o produto obtido.

Para se evitar a perda de aroma desenvolvide durante a torra-
cdo, devem-se resfriar, o malis depressa possivel, os grios depois
de torrados,

A_temperatura da torracio varia entre 200 e 220° C.

O aumento de volume dos grios, provocado pela torracio, é
de 1/3 a 1/2, ou seja, um litro de café cru da de 1,3 a3 1,5 litros
de café torrado.

O grau de moagem do café é também de grande importéncia,
pois, finamente moido, facilita a extracio da parte solidvel, muito
embora apresente o sério inconveniente de se aglomerar eom faci-
lidade, impedindo, desta forma, o maior contato da dgua com o po,

O café, finamente moido, produz um pdé que atravessa facile
mente ag malhas dos filtros, turvando o liguido obtido. As par-
ticulas de pé vio ficando retidas porgue penetram nos intersticios
do tecido, obstruindo-os em pouco tempo.

ANGELO (1937) estudou as meodificacdes quimicas que sofre o
griéo do cafeeiro, durante a fase de torracdo, como teremos opor-
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tunidade de verificar nag observacdes seguintes: No ato da torra-
cio do café, atingida a temperatura de 130 a 150° C, a cOr de gréo
se torna mais amarelada, ha perda de péso de 10 a 11% e o volume
continua a diminuir, mais lentamenie do que no periodo anterior.

O aroma dos 6leos etéreos do café, nio torrado, diminui, ficando
picante. Nesta fase da torracgio o café perderia tida a umidade,
dando-se o fendmeno da caramelizacic dos a¢lcares existentes. A
temperatura de 160° C, a cdr torna-se ligeiramente castanha e assim
se mantém até atingir 200° C. O péso vai lentamente se reduzindo
de 12 a 13%. Da sepunda meiade desta fasze, isto &, dos 175° C
em diante cessa a contracio dos graos, comecando o aumento de
volume, a distensfo ou elasticidade, ficando muito poroso, dando
lugar ao aparecimento do aroma caracterisfico. A caramelizacio
dos aclicares, nesta fase, j& se acha muito avancada.

A celulose, a cafeina, a matéria graxa e a materia tapante,
sofrem, até 200° C, muito pouca transformacfo. Entretanto, a
280° ¢, o café se torna castanho mais escuro; a perda de péso é
rédpida, chegando até 15%; a celulose e a proteina sofrem, nesta
fase, grandes modificacfes,

A temperatura de 240° C, a cafeina comeca a se decompor e a
ge volatilizar. A cdr castanha do grio val se tornando cada vez
mais escura, indicando que a torracio devera terminar, nesta tem-
peratura, nunca ultrapassando a 250° C.

A perda de péso é, entdo, muito rapida, atingindo a 19%. O
volume aumenta de 40%. Os grios arrebentam-se com ruido ca-
racteristico, deixando escapar um vapor azulado. Os aclicares se
acham compiletamente caramelizados. A volatilizachio da cafeina
chega até 3% de seu fotal. A matéria graxa e oz Oleos etéreos se
decompdem, em grande parte, dentro das paredes das células. O
ultimo fenbmeno déste periode é a destilacdc séea da celulose
Acima da temperatura de 250° C, a cbr adquire tonalidade escura
e brilhante. HA perda de péso de 30%. O volume aumenta e, em
seguida, diminui, imprimindo aos grios, estrutura esponjosa, de
superficie rugosa. Os carboidratos se decompdem emitindo vapores
arulados. Os dleos e graxas se queimam, completamente; o cara-
melo torna os grios amargos; produtos empireumaéticos se formam,
desprendendo-ze aroma desagradével.

UKERs (1935), sbbre a eficiéneia na torraecdo, meneciona A. L.
Burns de Nova York, reconhecendo que estd credenciado para in-
formar sObre o assunto: Nos processos industiriais, hoje em dia, a
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méaquina, por s 80, se fornou indispensivel e realmente eficaz,
cabendo, apenasg, ao operador igualar & manter a roting ecorrela e
infalivel. Porém, correcio infalivel & uma rara qualidade humana
2 ag pessoas que superintendem a melhor magquinaria de torrar café,
atualmente, deveriam ser cuidadosamente escolhidas e tratadas com
dupla consideraco.

Em todo o caso, a habilidade manual antiga estd reduwida
apenas so essencial, que exige a2 meama intensidade de atengo ¢ o
bom julgamento.

Tocar em uma valvula de contrdle é servigs que até uma crian-
ca executa, mas & um verdadeiro encargo fazer um ajuste exato
com o8 respectivos graus.

Quando o café é torrado corretamente, & necessario gue se
verifique uma definida perda no pésc, a malor parte pela evaporagfio
da Agua, pars a qual nfdo hé forma légica de medir. Kata perda
é estimada em cérea de 16%, ¢ varia com o tipo e a idade do café.

A eficiéncia deveria, é claro, ser mantida em qualquer operacio
necessaria na preparacio do café, desde a plantacio distante até a
torraciio e ninguém pode afirmar, com autoridade, que cerfos esti-
gios criticos, no tratamento do fruto de café, nfo possam afetar o
valor final ai¢ a posterior mégica da operagio torradora.

Assim, parece de grande importaneis, fante na torracio do
café como nas operagdes mecinicas, que umy nova e ampla eficién-
cla deva ser adquirida, baseada nos Gltimos conhecimentos cientifi-
cos. Mas isto implica nums total cooperacio entre o coméreio e a
capacidade mental dirigida honestamente na pesquisa da indfsiria
cafeecira, & qual estd infensamente caracterizada nas afividades
atuais.

WINTON & WINTON (1939), entre cuiras consideracbes cien-
tificas, apreciam fambém o problema da torracio e da moagem
do café, emitinde as consideragles seguintes: “A torracio desen-
volve o aroma e modifica a composicdo, em cutros aspecfos. A
torragfio ¢ feita em magquinaria especial que requer cuidadoso
ajustamento das temperaturas”.

De acbrdo com a opinific de Punnetf e Balard, citados por
WINTON & WINTON (1839), o aumento de 50 a 1060% em volume
do café, durante a torraclio, é devido & formacic de didxido de
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carbono (90 a 95%) e & pequena guantidade de mondxido de car-
bono que dilatam ag célulss a uma pressio de cérca de 100 libras
por polegada quadrada.

CaMarGo & QUEROZ TrELLES JR. (1953) apreciam, pormero-
rizadamente, os problemaszs da torraco ¢ moagem do café, cujas
prinecipais observa-
¢deg, sdo as segnintes:
Quando o café é sub-
metido & forracio,
uma série enorme de
reagbes toma lugar
dentro de cada grio,
iniciando-ge pela des-
tilacio da propria
Adgua, para terminar
com acdes de oxidacio
e reducio destrutivas
de varios de seus com-
ponentes, a ponto de
sua composicfo se tor-
nar compleiamente di-
ferente da do mesmo
grio quando cru.

A torracfo do ca-
fé em lenta combus-
téo, poderd transfor-
mar esta operacdo em

Foto n® 3 — Torrador de fabricacho inglésa,
morosa destilacio do medélo antigo, para pegueéna produgido

{gegundo TKERS).
produto, com perdas

“para a qualidade, ao mesmo fempo que, rapida e a todo o fogo, nfo
realiza o fenGmeno empireumético com as devidas transformacles
das maiérias graxas, dcidos, glicosidos, ete, como se deve exigir
para um hom café,

A celulose poderd zer incinerada na superficie sem gque o calor
stinja a parte interna da massa dosg grios.

Consgiderando-se o aparelho de forrar café ji quente, com
capacidade para graduacdo do calor, o tempo gasto na forracio
deverd ser de 18 a 20 minutos.

Durante 8sse tempo, o café perde cérea de 20% de seu péso
total, sendo 10,5 2 11% da 4dgua de gue é constituida e 9% de pro-
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dutos volateis, mormente em dleos, dcidos, ésteres e outrog produtos
formados durante a torracio, e que se volatilizam, em parte, na
forma de gés carbdnico.

Durante a torracio, a temperatura ndo deveri exceder de 240
a 250° C porque, entfio, se rompem os alvéolos celulares pela pressio
interna dos divergos eomponentes & og Gleos (ésteres de glicerina
e o8 Acidos oléico, palmitico e estearico) ganham a parte exferna
dos graos, o que deve ser evitado.

Com relaciio & moagem, devemos congiderar gue os grios do
café triturado, deverfio propiciar facil saids dos elementos consti-
tutives de upma Infusfo rica, sem contudo deixar que a celulose
carbonizada faca parte da bebida.

Assim, pois, a moagem muito fina poderd ser prejudicial, sem
nenhuma vantagem para as qualidades organolépticas do produte.

Moagem de gra-
nilacdo média, e que
se padroniza pelas
malhas do tamis de
14 fios por centime-
tro, é considerado a
melhor.

CosTE & col
(1959), em recente
obra publicada em
Paris, apreciam, mi-
nuciogsamente, o pro-
blema em questdo,
cujas prineipais ob-
servacbes s&o as que
passaremos a men-
cionar: “As qualida-
des aromaticas do
café gb aparecem e
se desenvolvem sob a
acfio de altas tempe-

Foto n.° 4 — Torrador automético, de fabricacdo raturas a que ¢ sub-
recente (segundo CoszE & col). metido durante a tor-

racdo, que é uma destilacic séea. Além das modificacbes do seu
aspecto exterior, no gque concerne a c¢br e volume, o produto esti
sujeito a profundas alteracSes em sua composicio quimica, das
gquails, algumas geram o aroma”.
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A aclo de temperaturas progressivas na forracio do café, pro-
vocam as verificaces seguintes: A 1900° C a cbr verde dos grios
comeea a ficar amavelada; a dessecacdo se traduz por um degpren-
dimento de vapor d’Agua e cheiro de pdo torrado; acima de 120 a

Foto n.® 5 — Torrador continuo, de fabricacfo recente
{segundo CosteE & col.)

136° C o grio toma uma coloragio castanha, que se acentua aos
poucos, com tendéncia para o castanho mais ou menos escuro;
a 150° C o café comeca a desprender chelro que lembra o dos grios
tostados, sem que se possa perceber geu aroma caracteristico; éste,
a 180° C, aproximadamente, é que comeca a se desenvolver. Nesta
temperatura, os gases de combustio aparecem sob forma de fumaca
branca azulada, com depreendimento de CQO; e CO. Verifica-se
também que os grios se tornam de cdr castanha e gue seu volume
aumenia; A temperatura mais elevada, o desprendimento de gés é
mais abundante e ag tonalidades de c6r sfo mais scentuadas. O
aroma aiinge, entdo, pleno desenvolvimento. Os grios aumentam
de volume, estalam e uma exsudac@o brilthante aparece em sua su-
perficie; aproximadamente a 270° C, o desprendimento de fumaca
diminui, os grios enegrecem e aumentam, ainda, de volume; apro-
ximadamente a 300° C, se fornam pretos, com caracteristicas de
carvio, fridveis a uma pequena pressfo, desaparecendo totalmente
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o arcoma. Neste estado, de excessiva forracio, o café estd car-
bonizade. '

Os especialistas no assunto situam a zona de torraciio entre
185 e 240° C, sendo o “optimum” entre 210 a 230° .  Acima dessa
temperatura, comeca a supertorracéo.

A complexidade dos fendmenos a que estd sujeito o café, no
ato da torracilo, foram estudadas por Orosco, cifado por CosTE &
col. (1959), que observou, durante a {orracio, a producio de guatro
grupos principais de reacfes (desidratacio, hidrdlise, desmédlise,
catélise), cujas 6timas intensidades se situam em femperaturas bem
determinadas. Verificou, ainda, que algumas destas reacbes come-
cavam quando outras nfo tinham terminado.

A duraciio da torraglic & habitualmente da ordem de 12 a 15
minttos, mais répida com delerminados aparethos, e pode estar
terminada, até em 5 minutos, com ag téenicas americanas, ditas
das torracdes continuag,

Por outro lado, existem técnicas, aplicadas & torracfio lenta,
que demandam 25 minutos, mais ou menos. E bom recordar que,
no inicie do séenlo, a duracho pormal da {orraciio, com pequenos
aparelhos a géds ou a carvio de lenha, era de 40 a 45 minutos.

Costhk & col. examinaram, também, as modificacles fisicas e
mecinicas atribuidas ao café, pela torraciio como veremos s seguir:
a) PERDA DE PESO;:;b) AUMENTO DE VOLUME; ¢} COR
DOS GRAOS; d) TEXTURA INTERNA: ¢} RESISTENCIA
A PRESSAQ.

PERDA DE PASO — A perda de péso é devida, essencialmente,
& evaporaco da Agua que o café verde contém em proporcbes
varidveis, geraimente compreendidas entre 10 a 12%, depois de
relativo periodo de armazenagem, em clima Temperado.

Até 90 a 100° C de temperatura, a dgua & evaporada lenta-
mente, depois, rapidamente, entre 100 a 130° C, e fica constante,
em seguida, para acusar queds, enfre 850 a 280° C, com a dessecacio
total aos 300° C.

A perds de néso do café, ao ser torrado, varia dentro de limites
extremos, que se situam entre 14 e 23%, em funclo da origem
botdnica, do modo de preparar oz grics no local de produclo, das
condicbes de armazenamento, das técnicas empregadas na torracdo,
ete. Nasg condigdes habituais da torracio francesa, atinge e ultra-
passa mesmo a 20%. Evidente que, em torracdes menos acentua-
dag {(americanas, alemis, efc.}, a perda de péso é inferior a esta
(ltima de 2 a 5%.
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N&o é apenas a evaporacfo da Agua & (nica responsivel pela
perda de péso do café torrado. A torracfo elimina também a
pelicula prateada ({espermoderma), na ordem de 0,2 a 0,4%, con-
forme esia exista nas fendas medianas e sdbre o grio cru, e hi,
ainda, uma reducfo, pelo ealor, de certas substéncias, notadamente
de carboidratos.

AUMENTO DE VOLUME — Rabechault, um dos colaborade-
reg de CosTE (1959), apresenta uma confribuiclo bastante instru-
tiva ao egtudo do fendmeno relativo ao aumento de volume do café,
pela torrac@o, que parece ger provocado pela expansfo de gases
{CO; e CO) que se formam nos grios, nestas temperafuras.

Seia qual f6r o aumento de volume dos grécs, éstes variam
de 30 a 100%, sendo as normas mais correntes de 50 a §0%.

A origem botédnica e o local de procedéncia sfo clementos que
parecem de primordial importincia. E sabide que, nags mesmas
condicOes de temperatura, o5 cafés da espécie grdbice aumentam de
volume, muito mais que os da espécie canephora. Os primeiros
acusam um aumento de volume de 80 a 100%, contra 30 a 7T0%
dos outros.

O guadro seguinte, constante do referido trabalho, permite se-
guir a expansio volumétrica de café ardbice colombiane, tipo Liba-
no, segundo a temperatura final da torracéo,

EXPANSAO VOLUMETRICA DO CAFE ARABICO
{(“LIBANO” COLOMBIANO)

TEMPERATURA FINAL | EXPANSAO VOLUMETRICA (%) | DENSIDADE
DA TORRACAO EM RELAGAO AO GRAO VERDE | APARENTE
215° C 9,3 0,662
2200 C 25,4 0,668
222,5° C 40,7 0,497
225° C 46,6 0,472
227,5° C 52,5 0,449
2300 C 58,5 0,429
232 C 64,4 0,411
235,6° C 72,9 0,388
238° C 80,5 0,369
242° C 85,6 0,352

(Segundo “Acidity of Roasted Coffee”, por Nat. Fed. Coffee
Growers of Colombie, 1947)
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COR DOS GRAOS — A cbr dos grios é, provavelmente, fun-
cdo do tipo do café e, de modo principal, segundo a intensidade e
duracio da torracio. Assim, os cafés torrados lentamente, & baixa
temperatura, nio fém coloracio tio acentuada quanto o3 ocutros.
(O resfriamento dos cafés, ac sairem dos cilindros dos torradores,
produzem modificaciio de tonalidades. Nota-se que a ¢br da super-
ficie dos grios se identifica raramente com aquela do produto moide,
porém é, na maioria das vézes, mais clara.

Segunde ¢ grau de torragio obtido, emprega-se um dos qua-
Hficativos seguintes: ocre, tijolo, canels, cacau, castanho-averme-
thado, castanho, castanho-escuro, grafitado, ete.

O gbste da clientela tem importéncia maior, assim é que, exis-
tem torracbes clara, média ou escura, obedecendo tantos quantog
critérics correspondentes a um determinado aroma,

Nota-ze, todavia, a necessidade, para os técnicog, de uma pa-
‘dronizaciio infernacional de eGres, pois as definicbes e apreciacies
pessoals variam aoc infinito e proibem qualguer comparacio.

Sabe-se que a clientela norte-americana prefere os cafés de
torracio clara (light roast), na costa oesfe; no interior dos Estados
Unidos e na Califérnia, dfo preferéncia & torracio média (medium
roust) ; a0 passo gue, em Nova Orleans, &€ habitualmente mais aper-
tada (full roast).

Os cafés, consumides na Franca e na Itdlia, sfo geralmente
hem escuros (French roast, Italian roast), em partienlar os Cane-
phore. Na Alemanha, ao contrdrio, a clientela prefere cafés malis
claros, blonds (Light voast e cinnamoen vouast).

Com referéncia & moagem, CostE & col. (1959) dizem o se-
guinte: “0O grau de moagem do pd do café é um dos pontos im-
portantes, pois, se é muito grosso, a adguas escoa-se rapidamente e
a bebida fica com insuficiéneia de principios aroméaticos, mais fraca
e de menor sabor. Ao conbrario, se o pd & muito fino, ao ser coado,
a agua arrasta particulas que se depositario no funde da xfcars;
a operacio se processa com lentiddo, esfriando progressivamente a
dgua e dificultando a extracfo.”

E entre 8sses exiremos que se situa a moagem mais indicada
para cada tipo de cafeteira, a saber: média para as cafeteiras de
uso doméstico; fina para os aparelhos de pressio; adequada para
0s coadores; e ultrafina para o ecafé 4 moda turca, ele.
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MenezEs & Brcupo (1960) concluiram que as sementes de
café livres dos envoltdérios, sofrem, por meios mecinicos, forracio
a temperaturas que atingem de 200 a 250° €, dando origem a for-
macio de novos produtos, principalmente aromiticos e oleosos, en-
quanto que indimeros outros consgtituintes sfo desdobrados e alguns
parcialmente destruidos ou volatilizados, de acdrdo com o grau de
torracio a que o café foi submetido.

Em seus trabalhos de rotina, examinando didriamente, ao mi-
eroscépie, amostras de café torrado e moido, para determinar o
grau de pureza do produto, concluiram gue a torragdo e a moagem
do café, destinado ao consumo internc do pais, eram irregulares,
e, mesmo, absurdas, em salguns casos.

Em milhares de exames microscédpicos constataram a existéneia
de amostras cuja coloracio do pé evidenciava a falta ou o excesso
de torracio, havendo mesmo, neste Gitime cago, algumas enegreci-
dag, demonstrando parcial carbonizacfico do produte, o que, em
consegliéncia das transformacBes dog prinecipios empireuméticos,
empresta, ao café de bebida mole (fina), gdsto amargo e mesmo
repugnante.

Os cafés pouco torrados, prejudicam o paladar e o rendimento
normal do untmerc de Xicaras, por néo terem sido ecompletadas
as henéficas transformaces quimieas, produzidas pela torracio
perfeita. o

Provaram assim a necessidade de se enquadrarem, torracio e
moagem do café, dentro de uma fsixa de coloraciio padronizada,
para o ponto ideal de torraclo, em que, limifes minimo e méximo
de tolerdncia nfo alcancem a falsa de forraco branda ou a de
torraciio excessiva, lembrando também, o inter8sse de se padronizar,
por meio de tamis, a moagem do produto.

Apds estas consideracbes téenico-cientificas de estudiosos do
assuntec, passamos A48 nossas conclusfer, frenife aos estudos rea-
lizados.

TORRACAO DO CAYE

Durante a torraco, desde a temperatura inicial até & de 100° C,
as trangformacdes quimicas e as alteracfes do grio sfo minimas,
e, praticamente, nfio interessam ao nosse estudo.
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Com a progressfio da temperatura, depois de 100° C, notam-se:
pequena transformacio no aromsa; desprendimento de vapor d’dgua;
e perda da ¢br natural, que se torna amarelada. A 150° € diminui
a resisténcia, desenvolve-se o aroma caracteristico e ligeiro aumento
de volume, com pequena perda de péso. A 200° C, a cdr j4 é cas-
tanha, o aumento de volume & notdrio, a perda de péso se acentua,
desprendendo-se vapor branco com regular intensidade. Entre 220
e 230° ¢ caracteriza-se o aroma do café torrado. Os griosg estou-
ram, pela dilatacfio dos tecidos, e as henéficas transformacdes gui-
micas atingem o ponto ideal, indicando a fase final do processo
de torracio. Neste ponto, o café torrado deve passar, Imediata-
mente, para o resfriador a fim de se evitar a torraciic excessiva.

Mantendo o café, ainda no torrador, e aumentando a tempe-
ratura, & matéria graxa existente no griio comecard a ser expelida
para a sua parte externa, tornando-o de aspecto oleoso e brilhante.

Progseguindo, ainda, o processo de torracdo, verifica-se que
og vapores se tornam cada vez mais infensos para, em seguida, se
reduzirem, ¢ o grio de café se transforma, entfo, num carvio de
cOor metalica, brilhante, de contextura esponjosa e fridvel, desapa-
recendo quase completamente o aroma.

O café exceasivamente torrado, traz sérios prejuizos, pois, os
6leos e as graxas se queimam, o caramelo produz o amargo earacte-
ristico e outros produtos empireuméaticos se formam, concorrendo
para um aroma desagradavel e até mesmo repugnante.

Durante a torracfio, até o ponto que consideramos normal para
o consumo, o café da espéeie ardbica perde a 4gua que contém, na
proporcac varidvel de 10 a 129%,

Logo apés a torracle, deniro dos pontos que consideramos
normais, o grau de umidade do grio de café reduz-se a tracos
apenas, mas aumenta 4 medida gue o produto permanece em con-
tato com o ar ou é submetido & moagem, fato gue concorre para
justificar a medida legal que limita os prazos de enfrega, ao con-
sumo piiblico, de 20 dias para o café torrado em grio e de 10 dias
para o produfo moido.

A perda de péso de Coffea arabice, cujas principais variedades
representam, praticamente, a totalidade dos cafés existentes no
pais, € normalmente de 19 a 20%, sofrendo pequenas variagdes,
gsegundo o3 processos de secagem, tamanho dos grios, grau de tor-
racdo, safra, condicBes de armsazenamento, ete,
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Bsta perda de péso corre por confa da eliminacfo quase total
da dgua existente no café cru, na proporcio varidvel de 10 a 12%,
e 0 restante, em conseqiifncia da volatilizaclio de vérios produtlos,
que se formam durante a torraclo.

0 aumento de volume varia, segundo intimeros fatdres, podendo
ser estimado entre 60 a 100% nas variedades de Coffen arabice
existenies no pais.

.

O tempo gasto na ftorracdo do café é varidvel, segundo o tipo
de forrador empregado, o processo de combustfio, a temperatura
inicial e final, 0 gran de umidade existente no café eru, o ponio
de forracho, ete.

Nos torradores alimentados por combustio a gds e ji aqueci-
dos, o tempo gasto para torraclo normal, &€ de cérea . de 15 a 20
minutos.

Feitas estas consideracfes passamos & descricio dos processos
de padronizacio da torragdo e moagem do café.

PADRONIZACAO DA TORRACAO DO CAFE

Visando 4 padronizacio da torracio do café em mnosso pals,
concluimos pela adocio de padrdes comparativos, tanto para o café
torrado em grdo como para ¢ produte moide, representados por
amostras padrdes, periddicamente renovadas, por sofrerem a acfo
do tempo, ou por folografiag coloridas como as que ilustram &ste
trabalho,

Levamos em conta, na adoglo dos padrdes, a coloracdo de mi-
thares de amostras de café torrado e moido, em condicles normais,
as quais fraduzem o critério das inddstrias de forrefacio e moagem
de café existentes no pails, atendendo & preferéneia dos consumi-
dores, e, principalmente, o real aproveitamenio dos prinecipios ex-
trativos do café, em beneficio do paladar, da conservacBo e do bom
nome do mnosso principal produto de exportacio.

A coloracio a que fizemos referénecia e que consideramos nor-
mal para a torracio do café em nosso pais, estd representada nas
18 amostras, correspondentes a foto n.® 6.

Assim, adolamos como eritério para a padronizacio da torracio
do café, dentro da necessdria tolerdncia, que val do grau minimo
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a0 gran maxime, o processo seguinte: estudamos ¢ comportamento
do café durante a torracfio, selecionando as necessirias amostras

Foto n° 8 — Amostras de eafé em pd, normalmente Indusirializadas
e gue representam os pontos de torracdsc predominantes
em nosgso pails.

que caracterizam o produto desde um ponto minimo até ¢ excesso
de torraciio; reunimos estas amostras, quer do produto torrado em
grfo, gquer do seu correspondente moido, na foto n.% 7, colorida,
cujas amostras sfc numeradas de 1 a 7, de acérdo com a progressio
do grau de torracdo.

Pelo que se verifica da foto n.° 7, a amostra n.° 4 é a que mais
se assemelha, pela coloracio, a8 caracleristicas das amostras cons-
tantes da foto n.® 6, que represeniam os pontos de torracio dos cafés,
normalmente industrializados em nosso pais.

No entanto, considerando a necessidade de uma tolerincia,
principalmente em obediéncia ao eritério, gue deve ser cbservado
no gue concerne a torraclo do eafé, admitimos, para o constino
pitblico, todes os cafés torrados ou moidos que se enguadrem entre
a coloracio das amostras de ng. 8 a 5, mencionadas na foto n.® 7.
As amostras de ne, 1 e 2 referem-se ao produtoe pouco forrado e
néo represenfam um minimo da preferéncia do pablico brasileiro.
Ag amostras de ns. 6 e 7, constantes da foto n.® 7, dizem respeito
a0 produte excessivamenie torrado, onde j4 se observa evidente
exsudaclio nos grios de café, em flagrante desacérdo com o gue é
lbgico e admissivel, para a torracfio normal. Pelo exposto, congi-
deramos normais e aprovadas as torracdes que se consgtituirem de



Foto n.® ¥ — Bele amostras de café torrade, em grée, e Suas correspondentes em Do,
até a de excesso de torracio.
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grios ou de pd de café, cuja coloragfio se enquadre entre os nimeros
3 e B, E evidenie que, dentro do admissivel pela coloracio nas
torragdes correspondentes is amostras de ns. 3 a 5, outras eolora-
ches caracteristicas, de pontos de terracfio, poderfo existir. O que
nio se pode admitir & que o grau de torracio seja inferior ao da
amostra n.° 3 ou superior ao de n.° 5. _

O padrio de torracio pode ser obtido, também, por meio de
desenho de reticules coloridos e numerades, conforme se verifica
na figura n.® 8, representando a padronizacio a ser adotads, de
acOHrdo ecom a foto n® 7,

Este desenho de reticulos coloridos deve ser mantido ao abrigo
da Iuz, a fim de melhor conservar as suas cores.

Assim, acreditamos ter proposto a padronizacio da torracio
do café destinado ao consumo phbleo em hosso pals, passando ao

Y

assunto concernente & padronizacio da mosgem.

PADRONIZACAO DA MOAGEM DO CAFE

Segundo CoOSTE & ecol. (1959), nos Estados Unidos, as normas
de “granulacio do café”’, padronizadas pela “Commeodity Standard
Division of the National Bureau of Standards”, de Washington, s&o
a8 mencionadas no quadro seguinle:

PADRONIZAGCAO AMERICANA DE MOAGEM DO CAFE

QUANTIDADE DE QUANTIDADR TOLERANCIA PARA
TIPOS CAF® RETIDOS PRLOS | DE CATE QUE OPERACAC PRECE-
TAMIS ATRAVESSA O DENTE
PR TAMIS N> 80 (%) -
|
MOAGEM 12 e 18 (*} 3 26 & 30 Minima Maxima
G i Yo o G Yo
l
“REGULAR” | 33 | 55 12 9 15
“DRIP” 7 73 20 18 24
“FINE” .... 0 4 70 30 25 40

{*; Padrfes americancs correspondentes & uma abertura de 0,065, (0,046, 0,0328
1,0232 polegadas, respeciivamente. Na classificacfo denominada “Tyler”,
estas aberturas correspondem aos famises nlimerocs 10, 14, 28 e 28, respecti-
vamente.

o

Varios autores, estudiosos dos problemas relativos & moagem
do café, limitam-ge a fazer referéneia ao tamis de 14 fios por cen-



Fig. n? § — Desenho de reticulos colerides e numerados que correspondem e podem .substimir o padrio da foto colorida ne® 7
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timetro, como o mais indicado na obiencdo de uma boa bebida, sem
maiores observacles a respeito, ¢ que nos faz acreditar tratar-se

do tamis de n.® 14, de acdrdo com a classificacio denominada
“Pyler”,

Segundo a padronizaciio americana a moagem do café estd
gituada dentro dos limites seguintes:

retencio pelos tamises ng 10 ¢ 14 (Tyler) entre 0 a 33%;
retencio pelos tamises ns, 20 e 28 (Tyler) entre 55 a 0%
vasamento no tamis n.? 28 (Tyler) entre 12 a 30%;

tolerfneia para a operacfic precedente — minima de 9 a 25%
e mixima de 15 a 40%,

O nosso ponfo de vista, fundamentado em estudos realizados,
é que a citada padronizacfo satisfaz plenamente, pois, bastante to-
lerante, poderd também ser adetada em nosso pais.

Os citados tamises necessérios & fisealizaciio do café, poderdo
ger feitos em nossas indistrias especializadas no ramo, i& que pos-
suimos o¢ dados relativos &g respectivas aberiuras.

CONCLUSAO

Acreditamos na utilidade déste nosso trabalho, fanto para a
alta administracfio responsédvel pelos problemas do café em nosso
pais, como, fambém, para a proépria indisiria das torrefacbes e
moagens do produto, que terido, doravante, um padrfo a ser cumpri-
do em beneficio da melhoria da qualidade do nosso café,

Outros trabalhos, de nossa auforia, tiveram, por parte dos res-
ponsdveis pela fiscalizacio do café, a melhor acolhida, e foram
aplicados & legislacdo cafeeira com os melhores resultados. Cita-
mos, por exempio, o método microsedpico para verificacio da por-
centagem de impurezas noe café em pd, que {80 bons servicos vem
prestande na pratica, desde 9 de dezembro de 1950, possibilitando
eliminar aguelas modalidades de fraude em nosso pals.

Eista a razfo pela qual acreditamos seja éste trabalho necessé-
rio & elaboracio da medida legal indispensédvel & fiscalizacdo da
padronizacio de torracfio e moagem do café brasileiro.

Entendemos ter prestado, assim, mails uma contribuicio ao
problema do café brasileire que tamanha influéncia econfmica e
social tem tido no desenvolvimento do nosso pals.
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Sem duvida, nio sio poucos o8 trabalhog relacionados com o
assunto, que foram omitidos, principalmente de aufores nacionais,
malgrado o nosso empenho em colhér dados informativos nas fontes
sspecializadas.

Hsta contribuicfo terd o seu mérito, principalmente para agué-
les que estio habituados a tratar dos problemas relacionados com
o café e gue recorrem a toda sorie de pesquisas, para melhor segu-
ranca e realce de seus trabalhos. No entanto, sabemos das difi-
culdades que encontram para atingir o seu escopo, sem ter a méo,
a necesgiria documentacfo bibliografica que traz uma zona de
conhecimentos inesfimaveis e imprescindiveis na realizacfio de qual-
quer estudo téenico-cientifico, fundamentado em alicerces sdlidos.

Eata é a razfo, ainda, pela qual aproveitamos o ensejo para
render as nossag homenagens aos que, de qualquer forma, estudarem
o problema em foco, pois, o ecafé é de tamanha importéncia aos
nossos interésses, por qualquer dos Angulos que o abordamos, que
t0da e gqualguer econtribuicio em sen beneficio, serd considerada
obra meritoria e patridiica.

RESUMO

08 AA., em decorréncia do servico que executam no Instituio
Adolfo Lutz, analisando mieroscopicamente, desde 1950, mais de
40.000 amostras de café torrado e moido, concluiram pela necessi-
dade da padronizacBo da torracio e moagem do café em nosso pafs,
frente as irregularidades observadag. Para tanto, consultaram fon-
tes bibliograficas especializadas e, levando em conta a opinifo de
competentes autores, fizeram experimentacdes néio s6 para verificar
o Tundamento do que ji fora realizado nesse ferreno e numerosas
outras pesquisas indispenséaveis ao perfeito estudo do problema.
Tiveram o cuidado de acompanhar o comportamento do café durante
o processo de torracdo, coletando as amostras que julgaram neces-
gérias para escalonar og ponios de torracio julgados uteis a elabo-
racho da referida padronizacio. Fundamentaram a padronizacio
da torracio do café em nosso pais, por método comparativo, com
as coloracles caracteristicas dog pontos de forracdo, ou por foto-
grafias coloridasg, e, ainda, por desenho constante de reticulos colo-
ridos que retratam as amostras.

Limitaram, com a necessaria tolerdncia, a torracio do café, a
uma faixa representada por amostras com graus diferentes de
torracio, quer do produto em grio, quer do seu correspondente em
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04, dentro do que consideram normal, segundo a e¢br do café torrado
e moido, predominante no pais, e, ainda, objetivando o seu melhor
rendimento, conservacio e gualidade,

~

No que se refere 4 moagem do produto, oz AA. indicam o
mesmo critério de padronizacfio adotado nos Estados Unidos pela
“Commodity Standard Division of the National Bureau of Stan-
dards”, de Washington, conforme quadro denoeminado “Padronizacio
Americana de Moagem do Café”, constante déste trabalho.

Acreditam que oz referidos métodos venham a ser utilizados
pela alta administracio eafeeira do Brasil, visando a normalizar a
torracdo e a moagem do café, em beneficio do paladar e aroma do

café-bebida.

SUMMARY
COFFEE ROASTING AND POWDERING STANDARDIZATION METHOD

From 1950, facing some irvegularities detected in the miero-
scopic analysis of more than 40.000 specimens of roasted and
powdered coffee, the necessity, in Brazil, of standardization of
coffee roasting and powdering is urged. A veview of the literature
is made and as advised by experts, experiments were carried on
and accurate study of the problem was made.

The follow-up of the coffee during the roasting process fur-
nished several speeimens of beang at different degrees of roasting,
and various colors which were clagsified to prepare the standard-
izotion. The comparative method of specimens with their character-
istic eolor degrees of roasting was adopted as well as lantern slides
and diagrams of those specimens. Coffee roasting limitations were
represented in a band with the allowed speeimens of roasted seeds
and corresponding powder at different stages of roasting and eolo-
ration, as the criterium of normality adopted in Brazil to reach a
greater profit, longer conservation and quality improvement.

The grinding ecriterium is the same adopted in the U.S.A. by
the “Commodity Standard Division of the National Bureau of
Standards”, Washington, as shown by the fable “Ameriean Stand-
ardization of Coffee Powdering”. The method presented ought
to be adopted by the Staff of the Brazilian Coffee Administration
to regulate roasting and grinding and to improve flavor and aroma
of the coffee drink.
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O LEITE: COLIMETRIA, FOSFATASIMETRIA E
CONTAGEM GLOBAL
Consideractes a respeito da detencdo de irregularidades na

linha de pasteurizacio do leite, pela utilizacdo das provas
colimétricas das diluicdes ¢ concentracoss crescentes

Arsxaxpae MrLno Finao (%)

No vasto menu gue a natureza pos so aleance do homem para
que renovasse as energins gastas na luta pels vida ou para que
servisse de argamassa de constifuicdo de seu proprio organismeo, na
Tase de crescimento, ¢ leite, como alimenio plastico, fem o primado
indisecutivel.

Noszso regime alimentar & classicamente, desde os tempos colo-
niais, gen&os proteoprivo, pelo menos hipoprotéico. Hi oz que plei-
teiam a favor de urma alimeniacfo pobre em ecarnes e ovos sob a
atirmativa de que a proteinizacfio da alimentacfo, que se vem veri-
ficando nos paizes de maior vitalidade econdmica, se acompanha de
uma patologin especial, com predominio da hinertensfo arterial e
do diabetes,

Ha, também, o8 que invocam ¢ wvasto capitulo de afeccdes
proteinopénicas, em gue avultam o edema de fome e a tuberculose,
e sob o aspecio morfolégico a pegquenez da estatura e o atraso da
puberdade, Nio importam questdes doutrindrias ou polemizacbes
de tipo académice. O cerlo é que, de todos os tempos, na construcho
do edificio animsl, e na manutencio equilibrada do sen funciona-
mento, o leite & matéria prima definitiva. Afé no mundo micros-
copico é o leite substrato de extraordindrio potencial nutritive, pois
constiiui para a imensa e variads flora microbiana, fator engenédtico
de erescimentc e difusio.

{*)  Bacteriologisia da Cooperstiiva Ceniral de Laticinios. Médico do Hospifal
Municipal ¢ Assistente da 6. Medicina de Homens do Hospital Ceniral da
Santa Casa (Servico do Dr. Alexandre Mslla),

Recebido para publicacdo em 20 de dezembro de 1960,
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Junte-gse ao fato, cireunsténcia de que, pelas suas proprias
condicBes de produchio, em fonte animal, em ambiente de higiene
primitiva, inevitivelmente é o leite um vasto caudal onde erescem
e ge reproduzem assustadoramente centenas de mithares de células
bacterianas, em ondas que se sucedem a cada quarte de hora, de
novas geracdes de extrema prolificidade (FFosTER & col, 1957
HaMMER & col, 1957). E a flora banal do leite, germinagbes pa-
cificas que apenas atuam sbbre a gualidade do produte, a sua con-
servacfio, o seu organcleptismo. Mas hi também a interferéncia
da flora de luta, dos patogénicos, que promovem incursbes devas-
tadoras e mortiferas contra a sobrevivénels humana, Entre nods,
em 1938, MELLO & MASTROFRANCISCO evidenciaram a presenca do
bacilo da tuberculose vive e virulento, no leite de consumo da Capi-
tal, entregue cru 4 populacio. Poueo tempo apds, RANGEL PESTANA
(1942), publicava o resultado de suzs verificacdes, tendo isolado
o Mycobucterium tuberculosis do ilquido céfalorragueano de erian-
¢as eom meningite tuberculosa. E ésge germe era de origem bovi-
na, FEsses trabalhos, feitos na measmsa época, fecham o ciclo e
caracterizam perfeitamente a perigosa decorréncia das contamina-
coes de um produio alimentar que é o principal artifice da criacio
da vida humana e animal. Note-se que, por feliz circunstidneia, o
bacilo ds tuberculose nio tem a propriedade de se vepreduzir no
leite (Stand. meth. exam. dairy prod., 1953}, Esta fol uma eitaclo
a 8smo, porque muitos eapitulos da patologia poderiam ser desdo-
brados com enumeraces désse tipo, objetivando outros morbos. E
nesta altura que intervém a func¢fo saneadora e salvadora da pas-
teurizacio, eujo efeito fundamental, como téenica industrial, inciuida
no dominio dos preceitos bromatolégicos, & ndo g6 a profilaxia das
contaminacBes humanas, como, também, a transmissio ao produto
da durabilidade necessaria A distribuicfio e ao consumo. Segundo
VILLARES (1959), os resultados obtidos na estacfio Experimental
de Laticinios de Hillerod, na Dinamarca, pelos processos recenies
de pasteurizacio, na destruicio de 99,4 a 99,99 por cento dos ger-
med banais e 100 por cento dos germes pafogénicos do leite, com
leves modificactes nas proteinas soliveis, vitaminas e outros ele-
mentos termsolébeis, recebem continuas confirmacdes em diferentes
centros de investigacBes cientificas de varias partes do mundo.
Em Sio Paulo, com magquinaria moderna, a grande maijoria dag in-
distrias, empregando o processo de pasteurizaciio rapida com agque-
cimento a 73-75° C, no periodo de 15 a 20 segundos, de achHrdo com
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Rocicxk (1959), cem por cento dos germes patogénicos do leife e
cBrea de 99,82 a 999 por cento dos germes banais sdo destraidos.
Pelo exposto, chega-se & conclusfo de que é o objetivo primordial
dos Servicos de Baude FPdblica, promover a distribuicio de um
produto de acurado padrio organoléptico & bhaixo teor microbiane,
porque, embora uma elevada contagem nfo prove, obrigatériamente,
a presenca de bactérias patogénicas, indica, certamente, a acio
isolada ou conjunta de fatéres diversos tais como: a contaminacio
na fonte de origem, transporte sob insatisfatorias condiges de
frigorificacio, pasteurizacio técnicamente deficiente ou recontami-
nacdo posterior ao beneficiamento (MeLLO FiLzo, 1958; MeLLo,
1943). Entretanto, sabe-se que o Regulamento Federal (Reg. Insp.
ind. — Berv. Inf. Agric.,, 1953), nio tem padrio determinado para
o leite eru quanfo aos coliformes e a contagem global, estipulando
apenas gue o produto ndo deseore o azul de metileno (prova da
redutase), em tempo inferior a duas horas e meia. Nao obstante,
em vérias cidades da Franca, Noruega e dog Egtadog Unidos, ado-
ta-se um apurado padrieo bacterimétrico de 100.000 germes por ml,
embora refira VILLARES {1959), a freqiiéneia com que észe severo
indice é atingido ou suplantado. Na [tdlia e Bélgica, contém o
leite eru, em média, 18 milhdes de germes por ml e no Egito
(Alexandria), ¢ nas Ilhag da Madeira (Funchal), um achado de
150 milhGes é fato comum (VILLARES, 1958). Em Sao Paulo, em
1943, consignava MELLO, os valores de 50 a 100 mithGes, e, atual-
mente, para o leite vindo das fazendas, nos entrepostos do interior,
e para o produte chegado & Capital, verifica-se, em média, o teor
microbiano de 8 a 30 milhdes, respeciivamente, o que nfio deixa
duvidas quanto & melhora verificada na qualidade do leite. Tam-
bém o indice limite, estipulado para o leite tipo C — 300.000 ger-
mes por ml — fornou-se um valor extremamente complacente em
virtude dog aperfei¢ccamentios tecnoldgicos do beneficiamento e hi-
giénico-sanitdrios na producdo. De fato, estatisticas elaboradas
por técnicos do Departamento da Producfio Animal, revelaram que
88,8% do produte examinado apresentaram contagem inferiores a
160.000 germes por mi, um padrio adotado em muitas nacbes do
mundo, e que 91,1% das amosiras do leite tipo C mostraram a
auséncia de coliformes em 0,1 ml, indice idéntico ao exigido em
muitos paises mais avancados em questdes de Iatieinios (VILLARES,
1959; Rocick, 1959).
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OBJETIVOS DESTA PUBLICACAO

Feitas estas consideracdes inicizis, passaremos ao assunfo déste
trabalho, que constard de uma breve vecapitulacio dos processos
colimétricos e fosfatasimétricos comumente empregados nos labo-
ratérios de contrble sanitario do leife, com um estude eritico a res-
peito e comparative em relacdo a um outro processo colimétrico, o
das diloicdes e concentracdes crescentes, por nds proposio em 1951
{MELLO Fingo, 1851}, ilustrado por exemplos gue nfo deixam do-
vidas quanto & superioridade destas Gltimas provas na delencio de
irregularidades na linha de pasteurizacgio, e, principalmente, na
promocdo da sua profilaxia. Segue-se uma andlise comparativa das
estatisticas numéricas das contagens globais em &gar padrio, em
relacio aos indices colimétricos.

Como fecho, um breve ensaio experimental, fazendo o confronto
do valor da colimetria e da fosfatasimetria na acuidade da deter-
minacio de peguenos desvios da téznica de pasteurizagho, traduzin-
do-se por subpasteurizacio, e da recontaminacfo do leite devida-
mente beneficiado deniro do préprio pasteurizador, ailravés da
mistura indevida com peguenas fragles do leite cru, gue, nestas
condiches, agiria como um verdadeiro “inoculum”™.

COLIMETRIA B FOSFATASIMETRIA — PROCESSOS
ROTINEIROR

Desde gque ndo seja vidvel o emprégo de métodos rotineiros de
contréle e idenfificaclio da presenca ocasional de germes palogéni-
cos, como indice de um tratamento higiénico adequado, convencio-
nou-se utilizar o teste da verificacdo da presenga presuntiva dos
coliformes no leite e a prova guimica da fosfatase, como evidéncia
da eficiéneia maior ou menor dos trabalhos exscutados.

Die fato, o= germes patogénicos mals eomuns, exiuidos 08 espo-
rilados, sie destruides a temperaturas inferiores aquelas requeridas
para eliminar os coliformes e inativar a fosfatase, um fermento
termoldbil que ocorre normadlmente no leite cru.

Yerifica-gs, poig, que um feste negative, indicando a destruicéo
da fosfatase no leite beneficiado, nio 36 € uma certeza da auséncia
de germes patogénicos, coms uma afirmativa do tratamento térmico
adequade, podendo igualmente a fosfalase revelar recontaminacles
posteriores pela mistura com guantidades detectiveis de leite cru.

Pelas mesmas razdes, niio sobrevivendo os coliformies, em ni-
merc aprecidvel, a uma pasteurizacio bem conduzida, o teste posifivo
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indica sempre uma recontaminacio, sendo a prova t8o ssletiva gue
permite a detencfo dagueles microorganismos mesmo guando se
constituam peguena percentagem da flora global

Em faze do exposto, conelui-se que, com a prova da fosfatase
como indice de adequade pasteurizacfo e o teste para coliformes
como afirmativa de recontaminacio, poderemos, seguramente, ter
uma poderosa visio de conjunto de 16da a linha de pasteurizagio e
uma acurada noclo topografica da sua sanidade segmentar,

Entendendo-se por pasteurizacBo a destruicio toial da flora
patogénica com reduclo do feor microbiano global, sem prejuizo
sensivel nas propriedades fisico-quimicas, bioquimicas e organoléepti-
cas do produto, passaremos a ahalisar o leite fipo C, objeto dos
nossos estudos, que obedece, como ja foi visto, &s sepuintes deter-
minaches regulamentares: auséneia de coliformes em 0,1 (um dé-
¢imo) de mi: contagem global inferior a 300,000 germes por mi;
e conirdle obrigatério do teor enzimatico em fosfatase e peroxidase
{Reg. Insp. Ind. — Serv. Inf. Agric., 1953; LoOPES, 1954).

E da rotina dosg gervicos de contrdle sanitdrio do leite, para a
colimetyia, a semeadura do produio em meio bile-lactose-verde bri-
hante, com fubos de Durham invertides, lides os resuliados apods
48 horas, = 3 horas, de permanéncia em estufa a 82-35 ¢ C {Stand.
meth, exam. dairy prod., 1983).

Para a contagem da flora global semeia-se o leite e placas
de gelose padrio. Entretanto, 6 importante salientar o cardter de
estimativa déstes dols métodos, sujeitos a erros freglientes dos
quais o principal é o originado pela imperfeita distribuicio das
bactérias na amostra examinada, causando, portanto, pela sua malor
ou menor densidade na parcela semeads, falsos resultados positivos,
ou enganadoras respostas negativas,

Déste conceito, tira-se a nogdo da obrigatoriedade da extensiio
dos exames ao malor ntmero possivel de fragdes da amostra em
estudo.

De fato, exemplificando, suponhamos que uma dada amostra
contenha 1 coliforme por ml, nessas condicdes cérea de 37 por cento
dos tubos de fermentacfo contendo 1 ml podem zcusar resuliados
regativos, o que ndo acontece se langarmos mao do concurge de 5
tubos, semeados com 1 mi (Stand. meth, exam. dairy prod., 1983;
Stand. meth., exam. water. .., 1955}

Com a utilizacfio dos 5 tubos, em apenas 1 por cento dos casos
ocorreria um resultado completamente negafivo, mas, mesmo nessas
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condicles, a precisfo dog resultados obtidos nio é de alta ordem,
obrigando o analists a grande ponderacio gquande se inferpretam,
em térmos de significacfio sanitdria, os resultados obtides com a
utilizacBo de poucos tubos em cads diluicAo da amostra (Stand. meth.
exam. dairy prod., 1953; Stand. meth. exam. water. .., 1955).

Pela mesma razio, para a maicr acuidade na avaliaclio dos
resultados consignados, faz-se necessirio o exame seriado do pro-
duto pelo menos em 3 ou 4 amostras, cothidas em dias diferentes,
em husca de um resultado médio (Stand. meth. exam. dairy prod.,
1953},

Na verdade, o préprio Regulamenio estipula que as sancbes a
serem aplicadas no caso de discordincia com o texto legal, ultra-
passando o padréio permitide, devam aguardar a totalizacio de 3
andlises sucessivas, ou 5 inierpoladamente em discordéineia, no
pericdo de um més, o que além de tudo, permitiria as providéneias
saneadoras necessarias.

Na roting dos servicos piblicos de conirdle sanitario do leite,
tomam-ge amostras em cinco situacbes diferentes: 1.° — no tanque
de recepcfio do leite cru; 2.° — na torneira do pasteurizador (nos
nrocessos rapidos, apds a refrigeracdo); 8.° — nog iangues esto-
ques; 4.° « na maquing de engarrafar; 5.% -~ na maguina para
eolocacho de tampas (MELLO Fiogo, 1951; Lores, 1950).

Fsta segmentacio da linha de pasteurizacio fem a vantagem
de oferecer, ao analista, indicacfio exata, topografica, da contami-
nacio do produto ja beneficiado, e, se 0 mesmo fol convenientemente
pasteurizado, facilitando o iratamento local higienizador, através
dos processo mechnicos, fisicos e quimicos conhecidos.

No conlrdle dos coliformes do leite pasteurizade, tipo C, pars
o produto colthido no préprio pasteurizador e nos tanques estoques,
segue o 6rgio oficial competente, o método da semeadura em 1,8
ou b tubos de fermentagio, nas parcelas de 0,1 ¢ 1 ml, e 0,1 ¢ 0,2 m!
para o produto quando engarrafado.

Na Inferpretaciio dos resuliados, a verificacdo nessa série, de
um 86 tubo gageificado, é o suficiente para estabelecer, por motivos
logicos, baseados na interpretaciio do texio da lel, a presenca pre-
suntiva indesejavel do coliforme.

Ussa resposta presuntiva pode-se transformar como informacio
adicional, em fraduciio exata, pelo exame completado, pela semea-
dura désse material em meios especiais de identifieacio, com a
devida exclusfio da presenca de esporulados, Desde que mais de
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ESTIMATING COLIFORM GROUP DENSITY

TABLE 21b—TABLE OF PROBARLE NUMBERS (MPN) PER 100 ML OF SAMPLE.
Using 5 Tubhes

With 190, 1 and 0.1 ml Volumes

POS * POS * | POS * | POS * | POS* | POS *

MPN MPN| {MPN {MPN MPN || MP
10101 10141 1010.1] REREE i Wwiod! 10101

t
pecl 0 (1006} 2 |200; 45i!300| 78!400! 13 500 22
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015,11 [115)14 [216|18 [315 |27 415 42 | 515|130
020 37 120 61 220] 93320614 420] 22 520 49
621 55 121] 8222112 321,17 |421| 26 |521] 7
022 74;122/10 222,14 ;322/320 |422| 32 522 9%
G283 921123112 223[17 |3283!2¢ 423 38 523120
02411 124115 22418 324027 (424! & 524150
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043113 | 148,17 [ 243]23 (34382 1443 b4 543280
044115 |144[19 |244(35 344[3 [444] 62 544 350
045117 | 14522 24528 | 34540 445 69 {545 430
650 94150713 1250117 (350735 |450] 4 |55¢]240
9511 | 151115 25120 | 851120 |453%) 48 551|350
05218 | 15217 252123 | 352(32 452 56 | 552540
05311 | 153]19 |253 ;26 35337 [453] 64 5523]0920
054117 | 154122 (254120 [354 41 4547 72554 1600
6565519 | 15524 |255 |32 |[355 46 455 81 |555 2400+
1 ; 1

¥y Number of pesitive tubes with each of 3 volumes used,

TABELA N.° | - Tabela dos mais provavels nitmeros (M.P.N.}, de coliformes,
em 100 mil da amosira, usande 5 tubos (Stand. metln exam, dalry prod., 1958).
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um organismo coliforme possa ser responsavel peln positividade de
cada lubo, muitas vézes além da andlize qualitativa, lanca-ge mio
da pesquisa quantitativa, baseada no principio de que o provivel
ntimero dog orgsnismes é uma funcdo logaritmica dos resuliados,
quando as fracdes testadas sfo da ordem decimal (Stand. meth.

exam. dairy prod., 1953; Stand, meth. exam. water..., 1955).

Para tanto, é suficiente semesar o leile em uma série de 3 ou
5 tubos, nas quantidades de 0,1, 1 e 18 ml, e procurar interpretar
o8 resultados de acdrdo com tabelas preexistentes, indiecativas dos
mais provavels nimeros (M.P.N.), de coliformes em 100 ml, se-
gundo HosgINg {1938, 1934), e og trabalhos basicos de MAC-CRADY
(1915, 1918},

O emprégo déste processo fornece, ns maioria das vézes, uma
hoa no¢io do grau da poluicio da amostra examinada, mas leva,
a0 nosso ver, o analista ao enconfro de uma série de resuliados

paracoxais. De fato, entre a primeira possibilidade — 15 fubos
negatives — indice de zero coliformes em 100 ml ¢ a extrema —

15 tubos positivos — traducfio da presenca de 2.4060 on mais orga-
nismos, existem na tabela valores gradativamente mais ou gradati-
vamenie menos em contrapesicdoc com o critério do bom senso,
chegando a ser admitida a possibilidade de resultades acusando b
tubos positives para 0,1 mi e o8 demais completamente negativos
para as quantidades maiores de 0,1 ¢ 10 ml

Porém, na pratica correnle, estas incongruéneias néo sfo obser-
vagas e a tabela funciona, para a média dog casos, perfeitamente,

O METODO COLIMETRICO DAS DILUICSES E
CONCENTRACOES CRESCENTES

)8 processog vistes, adotados, visando o contrdle do teor de
coliformes, quer o gualitativo da presenga presuntiva ou completa-
do, e mesmo o quantitative (M. P.N .}, apenas registram a situacio
atual dessa flora, a sua presenca no momento do exame e portanto
quando o leite pasteurizado ja se acha, “ipso fais”, contaminado.
Entrefanto, ag lelfuras das amostras cfo feltas apds 48 horas da
semeadura e, mesmo qgue pudessem ser efetusdasz imediatamente,
como no métode de DBreed, nfo sendo permitido a repasteurizacio
do produto, o mesmo seria entregue ao consumo em conlravencio
43 exiglneias regulamentares.

As providéneias decorrenfes dos exames s80 gempre “a poste-
riori”, para o leite do dia cu dog dias seguintes. De modo que, a
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instituicBo de um processo que permitisse a previsfo dos resultados,
de maneira a enireter o leite estritamentée deniro dos padrdes
legais; ou, mesmo, com uma aprecidvel margem de geguranca man-
tida acima das limitacdes regulamentares, seria de inestiméavel valia,
sobretudo levando-de em conta o fato de que as disposicOes da lei
estabelecem uma rigorcsa e continua vigildncia s6bre t6da a linha
de beneficiamento do produto.

0O METODO DAS CONCENTRACCES CRESCENTES

Ao lado da téenica comum da semendura em bile-lactose-verde
brithante, do leite pasteurizado colhido nos pontos cldssicos — tor-
neira de pasteurizador (T.¥.), tanque sstoque {T.E.), leite en-
garrafado (L. K.) — e submetido &s diluicdes de rotina, fazemos,
também, a semeadura dessas mesmas amosiras, nde diluides, ao
contrario, em concentragfes crescentes, em 3 tubos para cada se-
meadura, & razdo de 1, 2, 4, 6, 8 e 10 ml e lidas nas mesmas con-
dicdes, apds 48 h em estufa a 35° €. (g métodos que trabalham
eom leite diluide — rotina dos laboratérios — informam sbbre as
condigfes atuais do beneficiamento, sbbre a eficiéneia da maquina
pasteurizadora no ato do beneficiamento do produto ou a acuidade
da higienizacio dag canalizacdes, dos tanques-estoques, dag maquinas
de engarrafar.

Os vesultados obtidos pelo méfodo das concentracbes crescentes,
procedido num leite “in natora”, nfo diluido, propde-se 8 esclarecer
s6bre a situacdo de 18da & linha de pasteurizaciic prevendo, com
24, 48, 72 horag de antecipacho, og desviog que o teor colimétrice
do leife ird sofrer, possibilitando, em consgeqiiénela, ag devidas pro-
vidéncias. '

- Bealmente, no processo comum das diluigbes, de acirdo com
os resultados oblidos, o leite é classificado come corrvespondendo ou
ndo ac padrio legal sem outra qualquer golucdo, sujeitando-se ag
uginas s sanches legais. Hesultados satisfatorios de um dia néo
permitem para o dia seguinte, nem siguer para o mesmo dia, em
outro eiclo de pasteurizacfio, ou, até em outra amosira do mesmo
leite, verificacfes idénticas, podendo haver largas flutuacles nas
ieituras.

Pelo método das concentracles, por nds proposto em 1951
{MELLO FILILO, 1951), tals surpresas desaparecem, o trabalhe do
beneficiamente do leite corre em seguranga na previsfo estudada
dos resultados Futurcs. Semeado o leite em concentracdes crescen-
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tes: 0,1 -1 -2 -4-6-8-10 ml, e até mals, vai-se obter um
teto de seguranca fixado pelo tubo anterior aquele que resultou
positivo.

Obtida a gasogenia, usando os coliformes como teste, v.g., no
tubo de 8 m! de leite, o teto de seguranca estard na altura do tubo
de 6 ml, sendo as semeaduras de 0,1 - 1 - 2 - 4 - 6 chamadas de
margem de seguranca do produto e 6 ml o teto de seguranca do
beneficiamento do produto.

A proporgBo que o teto val baizandoe, diminuinde portanic a
margem de seguranca, serfo intensificados os trabalhos de desin-
fecefio da aparelhagem, a regulacio mais exata da temperatura e
da velocidade de trinsito. Dentro désse critério, o leite beneficiado
de um dia é o teste da eficiéncia do beneficiamento do dia subse-
giente. Com um teto de seguranca mantido em bom nivel, na altura
de 4 a 6 ml de leite, o3 trabalhos das usinas correrdo com satisfatoria
margem de garantia. Excluida a possibilidade de ocorréncias de
momento, de major gravidade, guer nos parecer que o método fun-
ciona com razodvel repularidade e eficiéncia. Transcrevendo uma
ficha do nosso assentamento, relativo a um exame global do leite
temos o seguinie.

Ficha n° 85 —

1.° segmento — ILeite cru, de Roseira, tipe C.
10 mithdes de colénias por ml (em placa de gelose-
-padrio).
Coliformes positives em 1 x 100.000 ¢ 1 x 1 milh8o,
Coliformes negativos em 1 x 10 mithdes.
Prova da peroxidase -+----

2.9 segmento — T, P. (Pasteurizador).
Método comum das diluicdes: coliformes negativos
em 5 tubos a 0,1 mi
Métode das concentracles:
a) Margem de seguranca: coliformes negativos em
1-2-4 -6 ml;
coliformes positivos em
8 ml
by Tefo de sgeguranca: igual a 6 ml

3.2 segmento — T. E. (Tanque estogue).
Método comum dag diluigles: coliformes negativos
em 5 tubos a 0,1 ml
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Método das concentracdes:

a) Margem de seguranca: coliformes negativos em
1-2-4mi;
coliformes positivos em
et 6 e 8 ml

b} Telo de seguranca: igual a 4 ml

4.% gegmento — L. K. (Leite engarrafado).
12.060 colénias por ml
Método comum das diluicfes: coliformes negafivos
) em 5 tubos a 0,1 ml
Método das concentracdes crescentes:
a) Margem de seguranca: coliformes negativos em

1-2 -4 ml;
coliformes positives em
6 - 8 ml

by Teio de seguranca: igual a 4 ml

Prova da peroxidase: -+

Prova da fosfatase: menos de 1 unidade azul Scharer,

Verifica-ge o elevado teor da margem de seguranca. Em caso
de pioramento progressivo das condicbes higiénicas da linha de
pasteurizacdo, muito antes de ag deficiénciag se exteriorizarem com
os resultados do método das diluicdes, comecam a ineidir sbhre os
indices do método das concentracdes crescentes, rebaixando o teto
de seguranca, dando margem suficiente para as medidas cerretivas,
nos setores indicados pelos resultados das respectivas amosiras.
Exemplificando:

Ficha n.? 182
1.% segmento - Leife cru de Jacarel, tipo C.

15 milthdes de coldniag por ml

Coliformes positivos em 1 x 100.000 e 1 x 1 milhdo,

Coliformes negativos em 1 x 10 milhoes.

Prova da peroxidase: +-}-+

2.° segmento — T. P.
Método das diluicdes: coliformes negatives em 5
tubos & 0,1 ml

Método das concentracfes:

a} Margem de seguranca: coliformes negatives em
1-2-4-6-8ml;
coliformes positivog em
10 ml.

b} Teto de seguranca: igual a & ml
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3.% segmento — T. E.

Método das diluigSes: coliformes negativog em 5
tubog a 0,1 ml

Método das concentracdes:

a) Margem de seguranca: coliformes negativos em

1-2-4ml;
ecoliformes positivos em
6 -8 - 10 mi

b) Teto de seguranca: igual a 4 ml
4.9 gsegmento: L. E.

13,600 colonias por mi
Método das diluicBes: coliformes negativos em 5§
tubog a 0,1 ml

Método das concentracdes:

a}) Margem de seguranga: coliformes hegativos em
1 -2 mi;
coliformes positivos em
4 -6 -8 -10 mL

by Teto de seguranca: igual a 2 mlL

Prova da peroxidase: +4
Prova da fosfatase: menos de 1 unidade Scharer.

Teto de seguranca igual 2 8 ml no 2.9 segmento, a 4 ml no 3.°
segmento e iguzl a 2 ml no 4.° segmento. Contaminacio localizada
no trecho correspondente & canalizacfio que transporta leite do pas-
teurizador acs fangues de estogue ou nestes. Essa conclusio nfo
poderia ser feita sob a orientaco das provas simples das diluigdes,
que apenas acusel:

2.9 segmento: T.P. — Coliformes negativos em 5 tubos a 0,1 ml.
3.2 segmento: T, B, — Coliformes negativos em 5 tobos a 0,1 ml
4.% gegmento: L. E. — Celiformes negativos em 5 tubos a 0,1 ml

O leite teria sido dado como de bom teor coliférmico, nio se
podendo suspeitar da anomalia, ocorrente em cardfer progressivo,
até o memento em que se apreseniasse na diluicds de 0,1 ml, o que
o retira do padrio minime exigide. O método das concentracies
é preventivo, faz a profilaxia das infracdes regulamentares; o mé-
todo das diluicdes é o método dos fatos consumados. Nos casos
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porém em que o teste presuniivo para o coliforme seja positivo ja
nas diluigdes habituals — 0,1 mi para o leite fipo C — desaparecem
as indicactes do métode das concentracdes proposto, que ja ndo
terd aplicacdo. Sucede fregiientemente, que, apesar de todos os
cuidados e da atencio a todos os requisitos de ordem téenica, a
presenca de coliformes persiste, ndo havendo recursos, nas rotinas
usadas, para prever a evolucBo da melhoria ou da plora de tal
situacéo.

O METODO DAS DILUICOES CRESCENTES

A fim de atender & sse aspecio do problema é que propusemos
o método das superdiluigles, que é exatamente um processo inverso
ao das concentracdes crescentes. Néle usam-se diluicbes inferiores
as habituais, em busca das margens de seguranca negativa e do
teto de seguranca negativo. A proporgio que a negatividade do
teste {6r corrende, os tubos, de baixo para cima, da diluicdo menor
para a maior, estamo-nos aproximando da normalidade funcional
da aparelhagem ¢ é&sses resultados guiam e orientam os trabalhog
de desinfecgio e regulacio da pastenrizacido. Pelo método rotineiro
das diluicdes, comumente adotado, obteriamos sempre a cada medida
higiénica indicada, um inexpresgive resultado: coliformes posgitivos
em 5 tubos e 0,1 ml. E bem verdade que, dificilmente, na pratica
correnfe, chega-se a empregar o processo das superdiluicdes, pois
as medidag saneadoras costumam ser rapidas e de tal modo efetivag
que se fazem sentir imediatamente apds o resultado desfavorivel
que colocou o leite fora do padrioe. Com a utilizagio rotineira, desde
1950, do método das concentracdes crescentes, em o nosso laborato-
rio de eontrole sanitdrio do leite, na Cooperativa Central de Lati-
cinios, abrangendo pols wm decénio de observac¢les, ndc pudemos
deixar de consignar a exceléncia do processo na pratica corrente,
e, principalmente, quanto & sua finalidade profilatica. Pela orien-
tagdo gue adotamos, semeando o leite tipo C, em zérie de 21 tubos
am escala crescente — 0,1 -1 -2 -4 -6-8 .10 ml — |, com trés
tubos de fermentacio para cada valor, promovemos a fus@o har-
moniosa dos trés métodos: o gualitativo, da presenca presuntivo,
o quantitativo, que estabelece o mais provavel niimero, e o profila-
tico, das concentracdes crescentes, num verdadeiro “check-up” da
linha de pasteurizaciio. A leitura dos mais proviveis ntmeros, com
v emprégo de 3 tubos, pela utilizacio das semeaduras de 0,1 — 1 e
10 ml, contidas naquela série, é interpretada por tabela espeeial,
correspondente, gue passamos a lranserever:
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TABLE 21c—TABLE OF MOST PROBABLE NUMBERS (MPN)
PER 100 MI. OF SAMPLE

Using 3 Tubes
With 19, and 0.1 ml Volhunes

No. of positive tubes & No. of positive tubes

in dilations MPN per in dilutions MPN per

10 mL L Iml | 81ml Wmi [ ITml |6l mL

i i i H
0 0 0 2 0 0 9.1
0 4 i 3 2 a H 14
0 0 2 o] 2 g 2 20
0 0 3 ) @ 0 3 26
0 1 0 3 2 1 ¢ 15
0 1 1 6.1 2 1 i 20
G 1 2 9.2 2 i 2 27
G 1 3 i2 2 i 3 34
0 2 0 6.2 2 2 ¢ 21
H] 2 1 9.3 2 2 1 28
0 2 2 12 2 2 4 35
\} 2 3 146 2 2 3 42
0 3 0 9.4 2 3 ¢ 29
0 3 1 i3 2 3 1 36
0 3 2 15 2 3 2 44
0 3 3 19 i 3 3 53
i 0 g 386 3 ¢ 0 23
i 0 1 7.2 3 0 1 39
1 0 2 11 3 @ 2 64
i ¢ 3 15 3 0 3 95
i 1 G 7.3 3 1 G 43
1 1 i 11 3 1 1 5
1 1 2 15 3 1 P 120
1 1 3 19 2 ! 1 3 160
1 2 g 11 3 2 0 93
i 2 1 15 3 2 1 150
1 2 2 20 3 2 2 210
1 2 3 24 3 2 3 280
1 3 & 15 3 3 G 240
1 3 1 20 3 3 i 460
1 3 2 24 3 3 2 1100
1 3 3 28

TABELA N2 2 — Tabela dos mais provaveis ntumeros (M.P.N.}, de coliformaes,
em 160 mi da amostra, usando 3 fthos (Stand, Meth, exam. water..., 1956,

Como ficou consignado, perfazemos entiio, uma série de 21 tubos
utilizando 3 tubog para cada volume semeado e estabelecendo o
resultado pela leitura da parcela maior & menor.

0 24 Bfb— 6 4 2 Z e (] e

,
_ O teto de seguranca no caso, é o de 4 ml e a margem de 0,1 a
4 ml.  As vézes, entrefanto, podem surgir situactes aparentemente
incongruentes, como a que vamos apresentar:

Wi+ 84— f——— 4 2 I — e 1
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Fazemos a leltura estabelecendo em 2 ml o teto de seguranca,
pois, de actrdo com o critério do préprio “Standard Methods”,
gquando duas ou mais amostras sho comparadas, a que melhor indiea
a estimativa microbiana, possivelmente também serd a que mais
bactérias contém. Transportando o raciocinio para o caso presente,
o tubo contendo 6 ml de leite falhou na sua aclo de vigildnecia, pela
irregular distribuicdo dos coliformes, embora contendo uma parcela
maior do material semeado. N#o se pode, entretanto, negar, em
eomparacio com ésse resultado negativo, que o tubo seguinte —
4 ml — gaseificou-se porque havia, presuniivamente, presenca de
colifermes. Para determinar, nos exemplog apontados, o mais pro-
vavel ndmero de coliformes, procuramoes nos valer da tabela eorres-
pondente, lembrando gue, se os trés tubos contendo 10 ml! haviam-
se positivado, og demals se mosiraram negatives tanto para 1 como
para 0,1 ml (3/8, 0/3, 0/8). Encontramos, como resultante, o
M.P.N. de 23 coliformes por 100 ml ou sejam 2,3 por 1,0 ml

Com a utilizacdo de B tubes, em circunstiancias semelhantes,
igto &, 5 tubos positivos para 10 ml e os demais negativos, verifica-
mosg, na tabela adequada, que o nimero encontrado é o mesmo. A
identidade de valores entre as duas verificacdes, no entanto, como
facilmente pode ser verificado pela comparacio dos dados das tabe-
las do M.P.N., usande 2 ¢ 5 tubos, nem sempre é absoluta, sendo
mais ecomum obterem-se resultados aproximados, embora hastante
coerentes (ver tabela n® 1 e 2).

Enftretanto, ao expor ¢ método por nds idealizado, encontramos
muitas vézes a argumentacio de que a prova é excessivamente dis-
pendiosa, por se valer de 21 tubos e que com 9 tubos de fermen-
tacio (M.P.N. usando 8 tubos para cada volume semeado), ou
mesmo 15 tubos (M.P.N. usando 5 tubos), pode-se realizar ope-’
racio semelhante, de cardter igualmente profilatico, baseado no
aumento numérico progressivo dos ecoliformes. Realmente, & pri-
meira vista a argumentacfio é poderoga, mas, pela longa pratica
adquirida a respeito, sabemos gue o método do M.P.N. também
dotado de elarividénecia, nem sempre conseguiu detectar, com pre-
cisfio, as situacbes andmalas ocorridas, acusadas exclusivamente pelo
processo das coneentracdes crescentes. Documentaremos a afirma-
tiva com fato ocorrido na seccdo de tangues-estogues da Cooperativa
Central de Laticinios. Como rotina de laboratério, colhemos e se-
meamos amostras do leife cru, pasteurizado, dos tanques, e, no
engarrafamento, com resultados coerentes em gituacdes normais.
Enfretanto, certa ocasifo, ao examinarmos fanques-estogues, cbser-
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vamos um resultado divergente: sele tanqgues isotérmieos, em média,
apresentando os seguintes dados:

oo B B 4 e 2 e Lo D emnem e
{M.P.N. igual 2 23 coliformes em 100 mi).

Porém, ja para o oitave recipiente da série, recebendo o mesmo
leite pasteurizado, a resposia coliforme fol bem diferente, deno-
tando evidéncia de contaminacio no local.

Wb B 8 e 2 JESUUEN (AU § 1 QR —
{(M.P.N. igual a 23 coliformes em 100 mi),

N

Com os valores apresentados a luz da tabela do B.P.N., en-
conframos o mesmo e inexpressive indice numérico - 23 coliformes
-, sem evidenciar o ocorrido, o que vem demonstrar gne entre 10
e 1, ou 0,1 ml, existe um intervalo silencieso muito grande, s6 fun.
cionando ativamente o processo do M.P.N. quando os coliformes
j4 estfo positivando 1,0 m! ou 0,1 mi, o que também retira o leite
do padrio exigido. Para malor exatidéo da pesquisa do M.P.N,,
procuramos também semear os valores 10 - 1 e 0,1 ml em 5 tubos
de fermeniacdo encontrando igualmente o indice 23 (5/5 - 0/5 -
/B8), para toéda a série de tanques. Persistindo a anomalia apre-
sentads, durante tdda uma semana de exames, e ainda mais, havende
nitide ploramento da situaclo pela retracfo, cada vez malor, da
margem de seguranca, que rapidamente se aproximava dos valores
1 e 0,1 ml, procuramos estabelecer, ne sefor apontade (tangue R},
uma zclo saneadora enérgica, controlendo a eficiéneia da higieni-
zagdo local, pelo artificlo da semeadura de dgua esterilizada, derra-
mada como teste nas paredes do fangue o que resultou negativo
pars presenca de coliforme, mesmo nos volumes de 10 ml.  Entre-
tanto, apssar da exeeléncla da sanitarizacfo efefuada, a situacio
perdarava, denunciada, firmemente, psla escala das concentracdes
creseentes sobh o siléncio das ouirag provas colimétricas, Confindos,
entretanio, na indicagio do nosso método, intensificamos a vigilineia
sobre o setor afetado, e, numa pormenorizada inspecio local, pene-
tramos no interior do proprin tangue, um espacoso recipiente conico
horizontal. E, finalmente, detectamos a incorrecio, pela presenca,
tedricamente impossivel, de uma gdia de leite naquela imensidéo
higienizada. Surgia lentamente do corpo cilindrico do eixo susten-
tador da hélice de homogeinizacfio, colocado na parte central do
tanque {ver fig. n® 1). Retirada, tornava insistentemente a se
formar, mostrando provir da parte 6ca daguela haste. Estava re-
solvida a questio. Desmontada a pega, verificou-se a existéncia de
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discreta efraciio longitudinal gue permitia a progressfo ascencional
do leite, dentro do extenso eixo &co, obedecendo ac principio dos
vasog comunicantes e que, ao se coagular, formava um conglomerado
cageoso, funcionando como “inoculum” para o leite do dia seguinte,
pela dispersfio através dos movimentos rofativos da haste. O mal
foi prontamente sanado e, no mesmo dis, gracas a8 provas de con-
centracles crescentes, todos os tanques se harmonizaram na estan-
dartizagio guase gque
perfeita dos resultades
obtidos,

fgualmente, no se-
tor da pasteurizacio,
graves anomalias tém
sido detectadas e eorri-
gidas, pelo método aci-
ma referido. De fato,
a0 examinar o leite
pagteurizado, de habito,
colhemos amosira, no
setor frio, momentos
antes do produto ge en. Fig. 1 — Corie esguematico de um ta.nqu_e_uesto-

. gue, mosirando o eixo central ¢ & hélice
caminhar aos fanques- homogeneizadora do leite,
-estogues.

Porém, se os resultados obtidos forem fugindo do esquema
conhecido, pela retracfo progressiva da margem de seguranga, de-
vemos ent@ic segmentar o exame efetuado, passando também a in-
vestigacfo topografica do proéprio aparelho pasteurizador, que nos
métodos réapidos, em placas, possul vérias seccles, nas quais se
nrocessam operacles distintas, sempre em civeuito fechado: rectpe-
raclo, filtraclio, retardamento e refrigeracfo. Vejamos, para cla-
reza de raciocinio, esquemalicamente, eomo se processa a pasteuri-
zacho, num aparelho em placas, tipo A.P.V ., dotado de duasg seccdey
de recuperacio e com a capacidade horiria de 15 mil litros (ver
fig. 2 e 3). O leite eru, penetrando no aparelho em sentido eon-
tréario ao leite guente, pasteurizado, que sai demandando & secefio
de refrigeracdo, perde frio e ganha calor, em uma operacéo de dupla
troca, no chamado setor de recuperacic e, filtrado, dirige-se ao
tangue de equilibrio onde, bombeado, vai s placas de aguecimento
e daf ao retardador (15-20 sepundos a 75°), onde se encerra a
operacio quenie que constitul a pasteurizacfio propriamente dita,
Désse trajeto em diante, i& pasteurizado, vai perdendo calor, conira
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a corrente do leite cru que entra, e, finalmente, refrigerado no getor
frio (4-5% (), & recolhids nos tanques isotérmicos e estocadsn. No
aparelho pasteurizader, uma queda brusca acidental da temperatura
do beneficiaments (abaizo de 73° C), ple, instantdneamente, em
acdo um mecanismo de alarme, com refrocesso automitico da cor-
rente ldetea, através do fechamento da valvula de seguranca, situada
no final do retardamento e que impede o fluxo do leite subpasteu-

Pig. 2 — Aspecto parcial dos aparelhos A.P.V., de placas, da Cooperativa
Central de Laticinios.

rizado, ao fanque-estogue e desvia o seu curso para o tangue de
equilibrio (ver no esquema gréfico), de onde o leite passa ao retap-
dador e novamente ao tangue de equilibrio, em cireuito interno,
fechado, sem possibilidade de ir ac estoque, até restauracdo da nor-
malidade funcional do aparelho. Para a execucio de um exame
segmentar devemos, pois, colhér amostra nas segpuintes sifuacfes:
a) no fim do retardamento, isto &, logo apds ter o produto recebido
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todo o beneficio caldrico necessario; b) na primeira seccio de
recuperacdo; ¢) na segunda secclo de recuperacdo; d) e na parte
final, apts o resfriamento, momentos antes de ir o leite & estocagem.

Um resultade indevido no retardamento delata desajustamento

do bindmio tempo-temperatura; se na primeira ou na segunda re-
cuperacho, acuga perfuractes cu mau ajustamento das placas, o que

DADRONIZAZAD ¢

LEITE CRU

CLLRD e HEFRIGERACTRD

N

Fig. 3 - Fluxcgrama representative do circuito do leite no
nterior de mm apareihe pasteurizador, de placas, dotads de
duas seccles de recuperacio.

permitird, além do interedmbio calorico necessdrio, trocas indevidas
entre o leite cru altamente microbiano e o produto ji& beneficiado.
Naturalmente, deve-se, antes de mais nada, excluir a possibilidade
da recontaminacio do produte, por falla de higienizacdo da maqui-
‘naria o que se faz ficilmente, pela promoc¢io de uma acurada sani-
tarizacfo, controlada pela semeadura da dgua quente (85-90° C),
que eircula no aparetho momentos antes de se iniciarem os trabalhos
de pasteurizacio e colhida na Gitima seecclio, onde a temperatura é
menor (80-85° C). A leitura desta temperatura faz-se no terméd-
metro colocado na secclo de salmoura — secclio fria. £ evidente
que esta &gua, para apresentar resultado satisfatorio, nfdo devera
conter coliformes. Acompanharemos o raciocinio feito, com a trans-
cricio do resultado de exame segmentar efetvado em condigdes de
fancionamento normal do aparelho (ver grafico).
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i

Tielte eru tetardamento 1.2 Recupe- 2.+ Eeeupe-
15 milhdes col/mi 316,080 col./ml racio ragio 12,000 col./ml

Colif. + 1 X% 1060.000

e

Colif, -+ 1 % 1 mith&o i _________
Colif, — 1 % 19 milhoes § - — — N _
4 _________ P P
2 - R — —— S —
g I At I At}
Peroxidase -+++ 91— —_— e ; R

(M.P.IN. = 3,8 coliformes por 100 ml)

Como se pode verificar pelo esguema grafico obtido, mantemos,
gragag a umsa elevada margem de seguranca, um feto de 8 mi, bem
superior ao limife exigide pelos dispositives legais (0,1 mi). Em
caso de surglr uma intercorréncis, como a do aparecimento de per-
furaches nas placas situadas, por exemplo, na segunda rscuperacho,
a margem de seguranca comeca pPouco & pouco a se retralr, apro-
ximando-ge da diluicBo 0,1 m! e uma linha grafica tracada, tendo
comeo base o valor do teto de seguranea, sofreria acentuada queda,
a partir déste setor afetado.

Leite ern Retardamenta 1.2 Recupe- 2.% Recupa- Frio
15 milkfes col./ml 10,000 eol /m? ragdo raciic 15.000 col./ml

Colif, -+ 1 % 108.008 R 4o 4 8
Colif. 4 1 x 1 milhdc
Colif, — 1 X 10 mithbes

Peroxidase +4--4
(MPN, = 2§ col. em 160 mD (MLPN. == 23 col. em 100 ml)

Em caso de agravamento da anormalidade verificada obteremos
os seguinies resuliados:

f.eite ern Hetardamento 1.* Recupe~ 2.7 Reenpe- Frio
15 mithdes col/ml 19.080 col./mi ragho ragio 168,000 col./ml
Colif, + 1 X 100,000 10 4 - : ¢
Colif. + 1 x 1 milhdo § o
Colif, — 1 X 10 milhbes 6 ——— §
4 e

Peroxidase 4+ 01 ——— |
(M.P.N. = 38 col. em 100 md {(M.P.N. = 150 col. em 100 ml}

Ag perfuractes surgidas nas placas podem ser dnicas ocu mul-
tiplas, macroscépieas ou invisiveis a oiho desarmado, e, neste caso,
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o acérto das providéncias adotadas poderd ser controlado pely eleva-
cfo gradual do teto de seguranca, apreciado pelo processo das con-
centracoes crescentes, & que pela avaliacio do M.P.N., o indice
permanece inexpressivamente o mesmo, desde que deixem de se po-
sitivar os valores 1 e 0,1 ml. £ de se notar que, na maloriz dos
casos, a nlo ser guando as perfuracdes foram muito grandes, a prova
da fosfatase permaneceu negativa, nfo acusando & presenca anor-
mal, indectetads, do leite eru.

Tendo observado nos exames rotineiros de laboratdrio, por ing-
meras vézes, o aparecimento de perfuracbes nas placas dos nossog
aparelhog A.P.V., causadas pelo desgaste originado na justaposicio
rigoroga das placas, pelas continuas operagdes de higienizacio e
ajustagem da maquinaris e corrosdes por causas diversas, nessas
circunstancias pudemos levar a efeito um egtudo comparativo entre
o valor da prova eolimétrica, fosfatagimétrica e a da contagem glo-
hal. Segundo eritéric conhecido, sabe-se que o teste para a fosfa-
tase ¢ capaz de indicar a presenca minima de 1 ml de leite cru
misturado em cada litro do produto beneficiado {HamMMER & col,
1957; Burcwarnp, 1939; Hauw & col, 1939; Lorrs, 1944).

No caso visto, do encontro de perfuracdes na segunda seccio
de recuperacio com presenca de coliformes em 0,1 ml e negatividade
fosfatasimétrica, & evidenie que o leite cru associado estaria agindo
como “incculum” bacteriano mas ndo como “inoculum™ fosfatisico,
pelo menos em quantidade detectdvel. Tal fato vem demonstrar,
sem davida alguma, a maior aeuidade da prova da pesquisa dos
coliformes que aponfou a origem da avomalia gendo o teste da Tos-
fatase negativo, naturalmente por se encontrar o leite ¢ru migturado
no produto pasteurizado em parcelas menores do que 1 ml por mil,
que seria o limite da detectibilidade fosfatasimétrica. Sabemos,
desde Kay & Graham {CrCILia, 1956), e SCHARER (1938), que 96%
da fosfatase s@o inatives a 75° C no periodo de 15 segundos, e,
ainda, segundo ecritério mais recente, complietamente inativados
(Stand. meth. exam. dairy prod., 1853; Rocick, 1958). TFazendo
um racioeinio paralelo ao j& visto, podemos, sem dificuldade, chegar
a conclusfo de que, nos desvios ligeiros da pasteurizacfo, o leite
imperfeitamente beneficiado poderd funcionar comoe se fHszse leite
cru passado em parceiag minimas, indectetavel por meios fosfatagi-
métricos mas evidencidvel pela prova mais sensivel dos coliformes.
Tal fato ja fol por nds observado e costuma suceder principaimente
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quande hi variacic na duraciio do tempe de retardamento, pois a
temperatura da pasteurizacio é de facil conirdle através da leitura
do tracado termografico ou do fermémetre aferido, gituado na parte
terminal do retardamento: fsie & um azspects da guestfio que deve
ser bem examinado, pols, se aceito, vird modificar o critério classico
de que o teste da fosfatase é indice de boa pasteurizaciio e a prova
para coliformes, afirmativa de posteriores recontaminacfes. Pelo
novo critério a se adotar, além da prova da fosfatase, e, melhor
do que ela, o teste de coliformes indicaria a rorrecéo da pasteurizacio
efetuada. Quando negativo no retardamente, sua posterior positi-
vidade seria entfio indice de reconfaminaclo, quer por imperfeita
higienizacio da macguinaria ou pela mal ajusiagem ou existéneia
de perfuracles nas placas, nas secces de recuperacfo, o que indi-
retamente corresponderia, até certo ponto, a uma subpasteurizacio
do produto. Voltando & guest@o da presencs de perfuracdes, nas
placas recuperadoras, parsz avaliarmos a quantidade do leite cru
gue vinha de mistura com o leite pasteurizado, retirando-o do padrio
colimétrico, sabendo pela prova da fosfatase negativa, gue era me-
nor do que 1 ml por mil, idealizamos ¢ geguinte recurso experimen-
ial: colhemos o leite emn duas gituacdes diversas, na secclio guente
(refardamento), e na 2.7 sezclo de recuperacio, semeamos e obtive-
mos em funcdo das zolugdes de continuidade existentes nas plaecas,
para o mesmo produto beneficiado, dois resultados diferentes guanto
4 expressfo coliforme, aproximados quante 4 contagem glohal e
idénticos pelo método da fosfatase.

Leite do Leite da
Leite cru refardamento 2.3 seccio de
15 milhdzs col/ml recuperagéo
4 000 col/ml 10.000 col./ml
Colif. - 1 » 100.000 10 4o —— W e
Colif, 4+ 1 w 1 mithao B e o e : A
Colif. — 1 x 10 miihdes B o b L
G LI
2 e e A
1o 14—
Perexidase 4+ 4 + 0,0 o 61 4+ - —
Peroxidase 1 4 Peroxidase 4 -
Fosfalase: ausénels de Fogfatase: idem
coloracio
M.P.N. = 3,6 colif. em M.P.N. - 210 colif, em
106 ml 200 ml

De posse désses dados, coletamos ainda no retardamento, oite
litros de leite corretamente pasteurizado, semeando-os com guanti-
dades crescentes de lei ecru - 0,01 -0,05-01-03-05-0,7-1,¢e



Q Lette. COLIMETRIA, FOSPATASIMETRIA B CONTAGEM GLOBAL 151
2 ml — isto &, parcelas Infra e suprafosfatasimétricas, tentando

reproduzir, no laboratério, a anomalia verificada no aparelho pas-

teurizador, Obtivemos, pela semeadura do materizl:
LEITE CCLHIDO NO RETARDAMENTO .. LEITE CRU
Leite e Retard. +H3,01 4005 +0,1 0,8 05 07 +1 +2
15 milh&es col./ml 4.000 eol./ml  3.000 5580 11.000 .15.000 20,080 28.000 50000 90.000
Colif. + 1 X 100.000 b T -k I T R A A A A T I
Celif. * 1 % 1 mithio I T I T T o i S A e N A At A A S Ay
Celif. — 1 X 10 milhdies 6 == 4w b b bbb F 4 b+ A f F 4
F Rt R T A A A N A T T E U R v
D R A T A B R e T s
A e T S S A A A T S M A S e I
O R e A A S O T
. . M.PH, X
M.PN. = 8,6 colif por = 150 {M.P.N. = b de 1190 coliformes por
108 mi col. por L 106 mi
. 199 ml

malks

ausdncla de ecloraciio azul
de 1

Menos CLG

Peroxidage 44
i 1 U8,

ot mals

Enguanto a contagem global pouco se modificava, mostrando,
pela sua relativa inédrela, uma pequena sensibilidade, o feste para
coliformes acusou, seguramente, desde a parcela minima de 6,01 ml
do leite cru inoculado, pela pesitivaclo dos valeoves da escala das
concentracbes crescentes, a contaminacic por nds provocada,

Com a semeadura de 0,1 mi do lelie cru, conseguimos reproduzir,
no laboratorio, & mesma condicfio criada no aparetho A.P.V., na
sua segunda secclio de recuperagio, pela presenca anémala das per-
furacfes nas placas de ago inoxidivel. Entfo chegamos & conclusio
de que, tedricamente, a passagem do leite ¢ru contaminante estava
ge fazendeo na ordem de 9,1 ml por mil de leite pasteurizado. Desde
gue a prova da fostafase sdmente conseguin detectar o leite crn
quando da mistura de 0,58, 0,7 e 1 ml, e mesmo assim pela eviden-
ciagho discreta de uma delicada nuanca azulada, menor de gue 1
unidade Scharer, chegamos & conclusfio de que o teste para eolifor-
mes & possivelmente cinco vézes mals sensivel do que o da fosfatase,
na evidenciacio da presenca do leite cru, e, porgue ndo dizer, na
evidenciacio das subpasteurizaces, Na prova por nds levada a
efeito, haviames procurado contaminar o leife pasteurizado por
guantidades crescentes de leite eru da boa procedéncia e, portanto,
de teor coliforme e bacieriano global, relativamenie pegueno. No
intuito de saber o que aconteceria no easo da passagem através das
perfuracfes das placas recuperadoras, de lsite cru altamente micro-
biano, econtaminando decisivamente o produto bensficiado, resolve-
mos repetir o mesmo artificio de téenica, utilizando porém, como
“inoculum”, leite cru conhecidamente poluide.
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Os resuliados, coerentemente, foram os seguintes:

LEITE DO RETARDAMENTO .. LEITE CRU

Teite cra Retard, #0491 20,06 401 403 FES 40T 41 +2
70 milhdes eol /1ol 5.000 col./mi 11.000 15.000 18.000 26.0060 25000 32000 T0.000 126.000
Colif, + 1 X 100.000 10 ¢+ —— hEF b A+ A F E kA R b+
Colif, + 1 X 1 milhéo I T SE A o S S A S e o S T S S S S S N N
Colif. — 1 ¥ 16 milhdes L 2 Uk S O S S S I S S I S S
Colif, — 1 X 108 milhdes 4 ——=— + 4+ +dbd ++4 Fbd FE4 Fbd 4
IR T O T U SR e S A R A S S A 2 N S I
I R R A T S A0 S A A A S T R O S
L e i 2 . e S S ol S e o e e SR e e S i e S S o

MPN =
{3,6 eolil. { M. PN, = mais de 1.100 eoii’ormes por 100 ml

por 100 mi
. mais p mais
Poroxidase ++ { Foslatase: anséneia de coloragfo azul { ;n%m: de {de 1 i de 2
L o .8, U.s.

A eontaminacio fol dez ou mais vézes intensa, apontada pela
presenga de coliformes mesmo em 0,1 ml do leite inouneulado, com

a parcela minima de 0,01 ml do produto em estado de eru. A con-
tagem glohal, entretanto, pouco se modificou, ficando absolutamente

dentro do padrio legal exigido, sendo o resultade fosfatasiméirico
naturalmente o mesmo, afastando-ge ainda mais, pelo eritério da
sensibilidade, o tegte para coliforme daquelss duas provas. A me-
Ihor explicacio que podemos oferecer para a disparidade de resul-
tados entre os festes para coliformes e a prova da contagem global
¢ a de que a verificacfo colimétrica é processo t8o zeletivo que per-
mite a deteccio déstes microrganismos meamo guando se consiituem
uma pequena percentagem da flora fotal. De fato, é comum na
préatica corrente, encontrarmos resultados semelhantes ao verificado,
isto é um produto beneficiado, apresentando coliformes presentes
até em 0,1 ml mas com haixa contagem global e prova de fosfatase
negativa. E aqui abrimog um paréntese pars dizer o gue enten-
demos por negatividade fosfatagimétrica.

Para o leite fervido (contrdle negative), nfo se evidencia, na
coluna liquida do alcool butilico utilizado como extrator do indofenol
azul, coloracic alguma (prova negativa). Para o leite cru, obte-
riamos uma intensa coloraciio azul (contrdle positive). Para o leife
ou creme corretamente pasteurizados, comercialmente ou para maior
seguranca da afirmativa, pasteurizados em laboratério, nfo se evi-
dencia coloracio alguma ou no maximo ligeira nuanca, e as amostras
serfio classificadas como prépria ou impropriamente pasteurizadas
se a coloraclio presente fér menor, igual ou maior do que 1 unidade
do teste padrdo (1 U.3.) (Appled Res, Inst., 1958). Um resultado
negativo, nessag condicdes, podera, entretanto, tambeém indicar que
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a amostra tem menos atividade fosfatisica que a sensibilidade para
a qual o teste fol idealizado. Entretanto, muitos estudiosos do
assunto admitern um eritério diferente, comn indice de pasteurizacio
corveta 8 presenca de coloracfo até um limite igual ou inferior a 2
unidades do padrio (Burgward, 1939; Lores, 1%44; CrOILiA,
1956}, Na figura n.° 4 eatfo representadas, numa série de tubos,
as diversas gradaces colorimétricas encontradas na pesquisa fosfa-
tasiméiriza pelo método répido de ScHarRErR (1938). Da esquerds
para & diveita, os trés primeiros tubos contendo respectivamente,
leite fervido, pasteurizade comerciaimente. (A.P.V.), e pasteuri-
zado em laboratério, ndc evidenciaram coloracBo alguma. O tubo
seguinte, contendo leite devidamente pasteurizado associado a 0,7
por mil de leite cru, jA acusa uma muito sutil nuanca azulada, menor
do que 1 unidade do padrfio. Os tubos subsegiientes, contendo, res-
pectivamente, leite cru adicionado ao leite pasteurizado na proporelo
de 1 e 2 ml por mil, j4 evidenciam, respectivamente, coloracio maior
do que 1 e 2 unidades, A seguir o padrdo colorido n.° 5: um dos
indices de leite mal pasteurizado e o tubo de cdr azul intensa, cor-

Pig. ¢ — Bateria de tubos ubilizados no processo da determi-
nacfio colorimétrica da fosfatase, pelo mébodo rdpido de Scharer.

respondente ao leite cru. A orientaclo que adoltamos ¢ a mesma
do “Applied Research Institute”, de Nova York, produter dos reaii-
vos para a delerminaclo rapida fosfatasimétrica. Quants & preci-
sdo désse método, trabalhos diversos, e entre &les oz de BURGWALD
(1939) e o de Lores (1944), indicam correr parelhas com o processo
lento ou com a prova de Kay e Graham.
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Como recomendaglo fundamental para a boa realizacio da prova
rapida de Scharer, devemos lembrar, entre outras medidag, o aque-
cimento prévio, em hanhe-maria (37-38° (), dos tubos contendo a
mistura da soluggo PHOS-PHAX (5 ml) e do leite a ser testado
(0,5 ml), posteriormente ineubados a 37° C, numa estufa cultora,
durante periodo de 20 a 30 minutos. Removidos da estufa, adicio-
namog, a cada unidade, 6 gotas da solucfo INDO-PHAX (C.Q.C.),
homogeinizamos e aguardamos 5 a 10 minutos antes de realizar a
leitura, diretamente ou pels exiracfio do indofenol azul. Providén-
cia também fundamental & a repassagem em agua destilada, dos
tubos e das pipetas wtilizadas no processo, evitando assim a inter-
feréneia falseadora dos alcalines utilizados na higienizacio do

material,

As solugfes reativas, INDO-PHAX e principalmente a PHOS-
PHAS, devem ser de preparaciio recenie e se estocadas, aconselha-ge
conservi-las no congelador. Pelo que ficou descrito, utilizando
como padrdo-teste o tubo de 1 U.S., guer nos parecer que, se pelo
¢ritério eolorimétrico, quantidade igual a 1 ml ®/y de leite cru é
capaz de produzir visivel coloracio azul, parcelas menores podem,
entretanto, se evidenciar pela elaboracio de delicada nuanca azulada,
mals atenuada do que aquéle valor limite estabeleeido.

OBSERVACQCOES DE ORDEM GERAL

a) — Na utilizacfico do processo das concentracdes ecrescentes
& oportunc lembrar gue, em relacdo as semeaduras, seguimos a
orientacao dos “Siandard Methods” (Stand. meth. exam. dairy prod,,
1953; Stand. meth. exam. water. .., 1955}, isto é, utilizamo-nos de
10 ml do meio bile-lactose-verde brilhante para as parcelas de 0,1
a 4 ml do leite e 20 m! daquele meio de cultura para volumes maiores
de 6 a 10 ou mais ml

b} ~— No caso visto, da presenca de perfuracBes nas placas
da segunda seccho de recuperacho, para normalizacio da situacio,
efetuamos a exclusdo zeletiva das placag danificadas pela utilizacéo
dos seguintes proceszos. Pela gimples coloeacfo, em cdmara escura,
da placa suspeita contra um foco luminoso. Pela pincelagem de
uma das faces da plaea, com liguido adesivo associado & fenolftaleins,
e da outra face, com solucio de hidrdéxido de sddio. O aparecimente
de pontilthado rdseo seria indicacfio colorimeirica da presenca da so-
Iucdo de continuidade. Entretanto, essa prova ndo & de grande sen-
sibilidade, uma vez que o leite, no interior do aparelho, circula entre
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as placas, sob pressdo, e ndo nos foi possivel, evidentemente, repro-
duzir tal fato com a solucfio alcaling utilizada. Apds a exclusio
das placas perfuradas, eontinuamos, eniretanto, a observar ndices
ingatisgfatorios para as amostras de leite colhidas nagquela secclo de
recuperagio, como possivel evidéneia da presenca de microperfura-
coes em oufras placas.

Como prova e contraprova da nossa hipdtese, lancamos méio de
um artificio de téeniea, efetuamos monobloco, uma operacio de dupla
troca, entre a8 placas da segunda recuperacdo dos nossos dois apa-
rethos pasteurizadores, e, de fato, o maun resultade acompanhou o
grupo de placas suspeitas, entrando o aparelho que, anteriormente,
apresentava a incorrecfio, em abscluta regularidade funcional.

Na verdade, existem atualments, rigorosos processos electrdni-
cos capazes de acusar diferencas minimas na espesaura das placas
ou presenca de microcavidades e efracdes na sua estrutura metilica.

¢) — I8 como consideragio final, seria interessante o emprégo
do método das concentracdes crescentes para um estudo comparativo
da eficiéncia dos diversos aparelhos pasteurizadores existentes nos
principais estabelecimentos de laticinios do Estado de S8o IPaule.

RESUMO

Apdg ligeiras consideraches iniciais, sébre o emprégo da pas-
teurizaciio do leite, faz o autor um estudo comparative entre os
métodog colimétricos empregados na rotina dos laboratérios de con-
tréle sanitario do leite e o processo colimétrico da conecentraclo
crescente. Tendo em vista gue a pesquisza da presenca presuntiva
dos coliformes apenas registrz 2z situaciio atual da flora do leite,
portanto guande o leite pasteurizado j& se encontra contaminado,
as providéncias decorrenfes seriam sempre efefuadas visando o leite
do dia seguinte. Procuroun elsborar entfio um processo que permi-
tisse a previsdo dos resultadoy de maneira a entreter o produto
dentro dos padrdes legais ou mesmo com uma apreciavel margem
de seguranca. Para tanto, sabendo que para o leite tipo C, o regu-
lamento federal exige negatividade coliforme em 0,1 ml, semeou o

yoduto em concentractes crescentes — 0,1 -1, -2, - 4, -6, - 8, - 10
ml — numa série de 21 tubos de fermentacio (bile-lactoze-verde bri-
thante), com 3 tobes para cada parcela do leile. Oblida a positi-
vidade, por exemplo, no fubo de 10 ml, o tefo de seguranca estaria
na alfura do tubo de 8 ml, sendo as gemeadaras 0,1 -1, -2, -4, -6, -
8, chamadas de margem de seguranca. A proporcio que o tefo vai
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baixando, diminuindo portanto a margem de seguranca, serfo in-
tensificados os trabalhos de regulagem e desinfecco da aparelha-
gem. Pelo método das concentragdes crescentes, as surpresas desa-
parecem e ¢ trabalho do beneficiamento do leite corre em seguranca,
na previsdo estudada dos resultados futures. Pela utilizacio do
proceszo da verificacio dos mals provévels nimeros (M.P.N.),
utilizando 3 tubos e trés volumes diferentes w 0,1 ~ 1, « 10 ml —
contidos na série dog 21 tubos de fermentacio da prova da concen-
tracdo crescente, wverificou-se gue, quando havia posifividade do
volume 10 ml, 86 poderiamos ter nova indicacfo da evolucfo da
anomalia quando a positividade alcancasse 1 mil, o que representa
intervalo silencioso muito grande nessa prova. Tal fato vem mos-
trar a superioridade do processo da semeadura em concentracdes
crescentes na previsfo das irregularidades mna linha de beneficia-
menio do leite. Em rela¢fio ac aparecimento de perfuracdes nas
placag, no setor de recuperacgio, de aparethos AP.V., verificou o
autor gue, enquanto o leite do retardamento acusava um elevado
teto de seguranca (8 ml), j4 no setor de recuperacic os coliformes
se faziam prezentes em 0,1 ml  Baseado na negatividade da prova
de fosfatase, sabendo que a mesma nio detecta guantidades de leite
cru menores do que 1%/, supondo que a contaminacio era menor do
que 1%/4 ou 0,1%, realizou o aufor um ensalo experimental, capaz
de determinar o volume do leife eru que se misturava ac leite pas-
teurizado. Para isso ecolheu oito litros do leite pasteurizade, no
refardamento, e assnciou, a0 mesmo, guantidades erescentes do leite
erth ~ 3,01 ~ 0,38 -« 0,05 - 0,1 - 0,5 -0,7-1 e 2 ml — isto é, guanti-
dades infra e suprafozfatasiméiricas. E pelo emprégo do processo
das eoncentracles crescentes verificou que o leite pasteurizado do
retardamento, com telo de seguranca igual a & ml, passou a apre-
sentar indices cada wvez mals baixog até positividade em 0,1 ml
quando a parcela do leite cru incculada foi de 0,1 ml. Portanto,
coneluiu que a guantidade do leite eru que passou, no caso das per-
furagdes das placas e retirou o leite beneficiado do padrioe sanitdrio
exigido, era da ordem de 0,1 ml por mil. Tendo o leite cru, no
caso visto, funcionado como “inoculum” coliférmico mas nfo eomo
“inoculum” fosfatasico detectével, chegou o autor A conclusio de
que a prova para a verificacfio da presenca presuntiva de coliformes
¢ mais sensivel do que a prova da fosfatase na verificacio da recon-
taminacio por leite eru. Desde que a fosfatase é completamente
inativada pela pasteurizacio bem dirigida, fazende um raciocinio
paralelo, concluiu que, nos desvies ligeiros da paseurizacio, o leite,



O LEITE. COLIMETRIA, FPOSFATASIMETRIA E CONTAGEM GLOBAL 187

imperfeitamente beneficiado, poderia funcionar como leite cru pas-
sado em parcelas minimas, nfo detectado pela fosfatasimetria mas
evidenciado pelo teste para coliformes. Portanto, o teste para ecoli-
formes ja que se mostra tho zensivel, deverd, ao lado da prova pars
peaquisa de fosfatase, e falver melhor do que ela, ser utilizado na
verificacfo da eficiéncia da pasteurizacio, como, também, na deter-
minacéo das recontaminactes verificadas.

SUMMARY

After introductory remarks about the use of milk pasteuriza-
tion, the author performs a comparative study among the coli
counting methods employed as a routine in the laboratories of milk
sanitary control and the coli counting process of the increasing
concentration. Considering that the study of the presumptive pre-
sence of the eoliform organisms registers only the bacterial densities
of flora at the moment, when the pasteurized milk is already re-
contamined, the author states that the sanitization procedures would
always affect next day wmilk. Then the auihor experimented a
process that allowed a forecast of the results in order that the
produet could be maintained within the standard level and offering
even a certain safety margin, So, as the Federal Regulation de-
mands absence of coliform organisms in 0.1 ml, for milk classified
ag C type, the author performed inoculations in increasing concen-
trations - 0.1, 1, 2, 4, 6, 8, 10 mi or more. He built a series of
21 fermentation tubes, brilliant green-lactoge-bile broth, with 3 tubes
for each porlion of milk. When a positive result iz obiained, for
instance in the three last tubes (10 ml), the upper level of gafely
would be at 8 ml.  Inceulations of 0.1, 1, 2, 4, 6, 8 ml would he
called safety margin., Whenever the upper level decreases, dragging
with it the safety margin, the whole procedure of sanitization and
regulation of the equipment must be intensified. By the usage of
the increasing concentrations the factor surprise does net count,
and the operation iz safely executed, giving through the study of
the present data the picture of the future results. Through the
application of the method of the computation of the most probable
numbers {M.P.N,), using 3 tubes and 3 different volumes — 0.1,
1, 10 m! — pertaining to the series of 21 fermentation tubes the
author reached to some conclusions. He observed that when there
ig a positive result in 10 ml, a new indication could only be obtained
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when the positive result reached 1 ml. This gilent period in a test
is too large. This dizadvantage of the M.P.N. test shows the
superiority of the process of incculations in increasing concentra-
tions in forecagting the defects in pasteurization. In relation to
the presence of perforations in the plates, at the level of the Rege-
nerative Seection, in a AP.V. equipment, the author cbserved that
while the milk of the Tubular Helding System, showed a high upper
level (8 ml}, coliform organisms were pregent in 0.1 ml, even in
the Regenerative Section. The author knowing that the phospha-
tase test does not indicate the presence of raw milk in guantities
smaller than 1%/, he essayed an experimental work in order to
detect the volume of raw milk that was belng mixed with pasteu-
rized milk in the regenerative section. In this complementary fest
the author is able to calculate the volume of raw milk mixed to the
pasteurized one. For this porpose he selected 8 litres of pasteu-
rized milk obtained from the tubular holding system, and added to
them increasing quantities of raw milk — 0.01, 0.03, (.05, 0.01,
0.5, 9.7, 1 and 2 ml — that is quantities that are below and above
the detection power of the phosphatase test. Through the usage
of the ineressing concentrations process the suthor observed that
the pasteurized milk of the tubular holding system, with an upper
level of 8 ml, showed figures gradually lower until a positive result
in 0.1 ml — pasteurized milk plug 0.1 ml of raw milk. This all
happened when the inoculated volume of raw milk was 0.1 ml
Henee, he concluded that the volume of raw milk that passed through
the perforations of the plates presented a percentage of 0.1 ml /4.
The author explaing that in this ease, the raw milk acled as a
coliform “inoculum”, and not as a phosphatase inoculation that conld
be detected. After these coments he concludes that this fest used
for the detection of coliform organisms is more accurate than the
phosphatase test in observing the recontamination with raw milk.
Phosphatase is completely inactivated through a correct pasteuriza-
tion. Hence the author reaches to the conclusion thai when the
pasteurization presents light defects, the imperfectly treated milk
coud act ag raw milk passing in very small portions, undetected by
phosphatase test but indicated by the test for coliform organisms.
Conseguently, this last test being so exact should be 1zed ag & routine
procedure employed in checking the efficiency of pasteurization,
as well as the rate of detected recontamination.
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SOBRE UM MEIO DE CULTURA PARA O
HAEMOPHILUS DUCREY!

Alguns dados técnicos referenteg ao isolamento désse bacilo

Luig DE SALLES GOMES (*)

Fol sdmente apds a publicacio da memoravel “These” com que
Ducrey (1889) concorren i lvre docéneia da “Clinica demo-sifilo-
patica” da Real Universidade de Nipoles que ficon definitivamente
estabelecida a eticologia bacilar da ulcerache venérea conhecida
desde hid muito fempo com as denominagbes de cancro mole, [lecus
molle, cancréide, ete.  Pouco lembrada em algung dos seus detalhes
— possivelmente pela raridsde bibliografica do original — merece
essa notavel monografia clentifica um especial destague, sobretudo
pela precisfo com que, & falla de melos artificiais de cultura efi-
cientes, soube o autor lancar mao de métodos experimentais para
comprovay a especificidade bacilar de uma doenca venérea conta-
giosa e de tdo aslta incidéneia em todo o mundo.

Com apolo em dados fundamentais estabelecidos por anteriores
cientistas (perfeito conhecimento do eancro mole sob ¢ ponto de
vigta elinico; possibilidade, segundo Ricorp (188R), da sua auto-
inoculabilidade cuffinea; pesguisas baclerioscdpicas realizadas nas
secrecdes ulcerosag por MOrIsoN (1883), e, principalmente, por
FERRARI (1885) que nelas verificou “a presenca constanite de ba-
cilog, muite menores que o da tuberculese e o da lepra, 86 visiveis
com forte aumento — Qe. 4, obj. im. 1/12, Zeizs, os quaiz muito
possiveimente deveriam estar relacionados com o processo ecol6gi-
¢’} , orientou-se Ducrey no sentide da experimentacfio, procurando
desde logo obtfer, em série, umsa estirpe do bacile que, passada de
biagoe a braco de voluntérios, sob as naturais precauctes de assepsia
e antissepsia, viria a chegar, pura e em plenc vico, & 15.2 geracio,

Da 6.7 passagem em diante, o bacilo jA se apresentava nos
focos ulcerogos provocados nos bracos, em condicbes de absoluta

(*} Diretor ga Direforia de Microbislogia ¢ Diagnostico do Instituto Adolfno Luta.
Recebide para publicacio em 12 de dezembre de 1969,
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pureza, iste é, livre de bactériag de associacio, facultando destarte
mais precizas observacbes sbbre a sua morfologia, suas resgles
corantes, sen comportamento em face dos meios artificiais de cultura
da época, e finalmente, sdbre a relacio de causa e efeito entre bacilo
¢ ulceracdo.

Muito embora falhassem, nas m&os de Duerey, os repigues do
germe, entdo puro, sObre 14 diferentes meios artificiais de culiura,
nem por isso deixamos de considerar o seu isolamento em condicdes
de absoluta pureza e a gua manufengfo em passagens sucessivas
1o propriv tecido vivo que the servia de habifal, como uma primeira
2 guténtica cultura.

Unria (1892}, examinando ao microscdpio cortes de tecido
colhido da ulceraciio venérsa, chamou a atengdo para a fase em
cadeia que o bacile descrito por Duerey podia também apresentar,
e por igsso chamou-o de estreptobacilo do canuio mole.

Alguns anocs apés essas interessantes pesquizas, comecaram a
aparecer as primeiras referéneias a culfuras do bacilo de Duecrey
cm melos sblidos e artificiais de culiura.

Em 1393, PETERSEN referiu ter obtido, de mode inconstante,
eultura do bacilo de Ducrey em meio de dgav-stro. Inoenlada neo
homem, esta cultura produzit uwma peguenz phstula que, porém,
cieatrizou espontineamente no 5.° dia. Mazis tarde, em 1888,
ISTOMANOFF & AKSPIANZ, e depois LENGLET (1801), referiram-se &
obtenclo de culturas do bacilo em meio de Agar-pele humana. Daés-
ses trabalhos, porém, nfo sio conhecidas posteriores confirmactes.

Entretanto, com a publicacdo, em 1861, do interessante e con-
vineente trabalho de BEZANCON, GrIFFoN & LE SoUsD, sdbre a
cultura de bacilo de Duerey em meio de dgar-sangue de coelho, mis-
turados na proporcdo de 2 partes de dgar e 1 parte de sangue de
coelho, novos e larges campos de pesguisa foram abertos & curiesi-
dade cientifica.

¢ trapalho de Bezancon e colaboradoeres merveceu, desde logo,
confirmacio de SiMoN (1902), de TOMASCZEWSKI (1903), de DAVIS
{1903}, e, por fim, de intdmeros ocutros pesquisadores gue, & pouco
e pouco, foram se interessando pelo isolamento do bacilo e a0 mes-
mo tempo contribuindo para o melhor conhecimento da sua biclogia.

E evidente que nfo cabem nog estreitos limites déste trabalho
a5 citacfes bibliograficas das numerosas e interessantes monogra-
fias estrangeiras e nacionais até entfio publicadas, e referentes as
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diversas modificaces introduzidas na férmula do meio de cultura
fundamental apresentado em 1901 por Bezancon e colaboradores.
Fssas modificagdes ou variantes poderiam, de um modo geral, ser
segsim diseriminadas: adic@o de substéncias de alto teor nutritivo;
subgtituicio do sangue infegral por sangue desfibrinado de coelho;
sproveitamento do sangue humano, de cavalo, de boi ou de carneiro;
e, finalmente, utilizacdo dos meios liquidos convenientemente enri-
guecidos, em proporces varidvels, seja com sbre ou plasma hemo-
globinades, seja com sangue desfibrinado dos supracitados animais.
Comeo se sabe, 8stes melos liguidos tiveram grande voga quando da
producdo industrial da vacina curativa do cancro mole, para uso
intravenoso, preconizada, em 1924, por NICOLLE & DURAND.

No interésse de obter, para nosso prépric uso, um meio de
cultura que pudesse oferecer condigdes nuiritivas méximasg para o
desenvolvimente do H. ducreyi, decidimos pela realizacdo, em meio
de dgar-nutritivo comum, das indispensivels investigacdes prelimi-
nares relativas & determinacio das percentagens de sangue de
coelho e de agar-Agar, respectivamente, mals indicadas para uma
multiplicacdo satizsfatéria do germe, A seguir, experimentamos,
separadamente, a adiclio, 2 essas bases culturaiz, dos carboidratos
soguintes, comumente wtilizados para auvmentar o teor nutritivo dos
meios de cultora em geral: dextrose, lactose, sacarose e amido.

Alids, NicoLrLr (1923) havian ja experimentado o amide em
meio gemi-gdlido (gelose mole -+ iracos de sangue desfibrinado de
eoelho) para a conservacio do bacilo; mas néo demorou a substituir
éste meio por outro melhor, sem o amido. Enfre nds, Assis (1926),
trabalhando com meio liguido, adicionou-ihe a dose de 0,5 a 1,0 por
1.000 de dextrose, com o que verificou que o aspecto da cultura nio
se alterava, enguanto que a sua vitalidade desapareeia tanto malis
rapidamente guanto maior a percentagem do carboidrato, respon-
sabilizando por tal ocorréneia o excesso de acidez desenvolvide no
meio; e CUNHA (1943), trabalhando com meijo sblido, em que o
sangue de cavalo enfrava na percentagem de 50 %, ajuntou-lhe tam-
bém 1% de dextrose (glicose). Das nossas experiéncias sbbre a
adicBo de carboidratos & bage s6lida que viria a receber, por ultimo,
o gangue desfibrinado de coelho, verificamos que ¢ amido e a dextro-
se parecem ter melhor influenciade o desenvolvimento do bacilo que
a lactose e a sacarose.  Por ditimo, ocorres-nos também experimen-
tar um alimento natural de notéria atividade energética — a batata,
uaada alids ha muito tempo nos meios destinados a germes de dificil
crescimento. A junclo, em dose substancial, ao meio de cultura,
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de uma infusio de batata glicerolada, adicionada de 29 de glicere],
foi sem divida decisiva na escotha definitiva da sua foérmula, visto
que, a partir de entdo, comecamos a ter culiuras verdadeiramente
fuxuriantes do H. ducreyi.

FORMULA E PREPARACAC DO MEIO DE CULTURA

Infusfc de batata glicerolada .......... 600,0 mi
Agua destilada ... . i 40,0 mi
Peplona ... ... i, 0,0 gr
Cloreto de so6dio .. ... ... . i, 50 gy
Extrato de carne .................... 1,0 gr
Agar (tipo japon®s) ................. 32,0 gr

Prepare a infusio de batata fervendo 1.600 gr de batatas des-
cascadas e cortadas em fatias, em 2.000 ml de agua destilada adi-
sionada de 40 ml de glicerol neutro.  Apés cozedura, mexer e passar
o todo em gase. Complete o volume primitive com agna destilada.
A 809 ml déste exirato de batata (o8 restantes 1.400 ml serdo
autoclavados ¢ guardados para uso oportuno), adicione 460 mi de
agua destilada e og demais ingredientes constanies da férmula
acima. Autoclave 20 minutos a 121° para dissolucBo. Complete o
volume com dgua destilada e ajuste ao pH 7,6, Filtre em algodao.
Distribua 7 mi em tubos 18 x 180 mm ou 140 ml em bales de 200
ml.  Autoclave 20 minuntos a 126° €. Conserve ésfe 4gar bésico
em geladeira até ser usado.

A fim de completar a preparacio do meie, ponha o dgar basico
{tubos ou balbes) em banho fervente até completa fusdo, deixando-o
o seguir & temperatura de 48.50° €, Se estiver trabalhando com
vs tubos, ajunte, a cada um, 3 m! de sangue desfibrinado de coelho,
¢, apos leves movimentos pars mistura do meio, incline-os ow, se
necessirio, ntilize-os pars preparacfo de placas. Se, porém, estiver
trabalhando ecm o balfo, ajunte-the 60 m! do sangue, agite-o para
mistura do meio e, por meio de pipetas, distribna-c em tubos ou
placas.  Apds contrdle de esterilidade durante 24-48 horas em estufa
g 37° C, o meio poderd ser ugado.

CONSERVACAO. UTILIZACAOC DO MEIO PARA
TRANSPLANTE E ISOLAMENTO DO GERME

O meio de culiura contide em tubos mantém-se em boas con-
dicbes para transplantes ou repigues durante cérea de 30 dias,
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Figs. 1 e 3 — Aspectos do crescimento do H. ducreyi em placas contendo o mein
de eullura descrilo, apés 72 hs de incubacgfo.
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hagtando para isgo que seja conservade & temperatura de 3° a 5° C,
e que se The refaca, com solucle salina, a quantidade de dgua de
condensacfo eventualmente perdida.

O meio de cultura contido em placas é, habitualmente, o mais
indicade para o isolamento do bacilo de Ducrey diretamente de uma
ulceracio venérea. Como, porém, éste meio se ressente mais rapi-
damente da falta de umidade do que 08 meios contidos em tubos,
¢ precise usi-lo logo depois da sua prepsracio, e indiretamente
hidrata-lo, apés a semeadura, por meio de algumas gotas de solucdo
salina esparsas na superficie interior da fampsa da placa, Apoéds
esta precaucdo, a placa, com a tampa voltada para baixo, serd posta
numa estiufa regulada a 32-34° C, em cujo interior, um ou dois
recipientes contendo permanentemente dgua, garantirfio, finalmente,
um perfeito grau de umidade ambiente,

Fig, 3 — Ouire aspecto da mesma cultura.

O transplante do H. ducreyi para éste meio, obedecidos o8 de-
tathes técnicos ja indicados, resulta em crescimento realmente exu-
berante do germe. As fotos coloridas gque ilustram &ste trabalho
darfio, por certo, melhor gque quaisquer palavras, uma idéia mais
justa e expressiva sdbre o assunto. Elas representam transplantes
do bacilo, tanto em tubes como em placas, dopois de 48 horas de
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permandneia em estufa regulada a 32-84° C, zob as condicles de
vmidade anteriormente descritas. Para melhor apreciacio de de-
senvolvimento do germe em superficie inclinada, tratamos primei-
ramente de retirar, cuidadosamente e por inteiro, o meio de cultura
eontido no tubo, para em seguida fotografa-lo.

I .

No que se refere & vitalidade do bacilo de Ducrey nos tubos
contendo dste melo de enltura e mantidos em estufa, podemos escla-

igs. 4~5 — Aspectos do crescimento do H. duereyi em tuboes.

recer que ela é perfeitamente vidvel durante cérea de 12 dias, uma
vez que, cada dois ou trés dias, seja a superficie do meio convenien-
temente molthada pela dgua de condensacio prépria ou adicional.
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Afualmente, porém, com ¢ advento dos modernos métodos de liofi-
lizagho, o velho problema da conservacio das amosiras baclerianag
nos préprios meioz de cultura ji estd completamente superado.
Nosgas amosgtras de H. ducreyi, liofilizadas, estlo sujeitas apenas a
um transplante anual, que jamais falhou, e poderfo ser manipuladas
duranie varios anes, sem que venham a perdsr suas caracteristicas
iniciais,

ALGUNS DADOS TECNICOS BEFERENTES AO
ISOLAMENTO DO BACILO

Resta-nos, agora, examinar o procedimento a ser seguido para
se obter o isolamento do bacilo dos focos de infeccio.

Tratando-ge de colheita de secrecio de um eancro mole secundé-
rie, provocado pela auto-inoculacio de material oriundo de um
canero mole primitive genital, o problema do isclamento do germe
niic oferece maiores dificuldades, pois, com alguns cuidados de
assepsia ohservados na técnica da auto-inoculacio, completados por
uma colheita precoce de material da lesfo inicial, j& feremos ga-
rantido, via de regra, para as semeaduras, um inéeulo apresentando
grau relativamente baixe de contaminacio gecundéaria. Ista foi,
alids, a téenica para o isclamento do germe preconizada por
REENSTIERNA (1523) e, em seguida, adotada iIntegralmente por
NICOLLE (1924). Este Gltimo autor, tratando do assunto, refere que,
entre intmeras tentalivas frustradas, conseguiu, por acaso, apenas
nma vez, o isolamento do estreptobacilo de Ducrey diretamente das
niceragbes genitais.

Na hipttese, porém, de defrontarmos com uma complicacfo
linfatica da ulceracfio vemérea (bubde inguinal, bubdnulo do corpo
peniano}, ¢ isclamento do germe em cultura pura poderd ser ten-
tado pela semeadura do pus obiido por simples puncio dessas lesbes
gsupuradas e fechadas, E sem ddvida curicsc o fato, por vézes
observado, de o material purulento colhide de complieacio linfatica
do cancro mole, nem sempre revelar a presenca do germe, sgja
em exames culturais nos meiog adequados, seja mesmo em simples
exames divetos nag preparactes coradas, A propdsito désse assun-
to, nfo serd demais lembrar agui alguns dentre os investigadores
que déle se preoccuparam, RICORD (1838), baseando-se em centenas
de auto-inoculacdes, positivas e nepgativas, de materiais oriundes
de adenifes supuradas conseqilentes a lesGes venéreas ulcerosas,
chegou & conclusfo de que devia haver dois tipos diversos de bubfes:
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um, simples, de natureza avenas inflamatéria su simpdtics, e outro,
origindrio do eancro mole ou sintomético, contendo um pus sempre
inoculave!, tal como se f6ra o da propria lesfo venérea. Hntre-
tanto DucaBy (1889), ao aplicar o mesmo méiodo experimental
em £0 pacienies, portadores também de adenites supuradas, nio
ingrou nenhum aucesso. BENZANCON e colaboradores (1801), ja
entdo apelados em seu meio de cultura, obiiveram de pus de bhubio
inguinal de 2 doentes, 2 culturas positivas, muito embora nio tives-
sem enconfrado nenhum bacile nos esfregaces de pus de um dos
doentes.  SrMoN (1902) relatou também 2 culturas positivas de 2
casos exalninados, e [avis (1903) 2 culturas positivas de 6 casos.

Das nessas observacdes sBbre ecanero mole, constam 12 casos
de bubfio supurado e integro. O pus de cada um, obtido por pun-
cdo, fol examinado do pento de vista culturzl, no nosso meio de
cultivo, e também do ponto de vista bacteriosedpico, em laminas
coradas pelo Gram. Cinco das nossas semeaduras resultaram po-
sitivas para o H. ducreyi (41,6% 7}, e 7 foram negativas.

Com relagBo sos exames haclerioscdpicos a que foram subme-
tidos os esfregacos de pus, apds coloracio pelo Gram, devemos sa-
lientar que, des B casos com culivra posiliva, apenas 1 permitin o
achado relativamente ficil de alguns baecilos esparsos e com os
caracteres morfolégicos do H. ducreyi. Nos 4 esfregacos restantes,
antretanto, os baclios, além de muite raros, apresentavam também
nma estranha morfologia, com seus corpos cfrea de 8 a5 4 vézes
mais longos e mais largos que as formas habitualmente encontradas
vas uleeragbes ou nas culturas. Como elemento caracteristico do
hacilo, essas formas involulivas revelavam, tho sdmente, uma dis-
creta hipercoloracio nas suss extremidades. Por outro lado, os
exames bacterioscépicos do pus dos 7 casos, gue, em cultura, nada
paviam revelado, foram igualmente negativos,

O estadio de evoiuciio (inieial ou finaly dos bubdes inguinais,
na totalidade dos casos, jamais se mostrou relacionado com a posi-
tividade on negatividade do germe no pus. ¥ pois de se SUpPOr gue,
tanto a presenga de bacilos vivos nos bubfes, por vézes raros e sob
formas involutivas, como a sua auséneia, por possivel lise, devam
estar relacionadas com a maior ou menor capacidade orginica do
paciente na producio de anticorpos.

Cabe-nos, finalmente, referir algo daquilo gue durante muifos
enes fomos observando e aos poucos modificande, sdbre o procedi-
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mento téenieo a se adotar sempre gue ge tenha em vista o isols-
mento do bacile, partindo-se de indculo origindric de um canero
mole primario.

08 mnesquizadores gue se tém dedicade so isolamento de
H. ducreyi dessa fonte original, ceriamente nfo desconhecenm as
mtmeras difienidades e frusivecfes a gue fleam expostos para a
consecucdo désse desiderate. Uma das principais causas dessas di-
fienldades, independe completamente da nossa vontade, e vem a
ser o fato de o doente apresentar-se sempre tardiamente para as
primeiras provas laboratoriais, do gque naturalmenie resulta a pro-
liferacfic de uma ilimitada flora bacteriana secundéria, em pleno
foco uleeroso. Ao lado dessa caussa, oubras ainda poderfio ser men-
cionadas, como a dificil manutencio, por 24 ou 48 horas, de pensos
assépticos protetores, em lesdes localizadas na maior parte das
v8zes nas mucosas, & também a excessiva sensibilidade da regiio
cnde, habitualmente, se assesta o processo infeceioszo.

(s numercses deentes porfadores de cancro mole gue, outrora,
eram encaminhades ac Laboratoric Central da Santa Casz de Mi-
sericérdia de Bdo Paule, para confirmacsio disgudstica pelo exame
bacteriosedpico do pus ou pela reacfo intradérmica de Ifto, desper-
taram, naturalmente, nosszo intersse no toeante ao isclamento do
germe, diretamente do foco ulceroso venéreo.

Valendo-nos, por um lado, do meio eolido de cultnra enfio
indicado por varios pesquisadores (dgar nutrilivo a 3% adicionado
de 30% de sangue desfibrinado de coelho) e, por outro lads, de
materiais eolhidos de lesdes wlcerosas que, 48 horas anfes, a fim
de prevenir contaminaches secunddrias, havism sido conveniente-
mente limpas e desinfetadas com Alcool iodade, e 8 seguir imper-
meabilizadas com colddio, e recobertas com esnaradrapo, pudemos
ento obter duas primeiras amosiras de bacilo de Ducrey, isoladas
diretamente de cancros moles genitais. Devemos esclarecer, neste
nagso, que LIPINSKI (1925}, sem que o soubéssemos, havia, véarios
anos antes, publieado um excelente trabalhe em gue menecionou o
uso do colédio como um vecurso adjuvante na téenica de isclamento
do gerine.

As duss amostras isoladas vieram juntar-se ouiras, inclusive
algpmas origindrias de pus de adenite inguinal. Dentre as que
contavam menor nimere de passagens, duss foram utilizadas como
indicadoras de crescimento do germe no decurso das provas que, a
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pouso e pouco, fomos realizando até chegar 3 férmula do meio de
cultara apresentada no inicie déste trabalho.

A acentuada queda verificada no nimere de cases de cancro
mole ne decorrer déste dltimo decBnio, queda essa verificada pelo
uso terapéutico intensivo das sulfonamidas e dos antibidticos, velo,
evidentamente, reflefir-se, mais acentuadamente, abbre as dificulda-
des antes j4 existentes em obler-se culturas novas, recém-iscladas,
do H. ducreyi, que sfo de tanto interésse para o perfeifo conheei-
mento de alguns aspecios ainda pouco esclarecidos da biologis do
germe, como por exemplo, o8 relacionados com as snas atividades
bloguimicas.

Nao foi outra a razdo de, retornando a0 assunto de isolamento
do germe da lesio venéren, aprovelfarmos os raros doentes de agora,
para algumas experiéneins com uma substinela capar de agir efi-
cazmente s6bre os germes habituais de coniaminacbes que consti-
tuers, ¢como ge sabe, um sério entrave ao isolamento do bacile de
Ducrey, de um canero mole primirio. Hssa substincia vem a ser
o dcido rosdlico, conhecido corante e indicador cuja acfo inibidora
ibacteriostitica) sdbre as bactériss Gram-positivas, tanto em meios
lguidos como em sdlidos, isentos de componentes de sangue fol i
referida em publicagdes feitas respectivamente por BRONFENBRENNER
g col, {1920) e por CALAZANS & PrstanNa {1932), quando do estudo
«0bre meios selefivos para o isolamenic de enterobacteridceas pa-
togbnicas.

Prepara-se & soluglo do covante inibidor, dissolvendo-se 1 g
ge dcido rosdlico (Merck) em B0 ml de &leool absoluto, completan.
do-ge o volume de 100 m! com &dgua destilada., Desta solucio mie
retira-se 0,1 ml que serd diluido em 9,9 ml de solucho saling estéril,
obtendo-ge assim uma solucdo cuia concentracio em dcido rosdlico
corresponde a 4,01 g %. Se a sgolugdo for Adcida (cdr amarela)
ajunta-se-The carbonato de sédio diluido a 1%, gbéta a gbia, até que
ela se forne levemente alealing (cbr levemente résea). Em cérea
de 1 ml degta soluglo, depositam-se entfio 8 ou 4 algas do material
{livre de sangue) colhido daguela mesma lesfo ulecercsa que, 48
noras antes, havia j4 sido convenientemente isolada pelo eolédin.
A suspensfo de pus € agitada e posta em estufs a 32-34° C, reti-
rando-se-lhe, 4, 8 ¢ 24 horas depois, parcelas do seu sedimento para
semeadura, em placas que, por sua vez, serdo incubadas de acdrdo
com as especificacdes j4 referidas.

1 clare que o tratamento prévio do indeulo nio pederd impedir
totalmente o aparecimento, nas placas, de slgumas colfnias de
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contaminacio; porém estag, por zerem raras e esparsag, nfo com-
prometerio o crescimento posterior das colénias caracteristicas do
H. ducreyi.

A freqiiéneia do canero mole, eomo j& referimos, caiu, Gltima-
mente, para indices extremamente baixos, sendo diffcil o eneontro
de casos até mesmo nos ambulatérios hospitalares. Isso nfo im-
pediu, entretanto, gqune dos pouces cazos & norsa dizposicio pudés-
semos isolar algumas novas amostras do bacilo, utilizando-nos do
meio de cultura e da téenica de colheita preconizades neste trabalho.

 obvio gue o melo de cultura de que tratamos revelou-ze igual-
mente eficiente para a proliferacfio de outras espécies filiadas ao
génerc Hoemophilus, e também para Bordzetelin pertussis, que pbde,
inclugive, ser facilmente isclada pela exposicdo das placas ac aleance
das particulag mucosas expelidas pelo doente no momenio da fosse.

Delzxamos agqul consignado nosso cordial agradecimento a D.
Filomena B. M. Jordfo ¢ a D. Maria Nydia de Castro, pelo auxilio
técnico e bibliografico gue, respectivamente, prestaram no decurso
déste trabalho.

RESUMO

S&0 recordados, inicialmente, os métodos experimentais de auto
e hetero-incculaghes humanag através das guals péde Dufrey culti-
var, no proprio foco ulcercso, da 6.* &4 15.2 geracio, ¢ em condicdes
de absoluta pureza, ¢ bacilo que é&le julgava ser o Gnico germe res-
ponsivel pelo cancro mole, e a0 qual ficou seu nome definitivamente
ligado. £ ressaltada, depois, & importidncia do aparecimento do
meio s6lido fundamental proposic por Benzancon e colaboradores
para a cullura do bacilo {dgar-sangue de coelho), e também men-
cionadas, de passagem, as prineipals modificactes néle introduzidag
por alguns pesquisadores, visando a tornd-lo mais favoravel ao de-
senvolvimente do germe.

Negse mesmo sentido resolveu o A. experimentar, também,
uma série de alimentos de alio teor mutritive, optando, afinal, por
uma formula de melo de cultura em cuja composiciio figurasse, de
modo subgtancial, uma infusfo de batata adicionada de 2% de gli-
cergl. Hssa formula, detalhadamente deserita no texto, den-lhe
cuiturag realmente luxuriantes do H. duereyl (transplanies em pia-
cas e tubes), como se pode observar nas fotos gue llustram o ira-
bathe. Depois de fazer referénciag sbébre o medo de utilizacfio e
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de econservacho do meio, o A. passa finalmente & guestdo do iscla-
mento de bacilo dos focog de infeeclo, que exple da maneira como
a seguir val sintetizado:

Se a secregio purulenfa deslinada & obfencio do baeilo provier
de um cancro mole secundidrio provocado por auto-incculacfio, ©
isolamento do germe nfo oferecerd mailores dificuldades, contanto
gue o material seja colhido precocemente da lesfio e semeado em
placas 2ob boas condicdes de umidade. A umidade das placas serd
facilmente obtida pela deposiciio, na superficie interna das respecti-
vad tampas, de algumas gbdtas esparsas de golucfo salina. As placas
serfo coloeadas, invertidas, em estufa regulada a 329 - 34° C cuja
umidade ambiente serd mantida por 2 recipientes contendo Agua.
HExame das placas 48 a 72 h depois

Por outro lado, tratando-se de pus originario de complicacfo
linfatica (bubfo inguinal), & semeadura désse material diretamente
om tubos, poderi ou nio, dar desenvolvimento ao bacilo. A éssze
propdsito, refere o A. a semeadura de pus de 12 bubles fechados,
congeglientes a cancro mole, obtendo & culturas positivas para o
H. ducreyi (41L,6%) contra 7 negativas. Examinando, porém, os
egfregacos de pus dos 5 casos pogitives nas culturas, 86 dificilmente
encontron bacilog, os quais, além de muito raros, apregentavam uma
morfologia invelutiva {comprimento e largura 3 a 4 vézes maiores
gue o normal), mantendo, porém, como Gnica caracteristieca, uma
disereta hipercoloracfic das extremidades,

A 1itima hipdtese a ser considerada — sem divida a mais com~
rvlexa, pela concorréncia dos germes de contaminacfo secundaria —
¢ ¢ igsclamento do bacilo do préprie foce uicercso primario. Frenfe
a essa oportunidade, o A. aconselha o uso da seguinte técnica gue
jhe tem facilitado a obiengBo de algumas amostras do germe: o
canero mole deveri sofrer uma Hmpeza e desinfeccio prévias com
&leool iodade, seguidas de impermeabilizacBo com colddio e espara-
drapo; apds 48 horas, 3 a 4 aleas do pus (livre de sangue) da lesdo,
serfo agitadas em tubo contendo 1 ml de uma solucho de acide
rosélico com eoncentracio igual a 8,01 g %. ({Acido rosblico Merck
1 g, aleool absclute 80 ml, Agua destilada aié completar 100 ml
Dilyir 0,1 ml desta soluclo em 9,9 ml de solucfio salina e usi-la
para o fim indicado.} A suspensfo do pus na solucdo rosodlica é
agitada e posta na estufa a 32-34° C, retirando-ge 4, 8 e 24 horas
depois, parcelas do seun sedimento para semeaduras em placas que,
Dor sua vez, serfio incubadas, de acdrdo com as especificacbes atris
mencionadas.



174 EEvISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUtz

Com a téenica descriia, o A. procurou adaptar a jd conhecida

pedo inibidora (bactericstatica) do corante e indieador — Acido
rosélico — para bactérias Gram-positivas em geral, guando em

meios de cultura isentes de componentes do sangue, ac isclamento
do H. ducreyi presente em secrecbes sempre contaminadas por di-
versos tipos daquelas bactérias.

B Obvio, finalmente, gue o meio de cultura gque o A. acaba de
apresentar, revelow-se igualmente eficiente para outras espécies do
género Hoaemophilus, sendo gue PBordetelln pertussis pode ser tam-
hém facilmente isolada pela exposiciic das placas ao aleance das
particulas mucosas expelidas no momento da tosse,

SUMMARY

The author examines the technigue used by Ducrey in obtaining
pure cultures of Haemoephilus duecreyl by the inoculation of in-
fectious material in humans, and notes that the culture could be
maintained pure from six to fiffeen passages. He emphasizes the
uge of blood agar as proposed by Benzancon and associates, and
describes some of the most important modification of this medium.

The author then presents a new medium for the isolation of
H. ducreyi, essentially a 2% glicerol in potato infusion, arrived at
after considerable testing of a variety of substances. He pgives
detsiled instruections for the preparation, use, and storage of the
new mediam,

For the collection of eclinical material, subseguent incubation,
and igolation, he presents the following technique:

After throughly cleaning the lesion, disinfection is achieved by
iodine diluted in alechol. The lesion is then covered with a film
of eollodion or tape for 48 hours, after which, 3 to 4 loopfuls of
pus {free of blood) are taken from the lesion and inoeulated into
tubes confaining 1 ml. of a solution of 0.01 9% rosolie acid. (Rosolic
acid Merck 1 gm.; aleohol 58 ml.; distilled water to make 100 mi.;
0.1 mb is diluted in 9.9 ml of saline.) In this preliminary pro-
cessing the rosolic acid aets bacteriostatically on Gram-positive
hacteria.

After shaking, the tubes are incubated at 32¢ - 34° C, and at
intervals of 4 - & and 24 hours, portions of the settled sediment
are seeded in the new medium, the plates of which are kept humid
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by the vse of a few drops of saline on the inside cover of the Pebri
digsh. The plates are then inverted and incubated for 48 - 72 hours
at 32 - 34° C,

The auvthor obtained a 41.6 % recovery of H. ducreyi on a
series of 12 closed infected lymph-nodes. In all cases, he noted
that on microscopic examination, the baeilli showed a distinet mor-
phology, their size being three to four times larger and broader
than the normal bacilli and that they characteristically stained
heavier at their ends. '

The new medium described provides a very luxuriant growth
of H. ducreyi, as seen in figures 4 and 5 and has proven an excellent
medium for other species of the genus Haemophilus even Bordeielly
pertussis was easily isolated in the medium by the eough plate
raethod.
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MONONCHUS (COBBONCHUS) INCULTUS

J. C. CARVALHO (*)

Em sua revisio dos mononguideos, ANDRASSY (1958) criou o
nove género Cobbonchus, caraclierizado por um dente dorsal no 1.°
téreo da cavidade bucal e doig dentes subvenirals um pouco menores
do que o dorsal. Néle incluin 3 espécies deseritas por CoBp (1935):
C. palustriz, C. rodictus e C. feres. Em solo de uma plantacio de
bananeira em Caraguatatuba, encontramos uma nova espécie, que
ineluimos nesse género, junfo com as espécles de Cobb, apesar de
exibir algung caracteres diferentes dos dados por Andréssy. Des-
crevendo o género, deu-lhe o autor um ovario duplo e cauda com
glandulas munidas de valvulas; a espécie que estamos descrevendo
tem o ovéario simples e a cauda porc nio munido de aparetho
valvular.

Mag apesar désses caracteres diferentes, parece-nos mais apro-
priade colocar essa espécie no género Cobbonchus,

DESCRICAO DA ESPECIE

DimENgOES. Fémea (10): Compr. 1,301 - 1,755 mm: compr.
do esbfago 0,238 - 0,413 mm; larg. 0,032 - 0,064 mm; cauda 0,064 -
0,162 mm; a—= 27,4 - 40,6; b= 3,8 - 4,2; c¢= 10,8 - 20,3,

Corro. A forma do corpo assemelha-se a de todos os monon-
gquideos, gue ¢ mais oo menos um cilindrdide, com afilamento na
parte anterior e posterior. Nesta, o afilamento comeca logo depois

da vulva e val até o término da cauda.

CABECA. Nota-se pequena expansio dos seig labios fundidog e
achatados; papilas diminutas. Dente dorsal de tamanho meédio,
reforcado e situado no 1.° téreo da faringe; dois dentes subventrais
existentes, parecem ser do mesmo tamanho do dente dorsal.

{*) Engenheiro-agronomo de Instituio Bioldgico.
Recebido para publicagfo em 27 de dezembro de 1860.



178 REevisTA bo Insemoro Aposro Lute

Esbéraco. Tubo musculoso, mais ou menos cilindrico desde o
inieio até o cardia.

INTESTINO., As células infestinais s8o ricas de grianulos de
gordura. Reto e 4nus proeminentes.

ORGAOS REPRODUTORES: A wvulva ccupa posicio obligua em re-
lacdo ao corpo. Ovario curto, recurvado e prodéifico.

Caupa: Cauda de tamanho médio, com trés glindulas ligadas
ae pore excretor, sem valvula.

MEDIDAS DE 10 FEMEAS

I | i ! i i
LI L T A 4 5 : [ J v 8
H : i i :
| ! |
Comprimento .. | 1,801 | 1,371 | 1,606 | 1,755 | 1,587 | 1,483 | L,5HT | 1620 | 1674 | 1,455
H
Largura ....... | 0082 | 0.041 9,059]‘ 6,048 | 8,081 | 6,048 | 9,085 [ 0,088 | 6,064 | 0,086
Eebfago ....... 0,588 | 6,338 | 0,408 % 0,418 | 383 1 0,576 | 0,888 | 0,381 | 0,800 | 0,358
|
Trist. da valva . 1 0,887 | 0,931 1,068 | 1,146 1 1,042 8,968 | 1,015 1,062 | LGS0 § 1,868
|
L 69,855 | 67.4% |85.0% iGSGgO 66,305 | B4,B5% (63,490 | 63,89 | 65,295 {68,049
Faringe ....... 0,018 | 6014 ¢ 0018 [ D018 | 0,018 [ 0,018 | 0,618 [ 0,024 ! 0,024 | 0,024
X * x | = x ! x x % x X
0,024 | 0,028 0,03(}1 6,080 | 0,050 , 0,080 | 5,030 | 6,080 | #0588 | 5038
Canda ......... | 8,322 | 8,122 i 0,149% 0,162 | 8,162 | 0,148 (},15{4} 6,162 | EJ.MS! 9,158
i ] ! : !

i

A porcentagem se refere & posico da vulva em relaglio 4 cabega.

MEDIDAS DE 4 LARVAS

|

1 1 2 i 3 4
Comprimente ............ 1,274 I 0,945 0,872 1,287
T@IQUIR o eor e e innr e e 0,032 I 0,027 0,037 0,046
TEsOERZO ... 0,327 0,277 0,200 6,313
Faringe ........coovninn s 6,014 0,012 0,614 - 8,014

X I X X X
0,025 0,025 0,622 0,025
Cauda ..........ooviien. 0,090 & (3,100 6,122 0,133

DiagNosE: M. cobbonchus inculius diferencia-se de M. rodia-
tus, M. polustris e M. teres por ser malor do que essas espéeies:
1,301 - 1755 mm, enquanto que asg outras tém respectivamente, 0,8,
1,4 e 0,6 mm: pela gbnada simples, prodélfica; ¢ pela auséneia de
aparelko valvular na cauda, existente nas outras espécies.
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a) Parte dianteira; b) corpo da femes; ¢ aparelho sexual feminino; db cauda
do macho; e} funcdo do eséfage e iniestino.

SUMMARY

The paper describes M. Cobbonchus inculfus a new species
found about banana roofz of a plantation in Caraguatatuba, State
of Sao Paulo,
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This new species differs from iis nearest species M. radiatus,
M, polustris and M. feres by its large size; gonad single, prodelphie
and by the absence of a caudal valvular apparatus. '
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MONONCHUS (IOTONCHUS) PIRACICABOIDES
N. 8P

J. €. CarvaLmo (%)

Este novo Mononchus, encontrado ac redor de raizes de bana-
neira, na fazenda S&o Sebastifo, em Caraguatatuba, neste Estado,
foi, a principie, tomado pela espécie M. drichurus, e, depois, por
M. piracicabae, devido 4 sua semelhanca comn essas duas espéeies.
De ambas, porém, se distingue pelo seu maior porte e por ter duas
projecdes subvenirais, como denticulos, localizadas quase no fundo
da cavidade bucal

Pelas medidag de 10 fémeas e 6 larvas, verifica-se que esta
espécie é maior em velaco a M. frichurus e M. piracicabae.

DESCRICAQ DA ESPRECIE
Disengbrg. Compr, da fémea: 1,710 - 1,824 mm; a=— 30,6 -
320; b= 4,7 - 5,0; ¢== 3,8 - 4,0.

Corro:  Corpo semelhante aos dos outros Mononchus, ou seja,
na parte disnteira afilamento suave, e, na parte posterior, mais
acentuado a partir da vulva.

CABECA: Sels labios fundidos, com ligeiras expansfes. Da
cabeca para o pescoco nfo ha sinal de separacio. Faringe ampia
com 31 p de comprimento por 24 u de largura e revegtida de misculos
relativamente fortes. Do lado doreal, ha uwm dente de pegueno
porte, viradeo ligeiramente para cima, e, do lado ventral, sfo vistas,
com certa difienldade, duas projeces parecidag com denticulos,
sitnadas na base da faringe.

EsOraco: Um tube mais ou menos cilindrico e museuloso.

IntEsTING:  Célulag intestinais ricas de material granulado.

) Engenheiro agronomo do Instifute Bioldgico.
Recebido para publicacis em 27 de dezemibro de 1960,
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APARELHO REPRODUTOR: A vulva localiza-se a 1,054 - 1,125
da cabeca.” A vagina ocupa 1/3 da largura do corpo. O ovirio
simples, curto e recurvado. Os oves medem 116 por 52 p.

2
é

Macruo: (1): Compr. 1,787 mm DA 28,4; b= 4,4; c= 3,6
Espieulos com 78 y de comprimento.  Testiculo simples e estendido,
Orgéos suplementares em ndmero de 8 ou 10,  Gubernaculo presente.

MEDIDAS DE 10 FEMEAS

Comprimaents .. 1,788 | 1,724 E 1,762 1,746 § 1,719 \! 1,788 | 1,824 " 1,781 L7I0 | 4,724
Largurs ....... 0,857 | 0,059 i 2,065 i 0,068 | 0,054 } Q087 | 0,057 i 0,057 ¢ 6,057 | 0,062
Estfago ..., 9,380 ; 9,342 : 9,308 Dobake 0,570 E 0,427 i .5 i 8,374 0,356
Faringe ....... 21x82 | $1=22 B31x22 | 31x22 | 31xRZ | 3122 | 31422 [ 31xER ! 31x22 | Bix22
Cauda ........ 6,488 | 0,430 e G441 1 BABE | 0470 E 0,427 1 0,478 | } 0,464 ¢ 0,470 1 0,418
Pos, da Vulva | 1,083 1,683 iE 1,088 ¢ 1,084 § 1048 } 1,049 © 1,125 i 1,840 1 1,040 1,084

a) Cabega; b) corpo da fémea; ¢ aparclho sexual feminino; d} cauda;
e} funcie do esdfzgo e inbestino.

DIAGNOSE

M. piracicaboides diferencia-se das espécies que lhe sfo mais
proximas -— M. frickurus e M. piracicabae —— pelo seu malor ta-
manho: L7100 - 1,804 mm; 1,200 e 1,332 - 1,527 mm respectiva-
mente; e por possuir duag projectes, como denticulos na base da
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faringo: M. t#ichurus tem mais denficulos, segundo Corr e M. pira-
cicabae nfo tem denticulos, conforme LORDELLO. Desta Gitima, tam-
bhém se distingue por possuir pore excretor munide de valvula.

SUMMARY

The paper deals with the description of a new species —
Mononchus pirecicaboides — found about rootgs of banana plants
growing in the moist ground near Caraguatatuba, State of Sao Paulo.

M. piracicaboides differs from its nearest related species, M,
piracicaboe e M. trichurus by its large size and by two denticles
at the base of pharynx; M. frichurus has more denticles, after CoRB,
and M. piracicabae has no denticle, after LORDELLG,  From the last,
it differs also by the presence of a candal valvular apparatus.
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