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ESTUDO SOBRE A IMUNOGENICIDADE DE AMENDOAS DE CACAU (%) -

STUDY ON THE IMMUNOGENICITY OF COCOA BEANS

I3

YEHUDA LEVANON (%)

SteLa M. Q. RossETiNg (2)

SUMMARY

Beans and pulp of the rocoa fruit were submitted to laboratory fermentation

reproducing farm processing conditions.

Comparing the extracis of fermented, partially fermented and fully fermented
beans, it 'was observed a parallelism between the gradual decrease of the glycides
content and the progressive decrease of the immunological activity.

Glycide nature of the antigen was demonstrated by staining with Schiff reagent
of the material submitted fo gel-electrophoresis, chromatography and acid hydro-

lysis.

One of the antigens, “Fraction A” preseni in extracts of unfermented beans
shows a 1-4 linkage while the other, “Fraction B” linkages. arc in position 1-6.

By diakysis it '‘was shown that only antigen (“Fraction B”) present in extracts
of incompletely fermented beans is constitued by molecules smaller than “Frac-
tion B found in extracts of fermented Dbeans.

Adequate beans for the choceolate

componentis.

industry do not show immunological

A rapid and simple ring test is proposed for determining the degree of fer-
mentation {(quality of the farm product) of the cocoa beans.

+

INTRODUCAOQ

Levanon & MarTeLLL® verificaram que
extratos de améndoas de cacau nio fermen-
tadas eram imunogénicos, ao coniririe do
das améndoas adequadamente fermentadas.
Com base neste achado, Levanon? propbe
um método sorolégico para determinagfio do
grau de fermentaciio das améndeas de ca-
cau, [fste método é menos influenciado pela
interpretacio pessosl do analista, que os ou-
tros anteriormente empregados, oz quals sfo
baseados no aspecto fisico das améndoas ou
una coloragio de sua superficie de corte, ¢
conduz a resultados precisos e reproduzi-
vels para o contrdle da qualidade do pro-
dute rural. :

(13 Trabaihc leureado comm ¢ FPrémio “Adoifo
Safdde Phbiica, de 1965,
(2) Do Instituio Adolic Lutz.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho apresenta novos estu.
dos sGbre a imunogenicidade do eacau
submetido aos processos rurais de fermen-
tacfo.

Foram empregadas améndoas das varie-
dades “Forasteiro”, “Catongo” e “Crioulo”
de plantas de Theobroma cucan, cultivadas
na Estagio Experimental de Cacau, Urugn-
ca, Istado da Bahia, Brasil. Amostras de
cada varicdade {fdram colhidas separada-
mente, lavadas com 4gua correnie para eli-
minar a polpa, sécas a 37° C e conservadas
a temperalura ambiente, Também foram
utilizadas amostras comerciais obtidas de
exportadores das cidades de ltabuna e

Luiz" de Cigéncias Biolégicas, Biloguimicas e de
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Hhéus (Estado da Bahia) *. A determina-
cao da qualidade das améndoas foi feita de
acorde com Du Wirr?®.  Polpa do frufe
{mel de cacan) foi coletada separadamente
dos frutos de cada variedade em frascos
Erlenmeyer e congelada a -45°C. A polpa
descongelada apresentou valores de pH de
aproximadamente 3,8. Uma amosira de
Saccharomyces sp., isolada de caixa de fer-
mentagho na FEstagie Fxperimental de Ca-
cau, Urucuea, ¢ mantida em meioc de Sa-
booraud, foi empregada para as fermenta-
¢bes no Laboratdrio. -

Porgoes de 200 em®* de polpa foram este-
rilizadas por filtracie em filiros Seitz, co-
locadas em frascos Erlenmeyer e incubadas
durante 72 horas a 37°C pars deteccio de
eventual turvagio por indesejivel cresei-
mento microbiano, Duzentas améndeas nfo
fermentadas, préviamente lavadas com so-
lugio de mertiolato a 1% e posteriormente
com dgua destilada esterilizada, foram adi-
cionadas a cada frasco. Os {rascos foram
incubados & temperatura ambiente, com
T om® da suspensgo do levede, cuja turva-
¢lto era equivalente & do tubo n® 3 da es
cala de McFarland, Durante a fermenta-
¢fo, foram retiradas amostras cada 24 horas
e preparades antigenos que foram testados
por imunoprecipitagie. Quando indicade,
os extratos de. améndoas foram concentra-
dos por liofilizacio, sendo depois dissolvi-
dos no volume requerido de solugie fisiols-
gica.

As preparacBes obtidas no laboratorie fo-
ram marcadas: “F”, as bem fermentadas:
“PE”, as parcialmente fermentadas; “NI”,
as nfo {ermentadas; “OF”, as excessiva-
mente fermentadas, A propergio de amén-
doas bem fermentadas (boa gqualidade) con-
tidas na amostra era representads por um
nitmere na parle superior da marea, en-
guanto gque um niimero na parte inferior da
mesma representava a duragie da fermenta-

¢ao em horas. Por exemplo, PF 7 indica
que esta preparacfo foi feita de uma amos-
tra de améndoas fermentadas duranie 72
horas (fermentacdo parcial, incompleta) e
contém 709 de améndoas de boa quah-
dade.

Os polissacirides totais foram determina-
dos pelo métedo da antrona, descrite por

Treveryan & Harrison *; polifendis, pelo
método de permanganato, descrito por For-
SYTH ® e nitrogénio, por processo micro-
Kjeldhal, segundo Erec & SopoTra®.
Substincias gorduresas foram determinadas
em amostras de 10g extraidas em Soxhlet
e pesadas diretamente. Foram feitas cro-
matografias ascendentes em fitas de 36 x 11
cm de papel Whatman 1.° 1, usando fencl
dgua (8:2) como solvente, que era adicio-
nado de 0,019 de Triplex “Merk™ (etile-
nodigmin-tetracetato de sodio) para evitar
oxidagio, empregando-se 0,01 cm® de anti-
geno em estudo, deixando-se correr duran-
te 24 horas, Apds secagem a 90°C, os cro-
matogramas foram relevados com reagente
de antrona, descritc por SUNDERWITH ei
alit ', ou com reagente de difenilaminofos-
fato de anilina, segundo Gmr & Nicam?
As porcbes correspondentes as manchas pré-
viamente reveladas em 25 fitas foram cor-
tadag e eluidas com 10 em® de 4gua desli-
lada, por agitacie mecdnica durante 24 ho-
ras, Hofilizadas e finalmente dissolvidas em
0.5 enr® de solugio fisiologica.
Cromatografias em DEAE-celulose {die-
tiaminoetil-celulose) foram feitas em colu-
nas de vidro de 30 x 2,7 cm. A coluna era
lavada repetidamente com selncfio-tampiio
de fosfatos 0, 02M até obtengio do liguide
de lavagem, com pH 7,4. Quantidades de
5 em® das preparagdes de polpa de cacau
eram colocadas na coluna, adapiada’a um
coletor de [racGes, colhendo-se gquantidades
de 6 cm® pela adigiic da solugdo-tampiio aei-
ma citada, Cada tudo era iestade pelo rea-
gente de antrona e o material dos tubos,
apresentando reacfo positiva, era misturade

‘e marcade como “Fragie A”. A seguir, a

coluna. era ecluida com solugfio-tampio de
citrato 0,02M, pH 3,8 e os tubos com rea-
¢io de antropa positiva foram reunidos e
marcados “Fracio B”. As “fragbes” “A”
e “B” eram dialisadas separadamente con-
tra Agna destilada, Lofilizadas e redissolvi-
das em 5 e¢m® de solugfio fisiologica.
Amostras de 10 ml das fragbes purifica-
das, contendo 500 mg de polissaciride, fo-
ram submetidas a hidrolise pela adigho de
HCl 4M sté concentragho final 2M.  Os
tubos foram incubados em A4gua fervente

(*} As amostras comerciais sfc constituidas por misturas de améndoas de plantas de muitas va-

riedades.
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durante 6 horas e, apds resfriamento, o pH
acertado para 7,0, com NaCH a 409%. Fe.
nilosazonas foram preparadas pela adigio de
0.5 en® de fenilidrazina e 0,5 an® de acido
acético glacial 2 2 cmv® da solugio em prova,
seguida pela incubagio em Agua fervenie
por 30 minutes. Os cristais eram testades
quanto ao seu ponto de fusioe e forma.

Antigenos para inocilagdo de animais fo-
ram preparados a partiv das amosiras F 4,
PF .. e NF, pela adicio de 90 em® da so-
luggo de NaCl 0,15M & lg de améndoas
lavadas, homogenizando-se a mistura em li-
quidificador.  Ap6s centrifugaco a 3 000
r.pan. durante 20 minutos, o sobrenadante
foi completado a 100 ¢m® (solugio a 197).
Antigenos da polpa foram obtidos por centri.
fugacae de polpa ndo fermentada, 30 minu-
tos a 3000 r.p.m. e separacio do sohrena-
dante clare, isento de fibras. Partes iguais
de cada antigeno e do adjuvante de
Freowp ®  foram emulsionadas  para  ino-
culacdo em animais. Cada coelho foi ino.
culado com 0,5 cm® e ecada cobale com
0,25 cm® da emulsdo em cada pala, em in-
tervalos de sete dias, durante seis semanas,
Dez dias apds a dltima injeciio, os animais
foram sangrados e o séro separado e con-
servado em  refrigerador, apés adigho de
mertiolato a 1:10 000,

Precipitados especificos foram delermi-
nados, em aliguotss de 0,5 cm® de antigeno,
pela adicio de anti-séro anti-NF, seguida
por incubagio a 37°C, durante 2 horas e,
poslteriormente, a 2°C, durante 18 horas,
Os precipitados foram separados por ceniri-
fugaciio e feila uma prova de anel, usan-
do-se varias diluicoes do antiséro. Se o
antigeno era ainda detectidvel, a absorcho
era repetida. Os precipitados eram lavados
trés vézes com solugdo fisiolGgica gelada e

dissolvidos emr NaOH O,IN. O teor de nitro-
génio do complexo antigeno-anticorpo foi
determinado por micre-Kjeldahl, . segundo
Frec & SoBoTEA.

A absorcdo dos anti-séros foi feita pela
adicdo de extratos PF o segnida de incuba-
¢io a 37°C, durante 2 horas e a 2°C, du-
rante 18 horas, O precipitado era separado
por centrifugaciio e o sobrenadante foi tes.
tado pela prova de anel, usando-se vérias
diluigbes de exirato como antigeno, Se an-
ticorpos eram ainda detectiveis, a absorefio
era repetida,

As imupoprecipitagies foram fleitas de
acbrdo com OUCHTERLONY '° ¢ as imuno:
eletroforeses e gel-eletroforeses, de acdrdo
com GRaBAR & WiLLiaMs ', usando-se
tample de veronal pH 8,6 p — 0,65. As
faixas foram coradas com reagente de Schifi,
segundo Urier & Graepagr 2

RESULTADOS

 Andlise quimica das améndoas

As determinacbes de nitrogénio  total,
gorduras, glicidios e polifendis da variedade
“Forasteiro” sfo apresentados no quadro
abaixe. Dados obtidos a partir de amén-
doas de ontras variedades em estudo sfo
essencialmente similares, Pode ser visto que
o processe de fermentacfie nfc modifica
aprecidvelmente os ledres de nilrogénio e
lipidios até que atinja o estigio de fermen-
tagho excessiva quando hé um significante
decréscimo do nitrogénio.  Por outre lado,
a fermentagBo determing wma queda pro-
gressiva - do conteitdo de glicidios e poli-
fenois:

Composicdo quimica de vidrios extratos de améndoas de cacau ®

Amostra Nitrogénio Gordura Glicidios Polifendis Qutros
OF 7.2 T 63 2,0 36,8
B, : 12,0 49,0 10,8 24 25,8
PE,, 12,0 30,7 15,3 T2 ‘ 14,8
NF 12,0 51,7 19,7 9,8 6,8
* Por 100 g.

FURT.c

[p——
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Andlise cromalogrifica de extrato ¢ polpe
do fruio

A cromatografia em papel dos extrates de
améndoas NF e polpa do fruto nac fermen-
tado revelon duss manchas apds tratamen-
to com reagente de antvopa, uma, com
Ry == 0,37, foi denominada “Fracio B” ¢
a ouira, com R; === 0,50, “Fragiio A", Apds
coloragfio com difenilamincfosfato de ani-
lina (Merck), a “Fracio A" apresentou
manchas azuis, indicando a existéneia de -
gagbes 1-4, enquanto que a “Fracéio B” mos-
trou manchas marrom, indicando ligacbes

1-6. Apés hidrélise, ambas as fragbes pu-
r;ﬂead&s determinaram apenas uma mancha
com R, == 0,41, correspondente a d-glicose.
s eluatos das manchas croma’iogréficas cor-
respondentes ds duas fragbes apresentaram
uma nitida prova de anel e, gquando testa-
dos contra o anti-sbro em placas de Ouchter-
lony determinaram o aparecimento de linhas
de precipitagiio correspondentes.

Separagiic do antigeno da polpa do fruto

Em virtude de a polpa conter maior pro-
porgie das fragbes “A” e “B” que as se-
mentes, a separagio destas fraches antigé-
uicas em forma purificads foi {eita a partir
da polpa “in natura”. Preparactes de polpa
mostraram, em coluna de DEAE-celulose,
canter duas fragbes antigénicas. A primei-
ra fracfio foi elufda com solugio tampio de
fosfato, pH 74 e mostrou, em cromato-
grafia em papel, um R; — 0,30, igual ao
da “Fragic A”. A segunda foi eluida com
solugiio tampdo de cilrato, pH = 3,6 e de-
terminou o aparecimento de mancha com
R; = 0,37, correspondente &4 “Fragge B”.
Precipitagio fracionada com etanol promo-
veu a scparagio dessas fragdes. Com eta-
nol a 1,59, foi precipitada a fracio com
R: = 0,50 (“Fragdo A”), enquanio que,
a 15%, {foi precipitada a fracio com

R = 0,37 (“Fragfio B”). [fste processo &,

entretantd, inferior ao cromatografice com
referéncia & pureza das fracOes obtidas, pois
gue entre elas hi ainda um certe grauw de
mistura,

. Qunando foram obtidas osazonas das fra-
£bes “A” e “B”, foram observadas duas di-
ferentes formas cristalinas. A osazona da
“Fracio A" apresentou-sc como pequenos
cristais quadrangulares com ponto de fuso
183°C, enguanto que a osazona da “Traco

4

B” apresentou-se como eristais  redondos
com bordas identadas com ponio de fusio
198, 5¢C. Os hidrolizados das fragfes “A”
e “B” apresentaram osazonas aculiformes
correspondentes a glucosazona com ponto de
fusdo 204, 5°C. As fracdes “A” ¢ “B” de
extratos de améndoas NF ou polpa de fruto
nio sio dialisdvels contra solugio fisioldgica
ot dgua destilada, enquanto que por didlise
dos extratos PF I3 verifica-se ser dialisada
uma [racio imunologicamente semelhante &
“Fracdo B”, mas com R; = 0,63,

Teor de nitrogénio dos anticerpos nos
precipitados especificos

O teor de nitrogénio dos anticorpos nos
precipitados especificos de extratos de amén.
doas npfo fermentadas decrescen em rela-
¢io aproxitnadamente linear, quando aumen-
tou o tempo de fermentacio (Fig, 4), Pre-
cipitados de extratos fermentados durante
144 horas nfic mostraram presente nitrogé-
nio dos anticorpos.

Andlise imunogquimice dos extrolos de
améndoas ¢ de polpa do fruio

Coethos inoculados com extrato NF pro-
duziram anti-séros (anti-NF) que [lorma-
ram em placas de Ouchterlony duas linhas
de precipitagio quando testados conlra ex-
tratos NF, mma linha contra exirate PF e
nenhuma contra extralos F ou OF. O extra-
to PF %5 produziu uma linha de precipita-
¢io quando lestado contra anti-sdro anti-NF.
Fsta linha eorrespende a um dos componen-
tes (“Fragio B”) do extrato NF ou da polpa
do frue (Fig. 3). A “Fragio B” no extra-
to PF ?7?2 nio difere imunologicamente da
“Fragdo B” presente em extraios NI, a
despeito dessas duas fragbes diferirem em
Ry e no comportamento duranie a dialise.
A determinagio do nilrogénio do anti-corpo
anti-NF revelou 0,8 a 1,0 mg por cm® de
anti-séro quando a mistura de pohss&candos
purificados isolados da polpa do fruto foi
uiilizada como aniigeno., A Imunizagio de
coethos com preparagie da polpa do frato
determinou a formagio de um anti-séro an-
ii-M {anti-polpa do frute) comportando-se
similarmente com o anti-sbéro anti-NF. O an-
ti-sbro anti-M aplesgntoa 0,8 mg de nitro-
génio espemflco por cm®, Finalmente, extra-

tos ¥ e PF %) nfio provocaram a formagio
de anticorpos precipitantes,
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A imunoeletroforese  apresentou resulta-
dos {Fig. 2) em concordincia com os de
imunedifusic em placas de Ouchterlony
{Fig. 3). Na presenga de anti-sdro anfi-
NF, o extrato NF mostron duas linhas de
precipitagfo, o exirato PF, uma e o extrato
¥. nenhuma. Us dois arcos de precipitacio

observados na imuneeletroforese correspon-
dem a duas faixas cordveis pelo reagente de
Schiff encontradas em provas paralelas de
eletroforese em agar. Uma das {aixas loca-

Hizava-se na f)?ig(‘i’l’l e a ouira oricntada em

diregio ‘a0 anodo (Fig. 1).

Fig, 1 - Eletroforese em gel de agar das fracdes Imunoldgicamente afivas de cacau, re-

veladag pelo reagente de Schiff., A:

“Fracio AV, B:

“Fracho B, Tempo de migracdo ele-

troferética, 120 min., 8V por cm.

Fig., 2 — Imunceletroforese de extratos de
An-d: anti-sére anti-NF préviamente absorvido com extrato

ciaimente fermentade (PF ;f,

1. An-NF:

cacau nio fermentado (NEF).
de ecacau par-

anti-séro anti-extrato de cacaw nfo

fermentado, ?.-Iigrﬁgé’w aletroforética, 120 min., 8V por om.
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Fig. 3 — Imunocdifusfc e gel de agar de polps de cacag

e extralos de améndoas fermentadas, parcialmente ferimen-
tadas e nie fermentadas. B3 polpa de cacau. NF: extrato
de amndoas de eacau nio fermentadas. PFE toextrato de

améndoas de cacau parcialmente fermentadas. }‘«‘24: ex-

trate de améndoas de cacau fermentadas durante 144

horas, An-NF: anti-sdro

anti-améndoas de cacau nio

fermentadas.

Frove de anel pare determinacio do grau
de fermeniagio de améndoas e da

polpa do fruto

Provazs de anel (imuanoprecipitacio em
tubo capilar} foram feilas por cuidadosa
deposigie de soluglo do antigeno sébre an.
ti-séro anti-fracio “A”. O aparecimento
de uma definida lurvagio na interfase foi
considerado como resultado pesitive.  Uma
prova de anel negativa indica auséneia da
“Fracio A & éste resultado foi interpretado
como correspondende a améndoaz de hoa
qualidade na claseificacio de De WITT?,

em virtude dos resullados da andlise imuno-
gquimica das améndeas e polpa do frato,
Anti-sbro anti-NF pode ser absorvido com
extraos de améndoas parcialmente fermen-
tadas (PF}, que préviamente tenham exi-
bido sémente uma linhs em placas de Ouch-
terlony,  Anti-sdre anti-NF absorvide com
“Fracéo B purificada determinou essencial
mente os mesmos resultados, mas o processo
& mais complicado.  Anti-sbro anti-fragfo
“A” pode ser obtido pela inceulacio de
“Fragio A" purificads, tornando, assim, des
necessaria a sua absorcio.
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DISCUSSAO

"0 teor de compostos glicidicos e polifend-
licos decresce & medida que aumenta o grau
de fermentacio. O paralelismo entre o de-

créscimo gradual do teor de glicidios e a.

diminuicio progressiva da atividade imuno-
légica é explicivel pela natureza polissaca-
ridica dos anligenos. A natureza glicidica
oi evidenciada-por coloracio especifica com
reagente de Schiff do material submetido a
eletroforese em gel, por cromatografia e por
hidrdlise acida.

A auséncia de reactes cruzadas entre os

“dois antigenos encontrados em exiratos de

améndoas ndo fermeniadas ou na polpa de
fruta nfo fermentada pode ser atribuida ao
fato de que um désses antigenos, denomi-
nado “Fracio A”, contém ligages 1-4, en-
quante que o outro, “Fragie B”, contém li-
gactes 1-6, a despeito de ambos serem po-
limeros de d-glicose, como demonstrado pela
formagio de osazonas e pela anilise croma-
tografica,

Por dialise, foi evidenciade gue o finico

antigeno (“Fragdo B”), encontrade no ex-
trato de améndoas parcialmente fermenta-
das & constituido por moléculas menores que
as da “Fracio B” enconirado em extratos
rho fermentados.

"Tal fato poderia explicar a incapacidade
da “Fragio B”, presente nos extratos par-
clalmente fermentados, em provecar a for-
magio de anticorpos precipitantes no cee-
Iho. Uma vez que a fermentacdo das amén-
doas e da polpa do fruto resulta de agiio
ezimatica, pode-se presumir que inicialmen.
te hi a despolimerizacio de uma macremo-
Iécula e o produto resultante na fase indcial
déste processo nfo pode estimular a produ-
¢do de anticorpes, embora, como um hapte-
no, possa dar reagfo de precipitagdo, Pos-
teriormente, quando a fermentaciio foi com-
pletada, nfo se observa impunoprecipitagio.
Parece claro que a fermentagio das amén-
doas destréi as moléculas antigénieas ¢ tam-
bém medifica varies componentes das amén-
doas e da polpa ‘dos frutos. Esses compo-
nentes sl necessarios para o erescimento
dos microrganismos. responsaveis pela produ-
clo de enzimas gue, agindo, produziram o
sabor de chocolate, e a producio de acido
acético que permite a permeabilizagio do
tegumento (LEVANON & ROSSETING**}.

8

E sabido que a fermentagio excessiva das
améndoas produz NH.. Isto provivelmente
acontece porque os principais fatbres do
crescimento microbiano sfo carbohidratos
{fermentagio) e, quando exauridas estas
substincias, enzimas de adaptacio passam
a metabolizar nitro-composios (putrefagio).
Esta hipotese & reforgada, no presente ira.
balho, pelo decréscimo do teor de nitrogé-
nio nos exiratos de améndoas excessivamen-
te fermentadas. O conteido antigénico das
améndoas decresce 4 medida que progride
a fermentaglio, Primeiramente, a “Fracio
A” foi inativada do ponto de vista de imu-
noprecipitagio e, posteriormente, também a
“Fracio B”. Ji foi descrilo que extratos
bem fermentados de amostras comerciais de
améndoas nfo contém “Fracio A”, diferindo
assim das insuficientemente Eermemadaq {Le-
vanon & Martelli}.

Parece que o desaparecimente do anti.
geno aqui denominado “Fracdo A” indica o
términe do estigio de hiofermenlacio des
crito por Levanon & Rossetini.  Neste mo-
mento, as améndoas estio no ponto de se-
rem retiradas das caixas ou dos montes de

fermentagiio e inicla-se a “cura”. Parece,
assim, gue a presenca on a auséncia da

“Fracio A” pode ser usada para determi-
nar o gran de fermentagio!das améndoas.
Levanon & Martelli itestaram partidas co-
merclais de améndoas de boa gualidade e
evidenciaram Tinicamente uma linha de pre.
cipitagio em placas de Ouchterlony. O an-
tigeno correspondente {“Fragio B”, de Le-
vanon & Martell) ndo estimulou a produgho
de anticorpos e era dialisavel. | Mesmo con-
centradas vinke vézes, as partidas de extra-
tos bem fermentados testadbs no presente .
trabatho deixaram de apresentar o antigend’
wrrespondeme a “Fragio A”. E importan-
te mencionar gue boas amostras comerciais
usadas por Levanon & Martelli eram cons-
titufdas por 70-909 de améndoas bem fer-
mentadas e que as amostras usadas no pre
sente trabalbo foram fermentadas no lsbo-
ratdrio, oblendo-se, assim, produto de grau
uniforme e conhecido de fertmentacio.

A imunoprecipitagio em gel, proposta por
Levanon & Martelli, requer tempo relati-
vamente longo, cérea de 24 horas, enguanio
que a prova de znel empregada no presente
estndo  requer sdmente algins  minutos.
O citado teste pode ser util em duas das
fases da preparagao comeruaf de améndoas
para uso industrial:
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1. guando as améndoss estdc ainda nas
caixas ou nos monles de fermentacio,
a prova em causa delermina o términe
da fase de biofermentagio;

2. as améndoas “curadas” poderfio ser tes-
tadas para determinar-se se a fermen-
tagio prévia ol suficiente, uma ver que
a quimiofermentacfio nfo destréi os an-
tigenos {Levanon & Martelli),

RESUMO

Améndoas e polpa do frute de cacau fo-
ram submetidas a fermentagio em labera-
torio, reproduzindo-se as condigles requeri-
das no processamento rural

Comparando-se exiratos de améndeas fer-
mentadas, de améndoas parcialmente fer-
mentadas e de améndoas bem fermentadas,
foi verificado paralelismo entre o gradual
decréseimo do teor de glicidios e a progres-
siva diminuicio da atividade - imunoclogica,

A natureza glicidica dos antigenos foi evi-
denciada por coloragic com reagentes de
Schiff no material submetido: a gel-eletro-
forese, por cromaiografia e por hidrélise
dcida. Um dos antigenos, “Fragio A”, pre-
‘sente em extratos de améndoas nio fermen-
tadas apresenta ligacfes 1-4, enquanio que
o outro, “Fraco B”, ligaches 1-6.

Por diilise, verificowse que o finico an-
tigeno (“Fracio B”) encontrado em extra-
tos de améndoas incompletamente {ermenta-
das & constituido por moléeulas menores gue
a “Fragho B” encontrada em exiratos de
améndoas fermentadas.

Améndoas adequadas para a indastria de
chocolate nfio mosiram coinponentes imuno-
génicos,

.E proposta uma prova em anel simples e
rapida, para determinacio do gran de fer-
mentagio (gualidade do produte rural) de
améndoas de cacau.
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SUMMARY

The occcurrence of two cases of leptospirosis due to Leplospirg weolffii, with
the isclation of this organism: from spinal fiuid in one case is reported.

Six out of 150 sera from individuals living in the same area gave positive

agglutination {ests i.or L. wolffid.
caught in the ares &re presenied,

Serclogical examination results of animals

Lepiospire wolffii was isolated from the kidneys of one specimen of Akodon

urvicuioides and from one non-identified rodent;

this is the first isolation of

L. wolffii registered in the American continent.

I - INTRODUCAO

A Leptospire wolffii {oi izolada em 1937
do sangue de um paciente por Wollf, em
Sumatra, que a designou provisoriamente
sob o n.° 3705, sendo identificada como uma
nova leptospira por ScHUFFNER, GISPEN &
Bostannrr? (1039) com a* denominagio
de L. wolffii; sua constituigio antigénica foi
considerada semelhante & L. saxkoebing e
L. sejrée, invegrande com numercsas outras
o grupe “hebdomadis”, o qgual, de acérdo
com a mais recente publicagio do “WHO
Scientific Group on Research in Leptospi-
rosis” ? (1963), estd assim constituido como
o demonstra o quadro 1.

A L. wolffii é de incidéncia restrita pois, .

alé¢ o presepte momento, spa ocorréncia tem
sido registrada em raras ocasifes, apesar do
enorme. volume de esindos e pesquisas sbhre
leptospiroses gue se efeluam em numerosos

{1) Trabalhe leureado com o Prémio “Adolio Lutz”

Pablica, de 1966,
€2} Do Instituio Adolfe Lutz.
(5) Do Hospital de Iselamentoe *“Emilio Ribas™
(4} Do Departamenté Estadual da Crianga.

paises e nas mais diferentes regides do
munde.

Com efeito, apés o registre inicial de
Woltf, em 1937, sdmente em 1954, Trim-
BLE®, em arlige sbbre “Leptospirosis in

Malaya™, relata a ocorréncia de nova infee-

¢iio humana causada pela L. wolffii; em
1957, o mesmo TrmmeLE*, oficial das {0r-
gas armadas inglésas, publica “Clinical as-
pects of Leptospirosis in Malaya”, ocasifo
em que, denire o total de 236 casos obser.
vados, trés foram causados pela L. wolffii,
de acirdo com as provas sorolégicas efetua-
das. Nio houve possibilidade de se escla-
recer se o caso, regisirade em 1954 por
Trimble, faz parte dos trds que apresentou
em 1957, mas tudo Jeva a concluir pela afis-
mativa. Em nenhum déstes casos houve
isolamento de nova amostra de L. wolffii.

de Ciéncias Biologicas, Bloguimicas e de Sadde

ai
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QUADRG I

Grune Sorotipo Suh-gorotipo Amostra tipo

hebdomadis hebdomadis hebdomadis Hebdomadis
Rebdomodis RN Nona
kambale Kambale
kremastos Kremasios
worsfoldi ‘Worsfold
Fules Jules
borincana HS-622
feabura Kahura
mdnd mind Sari
mini spwafizek Szwajlzak
mini georgic LT 137
hardio Hardjoprajitne
wolffii 3705
medanensis Hong C
seirde sejrie . R4
sejrde baleagnice 1627 Burgas
MY CZ 2R85B
soukoehing sexkosbing Mug 24
saxkoebing nero Nero
haemolytious haemolylicus Marsh
haemolyticus riegrds Richardson
perameles Bandicoot 343
polonica 463 Poland

im  decorrfncia ainda de operacbes hé.
licas na Malaya, Tailindia e Bornéo de for.
¢as militares inglésas e norie-americanas, es-
tudos foram efetuados por WissEMaAN et
alic® (1955}, sendo as leptospiras entdio isola-
das de doentes, de animais silvestres e do-
mésticos enviados a ALEXANDER e alii®
do Walter KReed Army Medical Center”,
Washington, que as classificou, apés minu-
ciosos estudos soroldgicos sdbre as suas res-
pectivas constituigbes antigénicas, enconiran-
do, dentre as demais, cinco amosiras de um
biotipo incompleto da L. wolffii que desig-
nou, por tal metive, por L. wolffii A, cuja
amostra padrio € a denominada R7, sendo
duas de origem humana e trés provenientes
de roedores {Rattus mullerei e R. sabanus).
Em nivo estudo de 110 amosiras isoladas
de doentes daquela mesma regiio — Ma-
laya — AvLrxawpsr ef alii™ (1957) encon-
traram sete amostras da mesma L. wolffii A,

Aisron & Broom?® (1958) informam
que o prinecipal vetor da L. wolffii é desco-
nhecido, que ela teria sido isolada de cfes
da Indonésia, de acdérdo com ScHUFFNER
et alit® (1939} e que através de evidéncia
sorolégica haviam sido considerados infecta-
dos os animais K. spelacea e R. whitchead:.

Na bibliografia existente, sfio apenas &s-
ses os regislros que enconlramos sBbre a

12

ocorréncia da L. wolffii no homem; a &sse
respeito, consultamos o préprio Pref. J. W.
Wolff do “Institute of Tropical Hygiene and
Geographical Pathology”, Amsterdam, Ho-

landa — o mesmo que a isolow em 1937,
em Sumatra — ao gue nos responden em

carta datada de 1-12-65: “I do not know
of other isolations of L. wolffii or serologi-
cal indications for this serotipe than those
publications mentioned by you”.

E bem compreensivel, pois, o inlerésse que
nos despertou a ocorréncia de leptospirose
por L. wolffii em dois pacientes, o que nos
levon a proceder aes estudos clinicos e epi-
demiolégicos relatados no presente trabalho.

I — MATERIAL E METODOS

O nosso material & constituido original-
mente poy dois doentes e pelos contactos hu-
manos ¢ animais nos locais de possivel aqui-
sigio da doenca. Foi ainda pesquisada a
existéncia de leptospira na Agua de uma das

possiveis fontes de infecgdo.

Os métodos diagnésticos utilizados foram
03 segHintes:

1}  Isolamento de leprospire do Lquido
cefalorraquidianc através de cultura em meio
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de Fletcher e Korthof modificado e inocula-
¢do, de 2 ml, via intraperitoncal em cobaio
jovem.

2)  Isolamenio de leprospira de dgua sus-
peite, apés filtragem em filiro Millipore n.°
17, com aspirago a vacuo, semeadura em
meio de Fletcher e inoculagio por via intra-
peritoneal em cobaio jovem.

3) Séro  aglulinacie para  disgnédstico
das leptospiroses —— Retirado o sangue do
paciente por puncio venosa e colocade em
tnbo de ensafo, apds z retracie do codgulo,
procede-se 4 separaciio do sdro com o gual
se prepara uma diluigio a 1:50, em solugio
tampio de fosfatos, da qual se distribuem
5 gbtas em cada cscavaglo das placas de
porcelana utilizadas neste precesso, Como
anligenos, usamos culturas em meio de Kor-
thof modificado das seguintes leptespiras, as
quais se adiciona formalina, na proporgio
de 3 gdtas para cada 3 ml de cultura:

QUADRRO II

SN N

Sarotipo Amestra padrio
L. icterohaemorrhagiae RGA
* " M 206
" » N 3294
L. grippotyphose Moskva V
. canicola Hond Uti’echt v
. POHLORG Pomona
. auitralis Baliico
bataviae Swart
sejrie M 84
. Fyrogenes Salinem
fyos . Mitis Johnson
. saxkoebing Mug 24
I andamans CH 1t
L. awtumnalis Akiyant A
L. djasiman Djasiman
L, sentot Sentot
L. wolffii 3705
L. javenica Veldrat Batavia 46
L. hebdomoadis Pasteuy

Colocam-se 5 gbtas de cada antigeno na
respectiva escavagiio onde j& havia 5 gétas
de séro diluido a 1:50 de tal maneira que
a diluigdo final & de 1:100, tiiulo éste eleito
como de valor diagndstico significativo.
Colocam-se as placas em estufa a 28°C du-

rante 2 horas ao fim das guais se procede
a leitura em campo cscure, refirando-gse as
amostras com alga de platina e colocando-as
em laminas.

A séro-aglotinagie £ considerada positiva
guando pelo menos cinglienta por eenio das
leptospiras de campo microsedpico se apre-
sentam aglutinadas.

Em fase ulierior, procede-se & titulsgera
dos soros positivos para determinada leptos-
pira, preparando-se diluigBes sucessivas do
séro a partir de 1:100, e usando como an-
tigene a collura formolizada da leptespira
que aglutinou na prova de triagem. O res
tante ‘da téenica é igual 4 que foi descrita
anteriormente,

4y Isolemento de leptospiras em rins de
animais — Apos a captura por meio de ar-
madilhas, os animais eram trapsportades ao
laboratérie onde, anestesiados pelo éter, eram
sacrificados colhendo-se sangue por puncie
cardiaca para efetuar provas de sdro-agluti-
nacio rotiveiras emulsionadas em solucio
salina tamponada estéril, em suspensio a
cérea de 109%, utilizando-se 0 método de se-
meadura de diluices progressivas aconse-
lhade por MineTTE® (1964).

5) Méiodos wiilizados no estude clinico

- Foram usados os seguintes métodos:
Proteings  totais e fracées, KiNcsrey

(1942} : Prova de Hanger (cefalina coles.
terol), Hamcer®™ (1938); Reucio de ci-
fraty de  ferre emenigcel, lice, Dobica
& Joawoviar*? (1938); Fosjatase alcali-
rne, Koo & AmmstrRonc @ (1934): Co-
lesterol, Sperry & Wees?* (1958): Bo-

firrubings, Mavoy & Everyn® (1934);
Timeol, Smank & Hoacranp  (1946);
Seromucéide, WinzLer et alii ™ (1948);

Fransamingse gluiGmico pirdvica, WrON-
BLEWSKI & La Dug *® (1956); Urdia, ApDis
et alit® (1947); Prove de Jirgl, JirorL®
€1957).

HOI — ESTUDO CLINICO

Caso 1 — Observagio clinica — Pa-
cienle A. L., sexo masculino, 42 anos de
idade, casado, branco, motorisla profissio-
nal, procurou-nos ne dia 26/7/65, dizendo
estar doente ha 8 dias e tendo scus sinto-
mas aparecide stbitamente, Tinha febre
intensa e dores mmusculares generalizadas,

13
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sendo estas mais intensas nos membyos in-
feriores ¢ quadris. Foi medicado com Inde-
cid, tendo melhorado as dores. Teve a se-
guir “retenglo uriniria” e quadro diarréico.
Apés 5 dias de doenga notou que sua pele
e olhos estavam amarelos e a urina verme-
Iha. €Come sua doenga progredisse, procu-
ron socorre médico.

Relere ter tido ferimento exposto no pé
3 semanas antes do infcio de seus sintomas,
quando estava irabathando em terrenc de
sua propriedade, sonde passa um coérrego.
Na parte baixa do terreno estava plantando

agrido. Ja com o pé ferido entrou em uma
colecio de dgua para retirar um pred morto
gque estava coniaminando seun terrena.

Ao ser examinado pela primeira vez, apre-
senfava bom estade nutritive, tendo tempe-
ratura de 39,1°C, pressGo arterial 130/90
e pulso 100/min.

Paciente com ictericia rubinica de pele
e mucosas, tendo em algumas dreas su-
fusGes hemorrdgicas de pele. Mialgia dis-
creta. Injegio conjuntival. Coragie ritmico
e com bulhas abafadas. Pulmbes semiold-
gicamenie normais. €) abdome era flacido

Caso |
DATA
19685
EXAMES LABORATGORIAIS 4/8 6/8 18/8 12/8

Siro-aglulinacic parse Leplospira

WOIffil 1/400 17800 1/4 800 1/6 400
Reacio de Sabin-Feldman ce 171824

SANGUE s — e,

Reaciic de citrato de ferro armo-

niacal Neg. Pos. (++)
‘Fransminase glutdmico piravica

(r. 8. F./mi) ) 72 80
Serumoctide (mg/mi) 38,9 23,4
Prova de Jirgl ) Pos, (4 44y Neg.
Bilirrubina direla imediata

(mg/160mi) 1.8 ,4
Eilirrubina direta total

{mg/100ml) 432 1.6
Bilirrubina indiretaz (mg/100mi} 1,6 0,8
Bilirrubinas totals {mg/100ml) 5,8 a5
Fosfatase alcalina (U, K. A. ) 16,4 17,2
Uréia  (mg/100mi) 59 48
Cojesterct total {mg/100ml) 204 260
Hanger {Cefalina-colesterol) Neg. Pos. (4 )
Timei (u, Mac-Lagan)

Turvacio 2,1 . 5,0

Floculacko Neg. Neg.
Proteinag totais (g/100ml) 6,1
Albumina (g/100ml) 3.6
Globulinas {(g/100mi) 25
Giobulos vermelhos (rmms) -4 GO0 600
Hemoglobina {(g/100mI) 12.5
Leucocitos (mms) 12 000

URINA

Densidade 1400
Subst, redutoras Neg.
Proteinas Pos.
Hemdcias/campo 2
Leucocitos/campo 8
Cilindros/campo

Higalines 2

Granuiosos 3
Urubiiinogénio 1/350
Billirrubina Pos.

... Exame ndo efetuado.
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e discretamente dolorose & palpagio pro-
funda. O figado era palpivel a 2 cm abaixo
do rebirdo costal e ¢ bago nio era palpa-
vel nem percutivel, Semidtica do sistema
nervoso central era normal. O paciente evo-
Juiv muito bem, tendo sido Liberado para
atividades moderadas, 15 dias apds o inicio
do tratamento, sem fclerfcia ou qualguer
sintoma ou sinal de doenca.

Durante oz 15 dias de internacio, teve
dinreses de 24 horas que variavam entre
1900 wl e 3250 ml. Apés o 4.° dia, sua
lemaperalura  mixima passou a ser 37°C,
O paciente foi medicado com penicilina, du-
rante 14 dias.

O quadro clinico e laboraterial do pre-
sente caso, bem como sua evolugfio, seguem
aquilo que temos usualmente encontrado em
doentes com leptospirose na forma ictérica,
com fenbmencs hemorrigicos  discretos.
O paciente sai da fase de oligiria, com diu-
rese grande, até cessar o quadro de necrose
tubular recorrente,

A preocupagic terapéutica maior & de
criar um bom estado de hidratagio e admi-
nistrar antibidtico ativo contra as leptospi-
ras {Penicilina ou tetraciclina).

Caso 11 - Observaciio clinice — Pa-
ciente D. A. M., sexo maseuling, 135 anos

Caso 1
DATA
1965
EXAMES LABORATORIAIS 117106 15/10 21/19 28/190

Soro-aglutinacio pars Lepiospire

wolffii 1/200 1/8064 1/800
Reacho de ‘Widal Neg.
Hernocultura Neg.

LIQUOE

Céiulas/mmma 5 16 50 40
Hemadacias/mms Encont. 3200 310 445
Asgpecto Xantocr, Kantocr. Xantocr. Hantoor.
Monohucleares (%) 100 100 160 '
Neutrafiios 0 o 0 [i]
Profeinas  (mg/100ml) 310 142 57 pli]
Cloretos (mg/i00mi}, 700 710 6356
Glicose (mg/100ml) e ¥ 50 51 a1
Tiréia  ¢mg/100mD . 24 Ce P
Pandy Pos, Pos. Opal. Qpel.
Pesquisa da leptospira em carmpo

eSCUre ] Pos.
Cultura da leptospira Pos.

SANGUE

Seromucdoide  €mg/ml) 151 24,9 15,9
Transaminase glutdmico

piraviea (u. 8 F./mb) 12
Rilirrubinas totais {mg/100ml) 0,2
Uréia (mg/300mi} . 27
Colesterol total (mg/i60mi) Pat]
Hanger (Celalina-colesterol) Pos,
Timel {u. Mac-Lagan}

Turvacho 5

Foeculacie Neg.
Proteinas totais (g/i00mi) 77
Albumina {(g/100ml) 4,68
Glebulina (g/100ml) 3.1
Glébuios vermelhos (mma)d 4780 06D
Hemoglobina {g/100mi} 15,0
Leucocites {mm3) 38 000

fxame nio efetuado

15



CORREA, M. 0. A.; BYAKUTAKE, 5; NATALE, V. GALVAO', P. A. A AGUIAR, H. A, —- Estudos
s0bre a Lepltospira woelffii em S88c Paule. Rev. Inst. Adolfo Lutz 25/27:11-25, 1985/67.

de idade, casado, branco, faxiveire do
1. A. P. C,, procurou-nos no diaz 11/10/1966,
dizendo estar doente ha 8 dias, com febre
e indisposicio geral, que pioron apds 4 dias
quando teve forte cefaléia durante todo o
diz, tende perdido a conseiéncia e caide por
tempo que niio pode precisar. Desde entiio
vem tlendo cefaléia, vomitos e febre alta.
Com a queda, ficou com os olhos arro-
xeados. )

() exame fisico revelou paciente em bom
estado geral, nfo ictérico e com hematoma
palpebral. A iemperatura era de 38,5°C,
pulso 110/min. e a pressio arterial 80/40.
Pele com, discrelo exantema no rosto ¢ parie
alia do térax. CoragBes e pulmdes, nor-
mais, Figado, 2 4 em do reborde. Bage
nio palpado ou percutido. Paciente cons-
ciente, queixando-se de cefaléia, mas sem
sipais de comprometimento do sistema ner-
voso central, tendo molricidade, sensibilida-
de, equilibrio, coordenagéo, reflexos profun-
dos e pupilares, conservados. Auséncia de
sinais indicativos de comprometimento me-
ningeano. Tendo em vista a queixa de ce-
faléia, foi o paciente submetido a puncéo
liquérica, que revelou liquor hemorrigico
e levemete xantocrbmico apds centrifu-
gagiio,

O paciente teve boa evolugio clinica, sem.

sinais de: comprometimento renal ou hepa-
tico, tendo apresentade discreta rigidez de
nuca no 4° dia de internagfio. Foi medi-
cado com Penicilina durante 14 dias.

A forma meningeana pura de leptospirose
humana é menos comumente enconirada em
nosso meio. O sindrome meningeano puro
tem sido por nds encontrade associado a
varias leptospiras, sendo a mals comum a
L. eanicola ¢ L. icterohemorragioe. A evo-
lugdo dos pacientes é bastante favordvel, niio
havendo normalmente sinais de comprome-
timento renal. O quadro ligmérico normal-
mente se torna mais compmmeﬁdo na se-
gunda semana da doenga. O presente caso
nie fugiu & regra, tendo uma evolucio cli-
nica boa, apesar da demora em normalizar
o quadro liquérico, o que pode ser conse-
giténcia do trauma craniano que sofreu pos-
teriormente ao inicio da doenga.

IV - LEVANTAMENTO EPIDEMIO-
LOGICO

1. 'Na Viea Izacema Rosa
a) Pesquise de leptospira ne dgua —
Relatounos o paciente A. L. que estava
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construindo sua residéncia na Vila Iracema
Rosa, 4 Rua Iracema Rosa, a qual termina
em beco sem saida junio ao morre cujo es
pigdo demarca a separacio com o lerritério
do Horto Florestal da Cantareira; no fundo
do terreno passa um riachinho que desce do
morro € do qual, através de desvio de parie
da é&gua, obteve o paclente a formacio
d'uma peguens colecho d'dgua para diver-
sdo das criavgas. Informou, ainda, ¢ pa-
clente, apés o interrogatério adeguado, que
num domingo, alguns dias antes de adoe-
cer, estivera com os pés deniro désse lago,
procedende & sua Hmpeza, ocasifio em que
cortou- um dos pés, acrescentando que na
dgua havia um animal morto, mais precisa-
mente, uma pred, animal ésse que retirou da
agua, jogando-o no mate vizinho, Procura-
mos enifio visitar o mais breve possivel o
local referido, constatando “in loco” as suas
condigbes topogrificas e saniltarias e cul-
dande de cothér a 4gua do pequenc lago do
guintal, bem como deixar armadilhas ade-
quadas para a captura de roedores e peque-
nos animais da mata,

Na tentativa de isolamento de lepiospira
da Agua e no meio de Fletcher, apis trés
semanas, foi observado o crescimento de uma
cépa tue, apds as provas de sbro-aghutina-
gio cruzada com os sbros padriio de que
displinhamos, pareceu-nos ser semelhante
L. pyrogenes, enviando-a juntamente com as
demais amestras isoladas, das quais daremos
noticia posleriormente, ao Prof. B. Babu-
dieri do Laboratérie de Referéncias de Lep-
tospiroses da 0. M. S., do Instituto Supe-
riore di Saniti, Roma, para sua identifica-
gio definitiva. Apds a remessa de ndve re-
pique da amostra isolada da agua, infor-
mou-nos o Prof. Babudieri, em carta datada
de 28/12/66, que se tratava provavelmente,
de uma leptospira sapréfita da agua.

b) Inquérito sorolégico em moradores
da vile — Em face da raridade da ocor-
réncia da L. wolffii e ac mesmo tempo em
que procediamos i capiura de possiveid ani-
mais transizissores daquela leptospira, no
provavel foco da Rua Iracema Rosa, proce-
demos a um inquérite sorolégico entre os
moradores dessa rua, ou melhor, da locali-
dade em que o paciente A. L. estava cons-
truinde sua futurs moradia. Conforme de-
monstram as folografias, as residéncias se
distribuem ao longo dos dois lados da rua
¢ na encosta bem ingreme do morro em cujo
espigio fica ¢ limite do Horio Florestal da
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Fig. 1 — Residéncia em construcdo, do paciente A. L., na
Rua Tracema Rosa. Ao funds, as &rveres que se con-
tinuam com a reserva florestal do Hérto,

Fig, 2 — O rizehinho que, descendo do morre, passa pele
funde do terreno da regidéncia de A. L. e com cujas
dguas foi feito um pegqueno izguinho.
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Fig. 3 — Folografia tirada do fundo da casa de A, L.,

mostrandc a qistribuiefo de parie das casas na encosta

do morre em cujo espigdo, coberto de arvoredo, passa a
divisa dc HoOrto Florestal de S, Paulo.

Fig, 4 — Moradia de E. B. (I1 anos} loealizada na Rua
Iracema Rosa gue aif termina, divisando-se a mata
priximas.
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Cantareira,  Existe, pois, contigiidade in-
tima entre a zona residencial e a zona flo-
restal €, por eonseguointe, comialo intimo en-
tre a fauna florestal, os moradores e os ani-
mais domésticos da tna fracema Rosa;
acresce que as criangas e jovens com fre-
giiéncia incursionam as matas vizinhas,
Existe ainda o riachinho que, provindo da
floresta, desce o morre e passa pelos fundos
da moradia de A. L.

Inicialmente fizemos provas de sbro aglu.
tinagio com material retirado da esplsa e
dos seis filhos do paciente A. L., todos com
resultados negativos; a cachorricha da fa-
milia (Diana)} apresenton séro-aglutinacio
posiliva a 1:800 para L. icteroheemorrha-
giae.

No quadro seguinle estiio expostos os re-
sultados do inquérito sorologice efetuado en-
tre os moradores da Rua Iracema Rosa, num
total de 72, pertencendo 41 ao sexo femi-
nino e 31 ao sexo masculino:

QUADROC II1I°

Soro-aglutinacic para
Grupo etario L. wolffii
Frogitiva Negativa
até 6 anos O 13
de 7 a 14 anos B ¥ 26
de 15 a 20 anos 0 4
de mais de 21 anog o Pt
Tatal -~ 72 5 67

®  Titulps positives .a 1:100. -
**  Titulos positivos a 1:200.

Registramos, pois, 5 pacientes em que a
sbro-aglutinagio fol positiva pare L. wolffii,
dos quais submetemos 4 a um breve exame
clinico, que resumimos a seguir:

R. A. P. — 14 anos, branco, masculino;
exame clinice em 2/9/05, Ficou doente
ha cérea de 8 méses, com febre, dor no corpo
e vomiros; a cdr da urina nfo se alterow.
Nio teve ictericia e esteve acamado por dois
dias.

Ao mesmo tempe, seu irmio Jair adoe-
ceu com sintomas semelhantes, tendo a s6ro-
aglutinacio, eletuada em agbsto de 65, sido

positiva para L. sentof, a 1:100. Bom es-
tado geral, mucosas coradas. Bulhas car-
diacas, normais, P. A, 110-70. Figado pal-
pavel a 2 dedos do rebordo costal, doloroso.
Bago e colons, nada digno de nota. Séroe-
aglutinagfio positiva para L. wolffii, a 1:200.
~ E. B. — 11 anos, brance, masculino.
Em janeiro dc 1966 teve um opisodae fe-
bril com vémitos e diarréia, ocasido em que
ficou com as esclergticas amareladas. ~ Mu.
cosas coradas. Bulhas cardiacas, normais.
P. A., 110-70. Figado palpdvel a1 dedo do
rebordo costal,  S6ro  aglutinagfo po%ﬂwa

para L. wolffii, a 1:200.

A D. B.—09 anos, branco, masculino.
Nega qualquer antecedente doentio. Ao exa-
me clinice, nada digno de nota. Séro-aglu
tinacho para L. wolffii positiva, a 1:100.

L. P, — 48 anos, branco, masculino,
casado, lio de R., ¢ J. A. P. Nio se recorda
de nenhum episédio febril ou infeccioso nos
@ltimos meses; reside ha 5 anos no local.
Ae exame clinico, mucosas visiveis ¢ bom
eslado geral. Bulhas cardiacas, normais.
P, A., 140-80. Figado, a 1 dedo do rehordo
costal direite.  Séro aglutinagio para I.
wolffii, positiva a 1:100,

Nio conseguimos examinar a paciente
M. A. M. P, branca, feminina, cuja aglu-
tinaclo fol positiva para L. wolffii, a 1:100.
Houve ainda outro paciente, G. G., com 14
anos de idade, cuja sbro-aglutinacfo foi
positiva para L. icterohgemorthagiae, a

~1:400,

cj  Pesquisa de leptospira e de soro-aglu-

‘tinagao em animais — Além do inquérito

sorolégice, impunha-se & pesquisa de leptos-
piras em animais capturados na Vila, pelas
téenicas préviamente deBeritas,

As carcagas dos animals foram enviadas
ac Departamente de Zoologia da Secretaria
da Agricultura, para fins de elassificacio,
onde trés exemplares lamentivelmente se
extraviaram, de um dos quais (rato n.°
3799) foi isolada uma leptospira que se com-
portoli nos testes preliminares como sendo
L. wolffii. Fato idéntico ovorreu com oulra
leptospira isolada de um Akedon arviculoides,
tendo sido ambas, juntamente com a amos-
tra de leplospira isolada do liquor do pa-
ciente D). A. M., enviadas por um periador
ao Prof. B, Badudieri, em fins de novembro
de 1965. Posteriormente, o Prof. Badudiert,
do Laboratéric de Referéncia de Leptospi-
roses da 0. M. 5., Tstituto Superiore di Sa-
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nitd, Roma, em carta datada de 14/2/66,
comunicow-nos: “the sirains, compared, using
the aglutinins absorption test, with the
strains 3705 and H7, look to be completely
identical to these two strains. Consequently
they belong to the serotipe wolffi”.

No quadro 1V esltfio expostos os resul-
tados dos exames realizadoz nos animais
capturades na Vila Iracema Rosa.

2. No Hoérro Fromrustan pe 'S, PAuLo
{sede)
a} Inguéritc soroldgico em moradores —
Em facc dos resultades do inguérito soro-

tareira, que constitue grande parte do Hor-

‘1o, em particular, dos guardas-floresiais -e

suas familias, bem como proceder & captu-
12, exame sorolégico e cultura de fragmen-
tos de rim de animais que vivem nas matas
dessa imensa Avea silvestre. Com efeito, os
resultados que alé entfio oblivemos estavam
a indicar, a exemplo dos estudos efetuados
na Malaia, que os animails vetbres e reser-
vaiérios da L. wolffii, em 5. Paulo, iém seun
“habitat” natural nas florestas e matas exu-
berantes e primitivas, tals come as encon-
tradas no Horio Florestal de 5. Paule (se-
de}, situade no municipio da Capital.

QUABRO IV

Resnltados dos exames redlizados em animais capturados na Vila Iracema Rosa

Cultura de rim emi Soro-aglutinaciio
Nome Espécie Niimero de meic de $letcher para Leptospira
Popular ) ’ examinados -
) Positive | Negative | Positive | Negativo
Gamba Didelphis sp. , ¢ 4 4] 4
Cuica Philander sp. 4] 3 0 3
Prea Cavia sp. 1) 7 5¥ 2
Akodon
. . 1 1 [ 2
arviculoides
Rato B, aorvegicus 0 1 0 1
 Nao identificados 1 2z ase 0
t J
® Preag: 4 apresentaram sbro-sgiutinacio positiva ac mesmo tempo para L. jevanico e
L. djasiman e 1 pars L. {ctercheemorrhagice.
** Rate (n0 3789} pic identificado: stro-agiutinac¢ho positiva para L. wolffii.
ibgico que revelon 5 omtros casos de infee- Para melhor caracterizacio da reserva

ciio pregressa por Leptospira wolffii entre
moradores da Vila Iracema Rosa, em face
do isolamento da mesma leptospira de 2
roedores capturados nesse local e da conti-
giiidade dessa regifio com a reserva flores
tal do Hérto Florestal de S. Paunlo, tornou-se
evidente gque seria de interfsse proceder a
idéntico inquérito sorolégico emtre os mora-
dores da reserva florestal da Serra da Can-
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florestal em questio, enumeramos alguns
dados que nos feram fornecidos pela Dire-
toria do Servige Florestal, 14 sediado: a area
total & de 4 500 hectares dos quais cérea de
20%, ou sejam 900 hectares, sio de mala
virgem e cérea de 509, isto &, 2 250 hecta-
res, sio de capoeirfio com um ou dois cor.
tes feftos na mata vifgem hd cérea de 40
anos; o restante da Area & formado por ca-



COREREA, M. O. A, HYARUTAKE, 8.; NATALL,
athre a4 Lepiosplra weolffil em Sdo Paule.

V. GALVAO, P. A, A, AGUIAR, H, A. — Istudos
Rev, Inst. Adolfn Luiz 25/27:11-25, 1865/67.

poeiras gque ja sofreram itrés ou mais cortes,
havenda ainda 3 algueires (7,26 hectares)
cultivados anunalmente com mitho e feijfio
no local denominade Chapada, Exisiem 20
casas de guardas {lorestais dispersas ao Ion-
go dos limites da drea flovestal com os mu-

nicipies visinhos de Mairipord, Guaruthos,
France da Rocha ¢ Parada de Taipas. A al-
titude & de 776 melros em média, o solo é de
latosel  vermelho-amarelo, fase rasa & o

clima Csh (Koppen) temperado, de inverno
s€co,

Fig. B — Mata secundiria da Serra da Cantareira na divise com a Vila Iracema Rosa.

Fig. 6 — Mata secundiria da Serra da Cantareira, lnterior do Horto Florestal de
S40 Pauic (sede).
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No quadro V figuram os resultados do
inquérito sorolégice efetuado entre os mo-
radores do Horlo, que trabalbam e vivem
em sett interior, predeminande principalmep-
te o grupo etdrioc maior de 20 anos, na rea.
lidade constituide, em suwa maioria, por
pessoas acima de 30 anos de idade.

" QUADRO V

Soro~aglutinacéo para
Grupo etdrie L. wolffit
Positiva Negativa
de T a 14 anos .0 10
de 15 a 20 anos 0 3
de mais de 20 anos 2 - 58
Total — 78 2 | 76

O total de pessoas examinadas foi de 78,
pertencendo 28 ao sexe masculine e 30 ao
sexo feminino, ocorrendo sdro-aglutinacdo

" positiva para L. wolffii aos timlos de 1:100

e 1:400 em 2 pacienles, respeclivamente
A. R 8. e P. A S, sihre os gquais damos
breve noticia, a seguir:

A. R. 5, — braneo, masculino, 55 anos
de idade, casado, residente na Fazenda Cha-
para. Nada releta que possa ser relacionado
a uma infecefio pregressa por leptospiras e,

ao exame clinico, nada apresentz digno de
mengao.

P. 4. 8. — Branco, masculino, com 24
anos, solteiro, residente da Fazenda Chapa-
da, em casa de pau-a-pique e barro. Relata
que hi cérea de um més teve violenta gripe
com cefaléia intensa, febre, canseira e do-
res no corpo, “bambesa” nas persas. A uri-
na ficou de cOr escura como ¢hd forte, po-
rém o paciente nfo deixou de trabalhar, em-
bora com grande esférgo. Ao exame fi
sico, motamos mucosas visiveis coradas, bom
estado. geral, bulhas cardiacas normais, PA,
140-80. Figado, bago ¢ segmentos intesti-
nais, nada digno de nota,

Registramos, ainda, a ocorréneia de sbro-
aglutinagBes positivas para L. icterohaemor
rhagige (a 1:200), L. seniot (1:100) e L.
seirde {1:100) em trés moradores do Hérto.

b) Pesquise de leptospiroses em animags
Com referéneia & pesguisa de leptospiras em
animais no Horto Florestal de Si3o Paule,
capturamos alguns, em armadithas, sendo os
bugios abatidos a tiro por cagador do pré-
prio Hérto..

Os resultados obtidos estdo diseriminados
no quadro VI, '

Conpstatames assim que ndo consepuiros
isolar penhuma leptospira dos rins dos 44
animais estudados, assinalando apenas que
7 bugios apresentavam soro-aglutinacdes po-
sitivas, conjuntamente para L. jevanicae, L.
djasiman e L. batlfum, resultade éste que con-

QUABRGC VI

Resultaq’.os dos exames realizados em animais capturados no Horte Floresial de 8. Paulo (sede)

Cuitura. de rim em| SoHro-aglutinaciio
Nome . Numero de exs- meio de Fletcher para Lepiospira
Espécie :
popuiar minados : -
' Positive | Wegalivo | Positivo | Negativo
Buglo Albusty fusce 20 ¢ 20 7 18
Macaco Cebus sp. G 2 0 2
Fregaica Bme%ygms - . G 3 G 1
tridactylus
Rato Gryzomys Sp. 11 G 1z 8] 1
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trasta com o apresentado por MINETTE *
(1966} quande, em- 74 macacos das Amé-
ricas, examinados, enconirou apenas um
com séro-aglutinagfo positiva para L. bal-
lum.

V . COMENTARIOS E CONCLUSGES

Os dados expostos até o presente demons-
traram claramente a ocorrénecia de um foco
de leptospirose humana por Leptospira wolf-
fit na rvegifio do Hérto Florestal de S#o
Paule {sede}, em particular nas adjacéncias
da Vila Iracema Rosa.

O fato relatado pelo paciente A. L. de
que, na pequena colegio de dgna que existia
no quintal, bavia uma pred morta, permitia
se levantasse a hipdtese de que leria sido
ésee animal o vetor da leptospira infectan-
te; todavia, a pesguisa efetuada wos animais
capturados nesse local ndo confirmon aquela
presungio, embora revelasse alto indice de
presumivel infecgdo por outras leptospiras,
entre as preas, pois, denire 7 examinadas,
4 mostraram sbro-aglutinaghes positivas para
L. javanica e L. djasiman, e 1 para L. ictero-
haemorrhagiae,

Foi o exame de roedores gue possibilitou
a ideatificagAo do verdadeire vetor da L,
wolffii entdo isolada nos rins de dois roe-
dores; um, o de n.® 3835, idenitficade como
exemplar mache de Akodon arviculoides e
outro, o de n.° 3799, que nio pdde ser clas-
sificado.

O inquérito sorolégico procedido entre
moradores da Bua lracema Rosa e adjacén-
cias revelon a ocorréncia de 5 infecgdes pre-
gressas por L. wolffii entre 72 pessoas exa-
minadas — incidéncia de 6,9%, bastanie
clevada pois —— infecgles estas que tiveram
caracteristicas de benignidade, pois prasu-
camente passaram  despercebidas, ou como
uma “gripe” ow como uma indisposi¢io pas-
sageira.

Apenas um paciente, E. B., relaton um
episodio febril com vimites ¢ diarréla, em
janeiro de 1965, ocasiic em que teria tido
ictericia, pois ficou com as esclerdticas ama-
reladas.

Faltava apenas isolar a L. wolffii de um
paciente com leptospirose aguda, o que acon-
tecen Jogo depois, ao isolarmes a referida
leptospira do lquide cefalorraquidianc do
paciente D. A, M., episddio ste que se re-

vestiu de caracteristicas inferessantes. Com
efeito, estdvamos na expectaiiva do apareci.
mento de ndvo caso de leptospirose humana
por L. wolffii para tentarmos entio seu ise-
lamento, quando a sbro-aglutinagie désse
paciente, consultante de ambulaiério, foi
positiva a 1:200 para L. wolffii. ' Imediata-
mente procuramos o colega de plantie na-
quele Hospital a quem, apés encarecer a
importincia do case, solicitamos providen-
ciasse com urgéncia a remogio e interna.
¢io do paciente D. A, M., recomendando-the
que ndo fbsse feita medicaclo antibidtica
slguma, para que pudéssemos no dia seguin-
te fentar o isolamento da L. welffii da hemo-
cultura e inoculago do sangue do cobaio.
Todavia, ao ser internado cérca das 21 ho-
ras do mesmo dia, o paciente apresentava
estado geral grave, em face do gue se im-
panha a imediata medicacio, principalmente
a administracBo de aniibidticos, o que foi
feito na dose de 10 milhSes de unidades de
penicilina em séro glicofisioldgico, gdta-a.
gbta por via endovenosa,

Apresentando o paciente D. A. M. sinio:
matologia meningea exnberante, impunha-se
o exame do liquido cefalorraguidiano com
o qual tentamos a cultura em meios de Flet-
cher e Korthof e a inoculacio em cobaie.
A nossa experiéncia pregressa havia ensi-
nado que as possibilidades de isclamento de
leptospiras sAo maiores a partir do liquor
do que do sangue, gquande o paciente ja re-
cébeu medicacio antibidtica, o que é de se
compreender em face da resisténcia da de-
nominada barreira hemeo-liquérica a passa-
gem de aniibisticos.

E o resultado da culivra do ligaor veio
confirmar a nossa expecialiva pois foi po-
sitiva para L. woelffii, conlorme identifica-
¢io posterior, eomprovada e retificada pelo
Prof. B. Badudieri, do laboraiério de Re-.
feréncia da O. M. 8., de Roma. Foi esta
a quaria ocasifo em que a L. welffiz foi iso-
lada do sangue de um paciente desde a sua
individualizagiio por Wolff em 1937, quando
a isolou pela primeira vez, na Somatra; a
segunda e terceira ocasifes, gnando dos es
tudos efetuados entre as fércas armadas in.
glésas e norte-americanas em operagbes nas
selvas da Malasia, Tailindia e Borneo, por
Alexander et alii (1955 e 1957). Por on-
tro lado, o isolamento da L. wolffii a partir
do paciente D. A, M. ocorre pela primeira
vez no Brasil e nas Américas, que se cons-
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sbbre a Leplospira wolffii em S80 Paulo,

titkem no segundo comtinente em que sua
existéncla é assinalada, ja que até entBo s6
o féra na Asia. Pela segunda vez foi a L.
woljfii isolada de roedores silvesires; um,
nho identificado; o outro,  dkodon arvi-
culoides.

A incidéncia da L. wolffii & realmente
muito pequena pols, desde que a inclufmos
enire os anligenes de wso rotineiro, exami-
namos cérea de 8120 soros humanos, den-
ire 0s quais apenas registramos com agluti-
nagio positiva para L. welffii os que assina-
lamos neste trabalho e mais um, relativo a
uma paciente residente em uma fazenda no
municipio de Ribeirdo Préto, nove ao todo,
por conseguinte.

Os dois doentes A, L. ¢ D. A, M., apresen-
taram quadros clinicos completamente diver-
s0s, o primeiro com o classico quadro de
comprometimento hepatorrenal da  moléstia
de Weil, o segundo com quadro de sintoma-
tologia meningea predominante, mostrando
mais uma vez a validade da teoria unitiria
da patogénese da doenca no homem.

RESUMO

Os  autéres registram a ocorréncia de
leptospirose por Leptospire wolffii em dois
pacientes, com isolamenio da L. wolffii no
liquido cefalorraquidiano de um déles, Pro-
cedendo a estudos epidemiolégicos no local
em que residia um dos pacientes (Vila Ira
cema Rosa e adjactocias — sede do Hérto
Florestal de Sdo Paulo, Brasil), efetnaram
inguéritos soroldgicos entre 150 pessoas, en-
contrande 6 com evidéncia soroldgica de in-
fecgio pregressa por L. wolffii.  Apresen-
tam inquérito  sorolégico entre animais
capturados nesses locais,  Foi isolada L.
wolffii dos rins de um exemplar de Akodon
arviculoides e de outro roedor nio identifi-
cado; esta é a primeira vez em que a L.
wolffii & isolada ne continente americano,
segundo coniinente em que é registrada,
sendo o primeire, a Asia; pela segunda vez
é isolada de roedores silvestre,
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O presente trabalho reune um levanta-

LEVANTAMENTO SOROLOGICO DA DOENCA DI CHAGAS
EM 59 MUNICIPIOS DA ZONA NORDESTE
DO ESTADO DE SAO PAULO

SEROLOGICAL SURVEY FOR CHAGAS DISEASE IN 58 COMMUNITIES
FROM THE NORTHEAST PART OF THE STATE OF SA0 PAULO, BRAZIL

OcTavio BARACCIIING (%)
Arvowarpo Costa £2)
Joko CArvoNt (%)
Linponyo CLEMENTE FERNANDES (%)

SUMMARY

In this paper are presented the rvesults of complement fixation fest performed
in 8455 sera obimined from unselected patients living in 39 communities in
northeast of the Siate of S&o Paulo, Brazil, In this survey, 17,39% of the sera
reacted with methanolic antigen of Trypanosoma -cruzi, The referred antigen is
a methanolic extract of P, cruet heated at g temperature of 120° C,, for 30 minutes.
This antigen was found to keep its specific properties at room temperature and
the isofixation curve with sera from proved cases of Chagas’ disease is consistently
of the type I; therefore, there is not a critical dose of antigen for complement
fixation, permiting its use in a large and broad zone of dilutions. The T. cruzi
werg easily cultivated in a liquid and heated medium without red cells and
protein precipitates. This medium gives good results in the culfivation of T. crusé
from infected animals.

INTRODUCAOC

tico da doenga de Chagas.

Essas caracte-

wento sorolégico da doenga de Chagas, rea-
Lizado em 8455 soros provenientes de 50
munticipios, & maioria pertencendo a zona da
Mogiana; um estudo de um meio de cultura
lquido, esterilizavel pelo calor, que foi ajus-
tado e experimentado, tendo sido estabele-
cidas as condighes para um crescimento mé-
ximo de Trypunosoma cruzi; e a descricio
de um extrato metandlice de Trypanossoma
eruzi, aquecido a 120°C, préviamente tra-
tado pela acelona, que se mostrou apropriado
para use como antigeno em reagbes de fixa-
¢ho de complemento, sendo dotado de sen-
sibilidade e especificidade para o diagnds-

(1) Trabalho laureado eom o Prémio “Adelfo

Satide PGblica de 1987,
Realizado no Institute adolfo Lutz (f.ab.

Farmécia e Odontologia de Ribeirdo Préto,
(z) Do Instituic Adollo Luatz (Lab. Reg. Ribeirio

logia de Ribeirfo Préto.

Eutz”

risticas, acrescidas da sua estabilidade, mes.
mo em temperatura ambiente, Trecomen-
dam-ne para o uso em satde phblica.

Guegremo & Macumapo? foram os pri-
meiros .a empregar a reagio de lixagdo
de complemento como método sorolégico
para o diagnistico’ da doenga de Chagas,
Esses aulbres empregaram como antigeno,
primeire, uma suspensio de tripanosomas
obtida por centrifugacie de sangue de ani-

-mais  inoculados com Trypenosoma cruszi.

Como ésse método fornecia muito pouneco an-
Hgeno e a oblengdo era trabalhosa, os refe-

de Ciéncias Rioldgicas, Bioguimicas e de

Regional de Ribelrio Préto) e na Faculdade de

Prito) e da Faculdade de Farmécia e Odonlo-

{(3) Do Institute Adeifo Lutz {(Lab. Regzenai de Ribeirdo Préto).
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-7idos autdres optaram pelo extrato de bage
de cles infectados e rico em Trypenosoma
erusi. Desde entfio, varios ouniros antigenos
tamnbém obtidos de extratos de orglos de
animails inoculades foram ensaiados (Leio %
Vitrena & Brcavno?®, LAcorre* e PaT-
o), Foi KerLser® quem demensirou
o valor das culturas de Trypenvsome cruzi
come anligeno para as reagoes de fixagho
de complemento.  Apés os trabathes de
Kerser e com a publicagho de novos meios
de cultura para.o culiive do Trypanosoma
cruzi in witro, meios difdsicos (Novy &
Mconeal?, Bonacer®, Sexeggie® e Caanc®™),
meios Hquides (Lirrie & Susearow ¥, Sam-
patil & Larrie?, Lrrrie & Oueson ',
Crrrr & Grossowicz %, Wanzin *%, Bont
& Pamext ¥, Npan & Mites*, e Bamac-
CHINI i), povos progressos foram alcanga-
dos e antigenos mais especificos, sensiveis e
priticos foram descritos (RomaNa & Dias 9,
Davis®, Romalka & G ®, Muniz & Frern-
A3 % Pepreirs pE Frerrss & Armema ®,
Cuarrre, Frer & Kunt #, Batista & San-
108 ¥ ¢ Baraccam, Costa & CarLoN1 *¥7),

MATERIAL E METODOS
Mrro pE CULTURA

0 meio de cultura que’ apresentamos €
um meio quimicamente indefinido; na sua
composicio entram sangte e substincias
extraidas do cérehro, coragio e fermentos.

Preparagio do meio bdsico -~ Colocar
750 cm® de agna destilada no copo de um
liquidificador. Acionar o aparelho e, aos
poucos, adicionar 100 g de codgulos de san-
gue humano, préviamente colocados sbbre
wma félha de papel filiro. Deixar funcio-
nar o dparelho durante 20 minutes, A se-
guir, adicionar o contefido de um ove de
galinha a mistura de sangue e ligar o apa-
relho por mais 2 minutos, Passar o Hquido
para um balio de vidro de dois litros e an-
teclavar a 115°C, durante 15 minutes{ nfo
prolongar &ste aguecimento). Apés a auto-
clavagem, filirar a quente em papel ¢ refil-
trar as primeiras porghes aié a obtencho de
um liquide pardo-avermelhado, transparen-
te e sem depdsito.

Meiv de culture — Meio hasico:
1000 cm®; infusio de cérebro e caraglio
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(Oxoid ou Difeo): 37g: extrato de levedu-
ra {Oxoid ou Difco): 5z, Deixar em re-
pouso durante 10 minutos; agitar para dis-
solver. Distribuir 100 ml para cada frasec.
de Roux. Tamponar com algodio ¢ auto-
clavar a 115°C durante 15 minutos  (ndo
prolongar éste aquecimento). O pH deverd
ser de 7.2 a 7.6. Usando-se produtos co-
mereigis “Oxoid” ou “Difco”, ndo serd ne.
cessirio aceriar o pH. Os frascos de Roux
receberam a nossa preferéncia pela superfi-
cie de aeragio gque oflerecem.

Téenice de culiivo — Repicar o contefido
de um tubo de culltura de qualquer meio
difasico para 1 ou 2 frascos de Roux con-
tendo, cada, 100 ml do meio descrito. Um
hom rendimente de Trypenosoma cruzi co-
meca a partir do 10.° dia de culiive a 28°C,
porém, #sse rendimento é ainda maior a
partir do 30.° dia. O repique de meio H-
guido para meio liguido deverd ser feito a
partir do 7.° dia de incubaglo, na propor-
cio de 10%.

Para o cultive do Trypanosoma cruzi de
sangue de animais ou humane, a semeadu-
ra na propor¢io de 109 também é a ideal.

ANTIGENO

Preparo — ) antigeno que descrevemos
é preparado a partir de pd séco de Irypano-
soma cruzi, amostra B, T., obtido do cultivo
em meio de BaraccHINI ™ e obedecendo
i seguinte téenica:

1. Semecar a cepa B. T. de Trypanosoma
cruzt em meio de Baraccumni'® e in-
cubar na estufa a 28°C durante 10 a
30 dias. '

2. Adicionar aos frascos de cultura sol. de
mertiolate a 1/1000, na proporcio de
5 ml para cada 100 ml de meio de cul-
tura, Agitar ¢ deixar em répouso i
ternperatura ambiente durante 24 horas.

3. Decantar o sobrenadante e o restante
centrifugar a 3 000 rpan. durante I5
minnios,

4. Lavar o sedimento com solucdo fisie-
logica, 3 vézes.

5. Tratar o sedimento com acetona. Agi-
tar bem e cenirifugar. Decantar o so-
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brenadante ¢ secar o sedimenio na es-
tufa a 37°C. .

6. Triturar o sedimento séco em gral de
vidro.

7. Colocar 200 mg de pé séeo de Trypano-
soma cruzi em wm vidro resisiente, de
capacidade para 100 ml e adicionar
60 m} de metanol p.a.. Fechar ¢ vidro
com tampa de borracha, gque deve ser
fixada ao vidro coin barbante forte ou
mesmeg  arame.

8. Aquecer na autoclave & temperatura de
120°C durante 30 minutos. Deixar os-
friar e separar o sobrenadante, gue
constitul ¢ antigeno,

Estudo — O estudo do antigeno foi rea-
lizado empregandose a técnica de Waps-
worTH, Marrasegr & MarTaner **, com
509 de hemdlise. O contrSle da anti-
complementariedade foi feito com 2 umida-
des de complemento 50%. As relagbes quan-
titativas entre soro chagasico, antigeno me-
tandlico e complemento foram determinadas
pele método de isofixaciio de Armempas ™.
A curva encontrada pertence ao tipo I, sig-
nificando n@c haver inibigio de fixagao de
complemento tanto para excesso de sdro,
como para excesso de antigeno, Neste caso,
¢ antigeno poderd ser usado em exeesso
{Baraceuing, Costa & Carvowt *9).

(} antigeno metanélice em reagbes com
soros  chagfisicos, parasitoldgicamente com-
provados, mostrou-se especifico ‘e sensivel,

apresentando wma inclinagfo de maior valor.

ra projecio de sbre contra complemento,
quando comparado com outres ja descritos
{ALMEIDA *9), '

A sua estabilidade 3 temperatura ambien-
te ndo apresentou queda demonstravel de ti-
tulo e nem atividade anticomplementar, apds
24 meses.

{} antigeno metanélico, guando diluido ¢

conservado em geladeira, nfo mestrou ins-
tabilidade aprecidvel,

Elementos da reagdo — Todos os elemen-
tos da reagic empregados em nossas expe-
riéncias, como: complemento, hemolisina,
hemdcias de carneiro, bem como o estudo
da atividade anticomplementar do antigeno
e as carvas de isolixagio, obedeceram &s

técnicas descritas por. PEDRE™RA DE FRETTAS
& ArMerma ;) Peorima pE FrEITAS ®* ¢ AL-
MEIDA %,
~ Soros humanos - As amostras de san-
gue, num total de 8455, que serviram para
o levantamento que apresentamos, foram co-
Ihidas em 59 unidades sapitarias, de indi-
viduos suspeitos ou ndo de infecglio chaga-
sica, a maioria pertencendo a zona da Mo-
giana, num periode compreendido de 1 de
janeiro de 1966 a 31 de julho de 1967.
s soros foram separados, inativades ¢
examinados pela. técnica de Kormer ¢* 1/5,
por ser a empregada na rotina dos labora-
torios do Instituto Adolfo Lutz.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

O meio de cultura deserito é wn meio
pritico e que produz um rendimento apre-
ciavel de Trypanosoma cruzi. Pelo fato de
ser um melo liquido e sem depdsito, & um
dos mais indicados para a obtengio de cul-
turas de tripanosomas sem outras impure-
zas, fator importanie na preparagio de anti-
genos especificos. O sangue humane em-
pregade, facil de ser obtide em qualguer

" Iaboratérie de sovologia, representa o apro-

veitamento de material que seria desprezado.

O referido meio pdde ser empregado com
sucesso no isolamento de Trypanosoma cruzi
de animais infectados tanio na fase aguda
como cronica; resultados positivos obtem-se
a partir do 7.° dia da semeadura.

Antigeno — Dentre os métodos de labo-
ratorio que dispomos para o diagnéstico da
doenga de Chagas, a reagfio de fixagho de
complemento é o mais importante e pratice.
Assim, o emprégo de antigenos aliamente
especificos, sensiveis e estiveis' é do mais
alto interésse & saftde piblica.

A vista dos testes de anticomplementarie-
dade, especificidade, estabilidade e curvas
de isofixacio {Baraccuiwi, Costa & Care
LoNI #) e dos recentes resultados obtidos:
por ALMEIDA*, com soros chagasicos pa-
rasitibbgicamente comprovados, o antigeno
que descrevemos & ¢ mais indicado para as
reagdes de fixacfio de complemento no diag-
nostico sorolégico da endemia chagdsica e
na titulacdo dos soros positivos.
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Levantamenio sorolégico — As informa-
¢hes sbbre as localizacBes ¢ os indices das
endemias gue acometem as populagles cons-
tituem importante contribuiciio s autorida-
des sanitérias, para os trabalhos de erradi-
cacdo,

Certamente os dados numéricos apresenta-
dos ndo representam a real porcentagem da
positividade da reagdo, seja por municipios,
seja no total, dado ao fato da amostragem,
como assinalado anteriormente, ndo ter sido
obtida rigorosamente zo acaso.

Assim sendo, o nosso objetivo ndo teve
outro sentido se nfic o de localizar e esta-
belecer o provavel indice da endemia cha-
ghsica numa extensa ¢ importante regifo do
Fstado de Sio Paulo, compreendida por 59
municipios.

Os resultados apresentados no quadro se-
guinte mostram que dos 8 455 soros exami-
nados, 1471 foram positivos na reagio de
fixacdo de complemento para o diagndstico
sorolégico da doenga de Chagas. O indice

de positividade foi de 17,399%, o que repre-
senta, com a ressalva acimma mencionada,
uma informagiic da mais alis importincia
is autoridades sanitirias do pais. A doen-
¢a de Chagas foi constatada seroldgicamente
em todos os 59 municipios dos gmais rece-
bemos sangue para exame,

Amosiras N&o rea- Reagenies Reagentes
examinadas gentes %
8455 G984 1471 17,39

Apenas uma publicacio de PrprEma DE
FrEFTAS ®, com uma breve citaglio de 1887
exames sorolgicos realizados no interior de
Siao Paulo, foi encontrada.

Abaixo apresentamos a rtelagio dos rauni-
cipios onde a endemia chagasica foi cous-
tatada soroldgicamente.

Relacio dos municipios

Restinga
Ribeirfio Préto
Rincdo

Sales de Oliveira
Santa  Adélia
Santa Ldcia

Santa Rita do Passa Quatro

Altinépolis Guariba
Ariranha {garapava
Barretos Ipua
Batatais Ttuverava
Bebedouro Jabutieshal
Bento Quirino Jardinépolis
Brodosqui Jeriquara
Caconde Miguelopolis
Cajobi Mococa
Cajurt Monte Alto
Candia Monte Azul Paulista

Casa Branca

Morre Agudo

Colina Novo Horizonte
Cravinhos Nuporanga
Descalvado Orlandia
Divinolandia Pairocinio Paufista
Pumont Pedregutho

Franca Pitangueiras

Guaira Pontal

Guara Pradépolis
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Santa Rosa do Viterbo
Sante Antbnio da Alegria
Sao Joaquim de Barra
Sdo José do Rio Parde
Sto Sebastiio da Grama
Serrana

Sertaozinho

Sao Simao

Tambat

Tapiratiba

Terra Roxa

Vargem Grande do Sul
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RESUMO

Neste trabalho sfio apresentados os resul-
tados de um levantamento sorolbgico para
a doenga de Chagas, realizade em 8455
soros procedentes de 59 aunidades sanitarias,
obtidos de pessoas sem qualquer exame oli-
nico prévio. O indice de pesitividade foi
de 17,3995, ¢ representa a contribuicio as
autoridades sanitarias do pais, para o co-
nhecimento da atual situaciio da endemia
chagasica em 59 municipios do Estado de
S&o Paulo.

Neste trabalho os autdres estudam tam-
bém o comportamento de um meio de cul-
tura liquido, esterilizdvel pelo calor, isento
de precipitados de proteinas e hemdtias, que
pede ser empregado com bons resultados
para a obtengie de culturas de Trypanosoma
cruzi parg o prepare de antigenos, bem como
para isolamento de trypanosomas de ani-
mais inoculados ou naturalmente infectados.

Um antigeno metandlico de Trypancsoma
cruzé, aquecido a temperatura de 120°C, é
também estudado, Fsse antigeno, nos testes
de anti-complementariedade, especificidade,
sensibilidade e estabilidade, mostrowse su-
perior aos jA descrites, sendo, porianto, o
antigeno mais indicade para as reagbes de
fixagdo de complemento no diagnéstico so-
rologico da doenga de Chagas, tante nos tes
tes qualitativos como nos testes quanti-
tativos,
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PNEUMONIA INTERSTICIAL PLASMOCITARIA PNEUMOCISTICA

(PNEUMONIA PNEUMOCISTICA, PNEUMOCISTIOSE QU DOENCA
DE VANEK & JIROVEK)

Apresenfaciio de un easo

INTERSTITIAL PLASMA CELL PNEUMOCYSTIS. PNEUMONIA
(Pneumonia Pneumocystig, Prneumocystiosis, Vanek & Jirovek Disease)
Case report

LIvANDRO PIMENTA DE CAMPOS

SUMMARY

A case of pneumocystic pneumonia i presented and a review of pertinent
literature is made particularly of Chagas's work.

The clinical findings in this case are described and the histopathology of the
Iung is discussed. Considerations are made on the taxonomy and identifications
of Preuwmoocystis carinil, and inclusion of pneumonia due to this protozoon among
plasmocystic intersticial pneumonia is suggested.

I — INTRODUCAQ

As pneumenias intersticiais sfo alteragbes
do tecido pulmonar, até certo ponto especi-
ficas, apresentando um quadro histopatol6-
gico bem definido, varidvel de acérdo com
0 agenfe, porém sempre com O IESINO as-
pecto para o mesmo agente, ainda que éle
nfo seja identificado. Em geral, apresen-
tam-se como uma alteracio intersticial iso-
lada, mas podem eslar associadas as pneu-
monias e broncopneumonias bacterianas,

A pnewmonia intersticial plasmocitiria
preumocistica, também simplesmente chama-
da pneumonia pneumocistica ou pneumocis-
tiose, foi bem estudada por Vanek & Jr-
ROVEK ' que ligaram ss alteragfes pulmo-
nares verificadas em um grupo de criangas
ao agente etiolégico aqui estudado.

Doenca propria do premature on do re-
cém-nascido débil, aparece até aos seis me-
ses de idade, admilindo-se que seja epidé-

mica dentro dos bercirios, viste serem en-
conirados, concomitantemente, vArios casos
nas maternidades, Admite-se, ainda, que
seu contagio se faz através de alimentos con-
taminados por dejecbes de ratos portadores
ou pelo contigio direto, através da secregiio
bronquica dos afetados. Acreditamos que,
existindo o parasito no contefido géstrico de
criangas afetadas, como se demoustra aqui
pela primeira vez, éle poderd ser eliminado
com as fezes do portador, contaminando os
bergarios,

Apesar de ler sido viste o parasito pri-
meiramente por (arpos CHAGas® {1909)
e encontrado também por Carixi® {1910},
em roedores, foram os DELANOE * gue con-
cluiram fratar-se de um nbvo parasito, dan-
do-lhe o nome de Prewmocysiis carinil.
A constatacio de sua presenca em pulmies
de prematuro, enire nds, se reduz a trés ca.

{*} Trabalho realizado na Diretoria de Patologia do Institute Adeife Lutz (Dr. Evandro Pimenta
de Campos) e no Departamento de Anatomia Patolégica da Faculdade de Medicina da USSP,

(Prof. Dr, Constantino Mignone),
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sos, incluinde o presente, nio acreditando
nbs, pois, que essa lesfo, causando a morte,
tenha passade despercebida aos brasileiros.

1. Acewte Eriovndsico

a) Historico de sua descoberin

A pnewmonia pneumocistica & produzida
por um protozodrio de posicio sistemitica
ainda nio bem aceita. Baseados em seus
caracteres, na classificacio de Crsar Pivro 5,
8sse agente — Pneumocystis coerinii — &
um protozoario pertencente a classe Tomo-
plasmidia, ordem Toxoplasmidic e familia
FPreumocystidee. A semelthanga entre o
Toxoplasma gondii e o Pneumocystis corinii
permite sua inclusdo em wma mesma classe
ordem e familia com dois géneros, cada qual
com sua espécie:

Toxoplasmidic Pinto, 1855
Pinto, 1955
Familia Toxoplosmidee Pinto, 1955

Classe
Ordem Toxoplesmidia

Géneros
1} Toxoplasma Nicolle et Manceaux,
1909
Espécie Toxoplasma gondii Nicolle et Man-
ceaux, 1908 :

2)  Preumocysiidae Delande et Dela-

née, 1912
Espécie Preumocystis carinii Delanée et De-
lante, 1912,

Este agenie pode apreseniar-se sob forma
isolada, com Gwnico ou varies nacleos, ou soh
forma de nm quisto contendo até oito nicleos
com envolidrio prépric. Fste Gltimo aspecto
estaria ligado & sus multiplicagio.

! 2

cobajas,

plasmocitdria  preumoccistica. Rev. Inst,  Adoifo
™~ .

Foi CHAGAS® quem primeiroe constatou
ésse agente em. pulmio de cobaias; quando
procedia aos estudos sGbre a moléstia que
depeis levou seu nome, inoculando sangue
de enférmos em macacos calitrix (sagiii) e
chegou & seguinte conclusfo:
‘...no homem se observa a presenca de
tripanozomas 1o sangue periférico, livres e
incluidos em hematias, variande a forma e
posigo do blefaroplaste; no sagiii, se obser-
va no sangue periférico o mesmo dimorfis-
me gue no homem, noiando-se ainda a mi-
tose que precederia a divisho “esquizogd-
nica” do parasita” (Fig. 1). Nas cobaias,
cies ¢ ouires vertebrados em experimenta-
¢lo, verificon Chagas a dualidade de forma
dos fripanossomos, para o macho ¢ para a
fémea. Nos capilares pulmonares das co
baias infestadas constaton o que éle con-
cluiu ser a “forma esquizogbnica dos paras-
sitos”:  éstes, perdende. o flagelo & a mem-
brana ondulante e deslocando o nitcleo, so-
frem uma flexfe, lundinde-se as extvemida-
des, ficando esféricos; niicleo e Dblefaroplasto
ge fundem ¢ entram em multiplicagdo ou,
separadamente, se dividem, apreseniando
em fase final um aparenie guisio, com oito
“merozoitos”™ que, libertados, parasitariam
as hemacias (Fig, 2 e 3},

3

Posteriormente, varios auldres enconira-
ram formas cisticas semelhantes &s encon-
tradas. por Chagas, em animais inoculados
com outras variedades de tripanossomo.

Em agdsio de 1910, CARINI® comunica,
em rennido, 4 Sociedade de Medicina ¢ Ci-
rurgia de S&o Paulo, haver encentrado ne
pulmiio de animais de Iaboratério formas
de esgnizogonia do Trypenosoma lewisii, se-
methantes  Aquelas  deseritas por Chagas.

T

Fig. 1 — Formas de Tryponosomd noe. sangue periférico; em 7, 5, 6 ¢ 7, mitese gue prece-

derla & divishe esquizozonica do parasito, segundo CHAGAR:L

34
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Fig. 2 — Formacio de guistes, com 8 parasites no seu interfor; seria a reprodugic

esguizogonica, segundo CHAGAS:
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/
¥ig. 5 — Quistos de parasifos, alguns ulirapassando a membraha
envolvente. Reprod. CHAGAS:?

Em fevereiro de 1911, Gaspar Viana®
comunica haver encontrade, em esfregagos
de pulmio de cobaias inoculadas com Try-
penosome gambiense, varias fases de esqui-
zogonia, semelhantes as observadas por Cha-
gas, formas dilerencidveis do 8. cruzi. Em
margo de 1911, o mesmo pesquisador ¥ co-
munica o encontro de formas gametogdnicas
em esliegicos de pulmio de animais infes
tados por Trypenosoma equinec e em esfre.
gagos de pulmie de rates brances infestados
por Trypanosoma congolense.

Fm 1912, Mr. & Mme. Pizrry Drla-
NOE %, referindose 4 comunicagio de Ca-
rini sbhre o encontro de quistes em puimdes
de.ratos infestados por Trypanosoma lewisi,
os quais Carini, da mesma maneira gque
Chagas e outros, considerava como uma re-

produgio esquizogdnica déste tripancssomo,
chegam & coneclosfic de que se frata de um
parasito diferente; &stes gmistos descrilos
por Carini eram encontrados em grande
extensio do pulmio, de forma oval, medindo
em média 5 micros de diimetro, com deli-
cada parede delimitante, de acidofilia acen-
tuada, corando sem dificuldade pelo Giem-
sa, apbs fixagho adequada. Referem, ainda,
o8 Delande que éste fato foi chservado por
Chagas nos pulmdes de animais infestados
por Schizotrypanum cruzi; 8sles guistos en-
cerram oito elementos que, quando bem de-
senvolvidos, tém aspecio de vermiculo em
crescente, dirigide para o melo do corpo,
com pequenc niicleo homogéneo, em volta
do gual existe wm halo claro; o citoplasima
& azul, com estrutura alveclar. As inecula.
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¢oes, em ratos, de material contendo ésses
quistos nfo provocaram o aparccimento de
tripanossomos na ecirculagio.  Examinando,
entfo, ratos-adultes, depois de uma série de
trabalhos, encontraram o parasito em um
lote de 22 ratos ndo incculades com tripa-
nossomos. O sangue de varios ratos désse
lote, de diversas procedéncias, foi inoculade
em tatos jovens, sendo negaiiva a presenga
de Iripanessomos; porém, os mesmes ratos,
posteriormenic  inoculados com  Trypano-
soma lewisi, apresentaram-no na circulacfio,
coneluindo que os quistos de Carini nada
ttm de comum com o Trypanosoma lewisi;
conseguiram, sinda, contaminacio intensa
désse parasitismo, em animais jovens, com
inooulagdo, por via respiratéria, contendo
gsses quistos.  Concluiram, entio, que se tra-
tava de um ndve parasitc dos ratos e pro-
puzeram dar-se-lhe o nome de Pneumocysiis
curini. Seus caracteres permitem hole clas-
sificad-lo como protozoario, conforme ja as-
sinalamos. FEsses quistos nfie possuem os ca-
racteres de esporos, nem dos guistos da FEi-
meria. Conseqiientements, segnado PiNTo %,

niio pode o Preuwmocystis carini. ser colocado .

na familia das Eimeridee. O irabalho dos
Delante, de real importincia, veio mostrar
a inexisténcia da forma esquizogbnica do
tripanossomo na Moléstia de Chagas,

¥m. 1913, Arscio?®, em nota sébre es-
quizogonia dos tripanossomes, assinala que
numerosos animais que morriam esponlanea-
mente nos laboratérios do Imstitute “Oswaldo
Cruz” de Manguinhos, livres de infestagao
pelo tripanossomo, apresentavam fregiiente-
mente, nos esfregacos de pulmio, formas
cisticas, com oilo ecorpfisculos no interior,
semelhantes aquelas verificadas por Chagas
e conclue gue estas nada tinham a ver com
o ciclo esquizogdnico do tripanossome, -As-
sinala, ainda que, apds esta sua conclusdo,
teve conhecimento dos trabalhos de Delande
e eomenta que Astrogilde Machado, na re-
giio de Lassance, onde Carlos Chagas féz
suas investigagOes, enconlrou paeumocisios
em pulmdes de diverses vertebrados, con-
cluinde tratarse de wm parasitc comple-
tamente inofensivo para o organisma désses
mesmos animais.

Ao fazer um resumo s6hre os estudos etio-
logicos e clinicos da moléstia por 8le des.
coberta, Caacas? em 1911, refere que
também no transmissor se verifica uma for-
macfo idéniica dquela encontrada nos ver-
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tebrados, constituida por “8 unidades”, que
corresponderiam & fase esquizogbnica do
tripanossomo.  No mesmo trabalho, refere o
encontro dessa forma, em pulmio humano
de um individuo adulto, falecido na forms
aguda da Moléstia de Chagas. Em 1913,
CHacas ™ reconhece a inexisténcia dessa
forma esquizogbnica do tripanossemo.

Sucederam-se os encontros de Preumocys-
tis carinii em pulmfes de diferentes verte-
brades.  Assim, Aragfo, Viana e Chagas’
encontraram-no em roedores. CariNI & Ma-
CIgL **, em 1914, encontraram-ne em toe-
dores e outros vertebrados, mostrando que
néo era patogénico para ésses animais. Na
Inglaterra, CoLEs ™, em 1914; CorLes®®, e
Porteg **, em 1915/16, enconiraram o pa-
rasito. .

Os estudos e citagbes de achades sébre o
Preumocystis carinii permaneceram estacio-
nados até que, em 1938, Ammicm * des-
crevenr uma pneumonia intersticial ndo sifi-
litica; em posterior revisfo, foi identificada
come tende por agenle eliologico o Preumo-
cystis carinii.

Em pulmio de erianga, foi encontrade na
Bélgica, em 1942, por van der MrEr &
Brue ',

O estudo detalhade do parasito foi feito
por VanErR & JimovEk’', de Praga, em
sucessivos casos estudados desde 1945 até
1951, quando verificarasn em 16 criangas,
falecidas de pneumonia intersticial, a pre-
senca do Preumocystis carinii, j& deserito,
idéntico ao enconirade per Carini.

Os trabalbos désses autdres assinalam a
presenga de um conteiido nos alvedlos pul.
monares semelhante a um codgule albumi-
noide, constitnindo a chamada “proteinose™
alveolar, rico em parasitos, As preparacbes,
coradas pelo P. A, 8, apresentaram os para-
ritos envolvidos por uma delicada mem-
brana, muites dos quais sob forma de um
quisto, contendo 2, 4 ou 8 corpiiscules. fisse
material, encontrado também em bréngquios
e bronquicles, era acompanhade de uwm in-
filtrade intersticial de plasmocitos, Conhe-
cido o quadro histopatolégico e seu agente
etiolégico, puderam ser constatados, em tdda
a Europa, varios casos. Foram revistos en-
tio vérios casos anteriores, com ouires diag-
nosticos, ¢ foi possivel constatarse a pre-
senga do Pnewmocystis carinii,  Posterior-
mente HERzBERG e @lfii’?, em 1952, no-
tou a sua presenca intercelular. Giese, em
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1953, em uwm caso de pheumonia intersticial
do recém-nascido, vonsiderou-o um cogumelo
- foi proposte o nome de Blastomyces pneu-
monie infantum; todavia, parece que os
fungos encontrados em culturas por éle fei-
tas eram contaminagbes das mesmas, Em
1954, ZANPANELL™P* % em 19 casos es-
tudados na Austria, identifica o parasito
também no sangue periférico, fato 8ste re-
ferido também por outros autdres, em 1956.
Em 1958, BerpNIKOFF *® apresenta um es
tudo de 13 casos.

(O estudo experimental em animais sensi-
veis permile obter esfregagos. de parasitos,
o que pode ser aproveitado para estudo de
sua morfologia e de novos métedos de colo-
ragio e para a ultramicroscopia. €om o ul-
lramicroscipio, a escola de’ HAMPERL ™,
em Bonn, Alemanha, demonsirou, em corles
ultrafinos, a presenga dos 8 eorpusculos.

No¢ Brasil,

a preumonia -pnewmocistica,

em criangas, foi verificada pela 1™ vez por

k3

nés * {documentada no presente trabalho),

e por Lumst®, em 1958; por Brito &
Encg #', em 1962,

Hamperl & um dos qae -mais se'iém inte-
ressade pelo estudo da. pnewmronia pneumo-
cistica, tendo feito um estudo histbrico so-
bre a mesma, apresentado -_np’ 2.0 Congresso
Latino-Americano de. Apatomia Patologica,
em Sio Paulo, 1958. ' Porémn, nio &z cita-
goes relativas aos encomtios por. Ca arini e
por ontros pesquisadores. brasileiros. -

Em relacfio aos trabathos de Jirévek e seu
assistente Vanek, “8ste .germen. havia estado
ante os olhos de todos o% histopatologistas
por tantos anos, sem gue fdsse- netado™.

Verificamos, pols, que a identificacio do
parasito sempre o um problema em ana-
tomia patoiégiea e parasitofogia. O préprio
CHAGas ?, ap6s quairo anos de publicado
sey gemal trabalho, assinala que “déste mo-
do, apesar de nossa verificagio no pulmie
de um caso de tripanossomiase, somos leva-
dos g acreditar que as formas de protozoa-
rios referidas representam wm outre para-
sita ¢ ndo o Sehizotrypanum cruxi’”.

by  Identificacao

Morjologia e coloregiio — Q. parasito se
apresenta de forma arredondada, alongada

¢*) Apresentado em Reunilo no 2° Congresso Latino-Americano ,

Paulo, 1958

sE %2},

ou irregular, notando-se um ecorpisculo cen-
tral, com halo claro e membrana envolven-
te; mede de 2 a 4 micros; esta forma é
jovem e mononucleada; como se reproduz
por sissiparidade, vamos encontrar formas
malores, esféricas, medindo de 5 a 7 micros,
com 2, 4 ou 8 niicleos (octadas).

Dentro de um quadro histopatologico de
pneumonia  intersticial por plasmocitos, o
encontro na luz dos alvéolos, brénquios e
brenquiclos de massas espumosas semelhan-
tes a “favos de mel” ou aspecto de “ovos
de rd”, contendo corpusculos dificilmente
identificiveis, em virtude de seu tamanho,
impbe-nos confirmar o diagnéstico de “Pnen-
monia . pneumocistica”,  Varies métodos de
coloragic podemt ser usados; o patelog;qta
avisado, pelo método de rotina, isto &, pe]a
hem&texthn&qosma, pode 1der§t1flcar ne in-
terior dos alvéolos pulmonares, brénquics e
bronguiolos massas espumesas roseo-averme-
thadas e pequenos ndclcos, em azul,

A . melbor coloraclio, em cortes de parafi.
na, obtem-se pelo método de P. A, S. (Pear-
Fste método & positive para a mu-
eopolissacaride na membrana envolvente, que
se .apresenta vermetho-parpura. No interior
dos quistos ‘ou na espessura dessa massa es-

pumoga “se enconiram, com dificuldade, os
_corpiisculos .corados em azul-eseuro.

Pelo método tricrdrieo de Masson, essa
massa espumosa obtem uma coloragfo verde-
azulada; pelo método de Mallory, em azul;
pela hematoxilina ‘de Mallory, em azul ne-
gro e pelo método de van Gieson, em ver-
melho acinzentado.

Pelo método 'de Gram, apresenta-se o pa-
rasito como (ram-negativo.

Pelo Giemsa, os niicleos se apresentam
violeta-escuro com halo claro.

Nos cortes de parafina, os parasitos se
rompem ficilmente, em virtude da {ragili-
dade de sua parede envolvente; nos easos
suspeitos de pmeumonia pnenmoeistica, ©
diagndstico se faz pela coloracio da secre-
¢io brénguica, que fernece formas mais fa.
cibmente  identificAveis. A hewaloxilina
{orte de Bohmer fornece hba coloragio para
os corpiisculos,

Os esfregagos, quandoe. sfo realizados a
partir de material obtido de pulmbes de ani-

de.  Anaternia Patolégica, Sio
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- mais, on de secre¢io hrdnguica aspirada de
enférmos, mositrarfie oz parasiios isclados e
sem a massa espumosa envolvente. A mem-
brana envolvente pode ser corada em ver-
melho pelo Giemsa ¢ o nicleo, em violeta-
escuro,

Pela microscopia de fase, nas formas cis-
ticas, nos esfregagos sem corar, os nficleos
aparecem mais escuros.

Pelo métode de microscopia de fluores.
céncia, utilizando-se a acridina-orange, ob-
tem-se Huoreseénela positiva para os nicleos,
gue adguirem celoragdo de castanho ao ver-
melho, identificando-se mais facilmente as
octadas {Viaceos & THarouniatis %, fig. 4).

perlermia. Discrelos sinais semiolGgicos de
broncopnenmonia. O exame radioldgico
mostra cendensacfio pulmonar, que se es-
tende do hilo para a periferia dos pulmdes.
Ha predilecio para determinade lobo pul-
monar, notando-se uma iransparéncia varii-
vel, conforme a intensidade da infestaco.

O hemograma acusa alleracio evidente:
série branca — leucocitose acentuada, de
20000 até 55000 globules brancos por ml;
neutrofilia com desvio & esquerda, e hasto-
netose alta; presenga de metamielocitos;
granulagbes iGxicas, eosinofilia, variavel de
intensidade; hinfocitose, com atipia. Na sé-
rie vermelha, anisociiose, poiquilocitose e

Fig. 4 — Mieroscopia de fiuorescéneiz com esfregaco obtide de
material retirade do pulmio, vendo-se 8 nlcleos - ociadas

{Acridins-Orange).
2. Quapro CriNico

Apés um periode de incubagio da deenga,
ern média de 40 dias, a crianca apresenta
dificuldade em se alimentar, canseira, febre
moderada; febre elevada quando ocorre con-
juntamente furunculose, piodermite ¢ gas-
trenterite.  H4 taquipnéia, até 120 respira-
¢les por minufo, tosse séea, sinais de asfizia
progressiva e clanose peri-oral, nos dedos e
artelhos.  Pode aparecer opistétono. Pulso
rapido e ritmico. Perda de péso. O exame
fisico & pobre em sinais, notando-se na crian-
ga distrofia, dipnéia, cianose'e discreta hi-
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Beprod. VLACHOS & THARQOUNIATIS =,

policromasia: anemia — diminuigie do
niimero de hemacias e da taxa de hemoglo-
bina.

Como exames complementares para eluci-
dagio do diagndstico, podem ser usados a
intradermo reagfio e a dosagem de caleio no
sangue, gue apresenta teor elevado. A cul-
tura do material obtido dos bronquiolos é
semapre negativa; a inoculacio em animais
sensiveis {(roedores}) pode dar resultade po-
sitivo, sendo necessdrio cuidado na seleciio
dos animais de lotes livres de parasitos, afim
de evitar falso resultado positive, pela pre-
existéneia do pneumocisto,
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a)  Diagnistice diferencial - Deve ser

feito com as seguintes pneumonias: por vi-
rus —- adenovireses, pneumonia priméria ati-
pica, varicela, sarampo, psitacose e citome-
galia, esta Gltima de provével etiologia vi-
rética; por bactérias — febre tifdide, proces-
g0s piogénicos; por rickétsias — febre ma-
cilosa e febre Q: por ouiros protozodrios —
leischmaniose visceral; por fungos — histo-
plasmose, aspergilose, actinomicose e monilha.

b} Tratamento — Os antibidticos e sul-
famidas n#o se tém mostrado eficazes. Por
ge tratar de wm protogodrio, poderfe ser
experimentados os antimoniais, a Atebrina,
Plasmoguina, Aralen, Paludrina, quinine e
outros protozoocidas. Ha boas referéncias
sbbre a aglo do cloranfenicol. Os indivi-
duos adultos, em tratamento pela cortisona,
podem apresentar wma exacerbagio no cres-
cimento do pnewnocisto gue se enconire la-
tente em seu organismo.

3. QUADRO ANATOMOPATOLGGICO -
Pulmdées

a)  FExame mucroscépico — Os pulmbes
afetados se apresemtam bem armados, de
consisténecia aumentada, com diminuigdo da
crepitac@o, pleuras lisas e brilhantes. A su
perficie de conte, de coloragio vermelho-es-
cura, com Areas acinzentadas, fornecendo,
pela compressio, pequena quantidade de L
guido pouco arejado, notande-se areas enfi-
sematosas e &reas de colapso. N&o se obser-
va friabilidade acentuada, ¢omo a verificada
nos focos broncopnenmdnicos, por bactérias;
porém, o exame maeroscopico nros dd A im-
pressio de broncopneumonia.

b} Exame microscipico — Chama a
atengfio, inicialmente, o espessamento difuso
dos septos interalveolares, & custa principal-
mente de um infiltrado inflamatério de plas-
mocitos e linfocitos, ¢ algumas células mono-
nucleares e histiocitarias; em alguns casos,
os plasmocites sfio raros, predominando cé-
lulas mononucleares, como no caso descrito
por LUISI®, Sdo encontradas areas de en-
fisema e areas de colapso. O epitélio de re-
vestimento dos alvéolos se apresenta hiper-
plasiado e suas células, descamadas na luz
alveolar. Importante para o diagnéstico é
o contetido da luz elveolar, dos brénguios e
dos bronguiclos; &sse- conteiide é formado

plagmocitaria pneumocisiica, Rev.

Inst, Adolic

por um material espumoso, gue se cora em
résco, pela eosina, que pode dar um aspecto
de  exsudato albumindide, deserito como
“proteipose alveclar”. 0 exame cuidadoso
mostra que essa massa tem aspecto de “favo
de mel” ou de “ovos de rd”, sendo consii-
tuida por pequenas vesiculas, claras, algu-
mas das quais apreseniam um ou mais coI-
piscidos baséfilos em sua parte central; con-
forme o plano ético, muilas vesiculas se
apreseniam vasias, A massa espumosa cir-
cundante constitue o conjunio de Preumo-
cystis carinii; fstes parasitos sdo arredonda-
dos ou ovdides, apresentando um, dois, qua-
tro ou oifo corptsculos, dificilmente identi-
ficAveis nos cortes. No contedo alveolar,
ndo se encontram fibrina on neutréfilos; po-
dem ser encontradas células fagocitarias e
lipofigicas. O método de P.A. 8. facilita
a identificacio dessas massas de parasitos,
apresentando  coloracbes bastante  elucida-
tivas,

I — REGISTRO DO CASO
Observacio anatomoclinica

J. R L., 2 meses de idade, brasileiro,
residente em Vila Bela, Sio Paulo, Brasil,

Histérig das moléstic atual - Oito dias
antes da internagio, tosse sésa, dispnéia e
tiragem intercostal; hd 6 dias, agravamento
do guadro, com cianose, anmento da disp-

néia. Medicado com penicilina, sem me-
Thora.
Antecedentes — Prematuro de 6 meses,

pesande 2,130 kg, ao nascer. Freqiientemen-
te apresenlava o “peilo atacade”, com gua-
dro semelhanie ao atual.

Exame fisico geral e especial — Tempe-
ratura, 37,3°C, Freqiiéncia respiratéria 60/m,
Péso, 2,500 kg. Mau estado geral. Distré-
fieo, dipnéico, tiragem intensa. Tosse sdsa.
Cianose nas unhas, nos libies ¢ perioral.
Pulmbes: murmirio vesicular nos apices e
hases; hipersonoridade; estertdres finos no
apice direilo e térge médie do hemitérax
direite; taguicardia,

Evolugido ~— Durante 20 dias de interna-
¢io, o pacienle permaneceu inalterado, com
respiragiio arritmica, roncos - disseminados
nos pulmbes. Desde o primeiro dia de sua
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internagiio foi tratado com terramicina, pe- Exame microscopico — Voram feitas va-

nicilina, nebulizacfio continna, adrenalina,
soluto fisiolégico, Iobelina e Ampletil. A me-
dicagiia feita pfo teve resuliado benéfico.

Raio X — Enfisema pulmonar e opacifi-
cacio muilo discreta do lobo superior di-
reito.

Necrdpsia — Individuo em precirias con-
dighes de nutrigho, medindo 46 cm e pe-
sando 2,500 kg, Cianose nas extremidades;
linhas epifisidvias bem formadas. Cabega,
pescogo e cavidade toraxica sem alterages.
Coragfio, figado, rins e bago, macroseopica-
mente sem alteragbes importantes. O esid-
magoe, com pregueamento bem nitido da mu-
cosd. ) exame histopatoldgice do bago ape-
nas revelou hiperplasia de células mononu-
cleares. Os outros Grofos, exceluando-se os
pulmbes, nada mosiraram.

Pulmoes

Exome macroscépico — Apresenlam-se ar-
mados, volume e forma conservades. Con-
sisténcia aumentada. Crepilagio diminuvida.
Superficie externa réseo-clara.  Superficie
de corte résea, com dreas claras, mais con-
sistentes, fornecendo, pela compressfo, U-
quido arejado. Nas bases e apice direito,
liquido hgeiramente turvo.

rias preparagbes microscopicas, obiidas de
[ragmentos vetirados de vérios pontos do
puimfic.  Inicialmente foram coradas pela
hematoxilina eosina, como méiode de rotina
e, posteriormente, pelo P. A, 8. O guoadro
histopatelagico encontrade é idéntico em 16-
das as preparagBes, notando-se um espessa-
mento difuso dos septos interalveolares, di-
minuindo a luz alveolar em alguns pontos;
em outres, peguenas Areas de  enlisema.
Fsse espessamento ¢ produzido por intenso
infilirado de células, em sua majoria cons-
ituido de plasmocilos bem formados, notan.
do-se, ainda, células mononucleares e alguns
finfocitos; nfo se encontram neutrdfilos.
Pode ser encentrada uma ou outra célula
em mitose, Os capilares estio dilatados e
congestos. A quase loialidade dos alvéolos
apresenta a sua luz chela de um material
corado em rdseo, de aspecto espumoso, como
se fosse pequenas “bolhas de sabdo™ on “favo
de mel” (Figs. 5, 6, 7 e 8). FEsie mate-
rial contido na luz alveolar bronguial e bron-
quiclar & positive pela  coloracie  pelo
P. AL S, (Figs. 9, 10, 11 e 12) e apresenta-se
eomo vesiculas vazias ou dilaceradas, poden-
do ser notada, com o manuseie do micrd-
metro, a presenga de um nacleo escare, ba-
sofilo, arredondado ou alongado, darde ao
conjunto o aspecto de “ovos de 1&”. Estes

Fig. 5 -~ Corte de pulmio - Espessamente dos septos interalveciares;
alvéolos cheios de massas eosinéfilas (31 ED. . 65 @,
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Fig. 6 — Corte de puimio — Alvéclo pulinonar contendo massas es-

pumosas com guisios e nucleos — Pusumooysiis carinil,
revestimento da parede alveolar, células em mitose (M),
em plasmeciios (H. E)),

Detalhe do
BepLos rices
1600 2,

Fig. 7 — Corte do puimic - AIVE0lo DUIMOnAr com mMassas espumosas consti-
tuidas por guistos aglomeradoes, notando-s¢ halo clare, ntcleo ou niclens

(H. BE.).

nitcleos dificilmente sdo visiveis, passando
despercebidos a0 exame superficial; um
exame com objetiva de imersio {1000 X}
mostra com maior deialhe essas formagfes,
podendo ser verificadas vesiculas claras hem

1000 .

delimitadas, algumas centendo niicleo. Em
meio a essa massa podem ser encontradas
células de revestimento alveolar descamadas
e algumas células plasmocitirias. A parede
alveslar apresenta-se com epitélio alto e hi-
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Fig. 8 — (orte de bronguicio — Na Iz, massa de Preumocystis corinii e
céluiss descamadas; parede com acentusda hiperplasia de suas

edlulas (H. E.}.

160G .

Fig. ¢ — Corte de pulmio — Alvéolo pulmonar contendo massas espuInGCsas,

P, A, 8. positivo,

perplasiado, em alguns pontos totalmeunte
descamado; ne alvéolo, notam-se hemdcias
livres e wdrias células histiocitdrias contém,
em sew interior, paresitos. Os broénquios
apresentam epitélio de revestimento bem for-

42

Espessamento dos septos interalvecizres por edlulas
plasmocitarias e alguns iinfocitos (P, A, S.).

50 =

mado, e sua luz coniém a mesma formagio
encontrada na luz alveolar: massa de Preu-
mecysiis carinii constituidas por aglomera-
dos de quistes integros ou dilacerados, en-
cerrando raramente niicleo oun nucléolos, cé-
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“Fig. 10 ~ Corte de pulmiAc -~

Alvéalo

rulmonar contende massa de

Freumocystis carinit, P, A. 8. positive, notando-se o aspecto de *favo de
mels, guistes e aiguns ndelees (P, A, 5. 1060 .

e

Fig. 11 — Corte de pulmit — Alvéolo pulmonar: msssas espumosss consti-
tuidas por acumulo de Preuwmocystis corinil, P. A, 8. positivo, notando-se, em
alguns, plclee central (P. A, 8.}, 1000 o

lulas descamadas e aprecidvel quantidade
de hemicias, Os bronquiolos se encontram
obstruidos por conteitdo idéntico ac dos
hrénquios, com epitélio bastante hiperpla-
siado e também descamddo, algumas células
se encontram hipertrofiadas, Auséncia de

exsudato purulento e presenga de células
histiocitarias contendo parasitos.

A coloragio pelo P, A, 5. mostra o con-
tetido alveolar e bronguial corzdo em ver
melho-plirpura, demenstrando sua  positivi
dade para mucopolissacarideo,
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Fig, 12 — Corte de pulmic — Alvéolo pulmonar com massas constituidas por

aramulo de Prewmocysiis carinii, P. A, 5. positivo.
ampliacdo para major detalhe (P. A. 8.).

Estémago

Exame microscopico — () exame histopa-
tologico do estbmago mostra um depdsito
sobre a mucosa  gésirica, constituido por

Outro campo, com
000 x of amplingdo.

acumule de Preumocystis carinii, deglotidos
pele crianga, provavelmente eliminiveis pe-
las lezes. .
descrito ma

~ {Fig. 13).

Este achado é pela primeira vez
literatura  sGbre o assunto

Fig. 13 — Corte de estdmago — Mucosa gésirica bem conservada, com depésite
contende massas de Purewmocystis carinid (H. B.). 160 2,
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HI — DISCUSSAG E (CONCLUSOES

O presente caso & o primeiro constatado
em um total de 51 300 autopsias realizadas
ne. Departamento de Anatomia Patolgica
da Faculdade de "Medicina da U, 8. P e
Hospital lsolamento “Emilic Ribas”,

Trata-se de um prematuro, gestagio de 8
meses, com 2 meses de idade, apresentando
sintomas”de hronguiolite, ¢om cianose. irre:
versivel e morte por asfixia, dpesar de ins-
tituldo . o tratamento anti-infeeccioso, ¢ oxigé
nio. A pouca idade do paciente — 2 me-
ses — chama a atencBo ne presente caso.
As pesquisas histopatolégicas para o lado
dos pulmdes ¢ do cstdmago demonstram a
presenga do Preumocystis cerinii: nos pul-
mbes, apresenta-se como vesiculas reunidas
em massa eosinofila, na qual podem ser no-
tados os nicleos; &ste material é positivo
pola coloragho pelo P AL S,

Pela primeira vez se enconfra o parasite
na cavidade gasirica, devendo pois conclu-
ir-se que, mnos bercarios, a contaminacio
pode ser feita através de fezes contaminadas;
pela segunda vez, foi demonstrada a sua
presenca em células histiocitarias,

Um exame de totina bem conduzido po-
derd surpreender a presenca do Preumocys-
s carinii, quando existente, e casos de
pneumomias intersticiais,

RESUMO

I apresentado mm caso de pneumonia
pneumocistica, com revisdo da literatura
pertinente, particularmente dos trabalhos de
Carlos Chagas e de brasileiros. (s dades
clinicos déste caso sfo deseritos e discutidos
os achados anatomepatelbgicos, Sdo feitas con-
sideracbes sbbre a taxionemia e a identifi-
cagio do Prewmecysiis carinii e a inclusfo
da pneumonia devida a &ste protozodric en-
tre as pneumonias intersticiais plasmocita-
vias. Pela primeira vez é idenlificado o pa-
rasito na cavidade ghstrica e confirmada
sua presenca no interior de célolas histio-
citdrias.
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HISTOPATOLOGIA DO FIGADO NA FORMA FATAL FULMINANTE
DA HEPATITE INFECTUOSA *

HISTOPATHOLOGY OF THE LIVER IN THE FULMINANT FATAL FORM
OF INFECTIOUS HEPATITIS

Evamnpro PrveENTA DE CAMPOS

SUMMARY

For thée first time, forty sporadic cases of non epidemic infectious hepatitis
of fulminant fatal form have been studied, according to Lueké & Mallory's

criteria (1946},

The concept of subacute form is Hmited to the so called precocicus subacute
hepatitis (Stokes & Miller, 1946}, that is, at the early stage of the evoluiion and

without cirrhotic dlterations.

It is presented also a study of the degeneration, necrosis and regeneration
of the liver cells, the bile duct proliferation, the sinuscidal appearance, the inters-
ticial infiliration, arteries and veins and reticular frame.

INTRODUCAO

A freqiiéncia da hepatite infecciosa vem
gradativamenie awmentando em todo ¢ mun-
do, preocupando sériamente as autoridades
sanitirias que tém promovide reuniGes de
especialistas a fim de tragarem normas para
seu combate e sua profilaxia; o uso cres.
cente da via parenteral na aplicaciio de in-
jegBes com seringas mie autoclavadas e na
lransfusfo de sangue humano e hemoderi-
vados, tem centribuide de maneira acentna-
da para ésse aumento. A doenga, fregiiente
em aglomeragBes, é epidémica nos quartéis,
escolas e internatos. O contigio oro-diges-
tivo & de grande importincia.

Dois séo os tipos de hepatite infecciosa:

1) Hepuotite infectuose — Hepatite por

virus A, hepatite por virus TH (infectious
‘hepatitis} oun hepatite infecciosa.

2) Hepatite de séro homdlogo — Hepa-

tite por virus B, hepatite por virus SH
(serum hepatitis}.

Sgo clinicamente idénticas, porém, causa-
das por virus diferentes e de diferentes mé-
todos de conirble. O guadro anatomopato-
logico é idéntico em ambas, néo se diferen-
ciande histopatolégicamente. Nio ha teste
laboratorial para diferenciar os dois tipos
de hepatite. O diagnéstico diferencial en-
tre a hepatite infecclosa e as outras hepati-
tes & facilitado pela puncBo-biépsia hepatica.

As denominagbes nsadas para as “hepati-
tes por virus (IH e SH)” s@o as mais di-
versas, originando, por vézes, confuséo. As-
sim, enconiramos na literatura os térmos
hepatite infectuosa, hepaiiie epidémica, he-
patite infecciosa, hepatite de séro homdlogo,
hepatite viral IH, Doenca de Boikin, térmo
usado pelos russes em homenagem a esse
;aesquzsacior, e ictericio cotarral.

O térmo hepatite epidémice nio define
que a moléstia também é endémica e es-
passada. O térmo hepalite infecciosa define
a origem infecciosa da afecglio: hepatite
peloe virus 1H ¢ SH., O térmo Acpatite de

¥ Trabalho realizado na Diretoria de Patolegiaz do Instituto Adolfo Lutz (Dr. Evandro Pimenta de

Campos)

e no Départamento de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Medicina da Uni-

versidade de Sfc Paulo (Prof. Constanting Mignone).
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séro homdlogo nio & fiel, pois o virus é en-
contrado tarmbém no sangue total e deriva-
dos e ndo sdmente no sbro sangiiineo. Por
outro lado, a hepatite por virus TH pode
apresentar o viras no sbro sanglineo &-ser
transmitida também por via parenteral.
A ictericia cetarral, denominaciio uwsada por
Wirshow, térmoe inadequado que ainda per-
manece, define a forma benigna da infec.
cao, LEprpmvcer?, 1952, estudando as he-
patites, denominou a ictericia catarral de
tetericia  parenguimatose ou  simplesmente
hepatite; esta denominacio foi generalizada
como hepalite aguda.

Apesar de o “Expert Committee on Hepa.

titis” da Organizagio Mundial de Saide?
em 1953, ter adotado as denominaches He-
patite por.virus A e Hepatite por virus B,
clinicamente ainda sdo wsades os térmos
hepatite infecciese ou infectuosa ou, sim-
plesmente, hepatite, para as’ hepatiles provo-
cadas especialmente pelos virus 4 e B.

Consideragoes

gerais -—— -As alteraches
anatomopatologicas encontradas nos casos

fatais de hepatite infecciosa mostram a gra-
vidade da doenca. Numerosissimos sdo os
casos com sinfomatologia muitas vézés des-
percebida. O estado clinico do doente ¢ as
provas de funcio hepatica sdo reflexos da
intensidade do  comprometimento hepitico,
permitindo classificar a doenga em:

a) Hepatite aguda benigna

b) Hepatite oguda forma fatal fafrm-

narite

¢} Hepatite crénica {(cirrese pos-necrd-
tiea ou cirrose Edxica).

A persisténcia do vitus 4 ou B no orga-
nisme humano condiciona a eronicidade da
doenga. Material infectante — fezes e wri-
na -~ contento o virus 4 produz a hepatite
apos 15 a 40 dias de incubagio, seja por

‘administracio oral, seja’ por via parenteral.

Material contendo o virus B somente produz

2 doenga quando administrado por via pa-

~renteral, apés incubacio de 60 a 160 dias.

Algumas ohservagles mostram que. hé pos-
sibilidade de pessoas infectadas pelo virus

. A, varios meses apds a.cura clinica, sem sin-

i

tomas clinicos, portanto, ifransmitirem por
via parenieral a ulfecgao O virus B foi en-
contrade ne sangue, apos 5 anos, em indivi-
duos com cirrose hepatica. Esluéos.epﬂu

%

0,5%; no sangue, com 0,2%
_ainda permanece ativo;

_contaminadas,

miolGgicos e experimentais mosiram gque a
maioria dos individuos que foram afetados
pelo virus A apresenta imunidade somente
ao virus 4, mas nio ao virus. B. A gama-

. globuling humanu é ativa contra a infeccio

pelo virns 4 e pouco ativa contra o virus
B. Por ouire lade, ndo héd imunidade cru-

~zada enire os dois virus, podendo um indi-

viduo que foi acometido de hepatite pelo
virns 4 ser contaminade pelo viruws B.
0 sangue de convalescentes acometidos pela
infecgiio . .pelo virus B apresenta pouca evi-
déneia de anticorpos especificos para &sse
virus,

‘Os agentes comumente usados como an-
tissépticos ~ &lcool, éter, certos agentes qui-
micos — ndo tém cfeito sdbre o virus 4 e
virus B, O virus 4, no séro ¢ nas fezes, so-
brevive ao aquecimento.a 50°C, durante 30
minutes; eongelado, permanece. vivo, ativo,
durante um -ano a wm ano e meio na fem-
peratura de 7 10 a — 20°C, Suporta ainda
a cloragiio da dgua, na proporcio de clore
1/1 000 000, por 30 minutos, O virus B,
no sbro, sobrevive ac aquecimento a 60°C
por uma hera e permanece ative por 4 anos’
e meio 3 temperatura de — 10 a 7 20°C e
gquande dessecado, na temperatura ambiente,
€ ativo por um ano: resiste ao fenol, éter a
de iricresol,
¢ inativade em’ al-
bamina humana, apés 10 horas, a 60°C,

A Jrraehagao no plasma e a agio de ultra—
‘violeta ndo inativam o virus.

Varios animais podem apresentar hepati-
te infecciosa, havendo. um virus especifico
gue afeta cerias espécies —- a hepalite do
camundongo {MHV}, hepatite contagiosa. do
cio de Rubarth {(Suécia}, a  hepatite dos
carneiros do Rift Valley (Africa) e a hepa-
tite dos cavalos (Africa do Sul, E. U. A. ¢

Noruega}, esta -altima_ jd .- provadamente

,Lransmls‘;wei ac ac homem.

A hepatlie mfccz:msa que compromeie

- principalmente jovens e adu]tos,— tem a sua

cura complets .em média no periedo .de 6
semanas. Fm numerosos casos envolue para
cirrose, conduzindo i invalidez, A sua mor-

_talidade atinge. 1/1000,

Nas epidemias de Hepatites (1H ¢ SH),

. devero ser tomadas medidas proffdticas,

localizando © material infectante — seringas
soros, vacings, hemoderiva-
dgua, fezes elc.; sua gravidade exige

dos,

notificacioc ‘compulsdriaspois sen-contréle é
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problema de Safide Pablica. O “Comité
OMS d’Experts de U'Hépatite™ s, em 1964,
sugere medidas profiliticas ¢ insiste na no-
tificagio compulséria.

— Nos casos fatais da mo.
{Swaviny*, 1950)
1946, consideram

Forma [otul
léstia — hepatite. fotal
— LuckE & MALLORYS,

dois grupos distintes: forma fulminante aguda

e subagnda.

Lucké & Mallory descreveram casos in-
termediirios entre pacientes gque sobrevive-
ram de 10 a 19 dias, uns com lesio histo-
logica hepatica i élstmgmvel da forma ful-
minante e oulros,imais irequentee em, que as
lesGes foram srmﬂareﬂ ds' da forma. subagu.
da. Esti claro due, se levarmos em conta
a auséneia ou presenga de degeneragio, @s-
les casos intermedidrios podem ser inclui-
dos, de modo definido, seja na forma fulli-
nante aguda (sem regeneragdo} ou na for-
ma subaguda (com regenerago).

Uma revisBo cuidadosa dos trabalhos s6-
bre a forma subaguda mosira cases de cir-
rose posi-necrética  (hiperplasia  nodular
milipla).

No presente trabalho analisamos apenas
os casos de hepatite infecciosa forma fatal
fulminante, aguda e subaguda (correspon-
dente & chamada hepatite subaguda precoce
de Stoxes & MILLER®}, no infcio de sua
evolugio, sem alteragles cirrdticas.

MATERIAL E METODOS

Estudamos 40 casos esporddicos, fatais,
ocorridos no Hospital das Clinicas da Fa.
culdade de Medicina da U. S. P. ¢ no. Hos
pital de Isolamento “Emilic Ribas”, sendo
28 da forma aguda e 12 da forma subagnda.

A analise foi feita sob o ponto de vista
anatomopatoldgico: aspeclos. macroscopicos
e histopatolégicos do figado, salientando os
fatos mais evidentes e de maior imporidn-
cia e chamando a alengBo para as particula-
ridades,

Em todos os casos foram . retirados, para
exame histolégico, fragmentos de virias zo-
nas dos lobus hepaticos. Os aspectos ana-
tomeopatologicos mais  caracteristicos foram
Totografados.

Sfo os seguinles os achados necroscopicos,
resumidos dos relalorios:

: etlrug‘ada

1. Esiudo macroscépico

Nos casos fatais de curta durago, quando
a morte. ocorre em menos de 10 dias, o fi-
gado se apresenta de forma. conservada, em
geral, de volume e péso pouce. reduzidos,
com a superficie externa. de. coloragiio ver-
melho-acastanhada e cépsula: ligeiramente

A superficic de corte ten iy ¢ vermelho-
purpura, difusa, com. 1{31311139:1@ apagada,
apresentando; por vézes; pequenas manchas
hemorragicas (Fig. 1). - Em alguns casos,
apresenta um - aspecto &.emelhante ao da con-
gestdo passiva crénica (aspecto de noz-mos-
Cada) ‘As vias biliares intra extraphepd
ticas sfo permedveis, sem dllalagse&w’

A vesicula bhiliar & em geral tensa; de su-
perficie externa lisa, paredes finas, as vézes
edemaciadas, "spreseniansfo e sua hiz bile
csverdeada ¢ de aspecto viscose. A muecosa
em geral se apresenta de aspecio aveludado.

Nos casos falais de duracio mais prolon-
gada, quando a morte ocorre depois de 10
dias de doenga, portanto numa fase suba-
guda, o figado é de i&manho e pf:so reduzi-
dos ¢ forma alterada.

A superficie de corle do figado- apresenta
aspecto de bago, coloracfio: irregularmente
avermelhada e areas amareladas esparsas;
a lobulacio hepatica em parte desaparecida
e dreas de regeneragfio hepitica (eshbco de
pseudo lébulos):

O lobo mais afetado é o esquerdo, apre-
sentando-se mais consistente.

2. FEstude micrescdpico

a) Forma fatal fulminonie aguda — Nos
casos em que o individuo falecen em plena
fase aguda (menos de 10 dias), o exame
microscépico mostra a lobulacio conserva-
da, porém de dificil delimita¢io, podendo
ser ohservados, em suas primitivas posicoes,
os espagos porlo-biliares ¢ a veia centro-lo-
bular (Fig. 2. As células hepaticas mos-
tram-se destruidas na quase totalidade dos
lobulos,  desaparecendo a  trabeculagho
(Fig. 3: vide também Fig. 4, e e b). Em
alguns Iébulos permaneccem hepatocites no
centro e na periferia, apresentando intensos
processos degeneratives,  Assim, encontra-
mos células aumentadas de volume, com
niicleo em regressfio, picndlico ou ji frag
mentado, ou ausente; numerosas goticulas
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Fig. 1 — A} Aspecto da superficie de corte de figado, na hepatite in-
feceioga, forma fatal fulminante, em aduite, mencs de 10 dias de evolucde.
B Superficie de corte de figado, hepatite infecciosa, forma fafal sub-aguda;
area de regeneratdo e de colapse <o parenguima hepatico:
em <rianga de 3 anos.
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na forma fatal fulminante da hepatite infeciudsa.

Fig. 2 — Forma faial fulminanie
hepitica; agrupamentc de células

aguda: desorganizacio da trabeculaclo
conservadas; conservagho das  posiches

primitives das velas cenirc-lobulares e espacos-porta.  (H, £). 83 x

Fig. 3 - Forma fatal fuiminante
citos, profileracho precoce de canaliculos billares. HEPF — espacgo porio-
biliar; VOI. — veia centro-iochular. (M. ). 180 x,

aguda: intensa destruicic dos hepato-

i
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Fig. 4 - Figado normal, para comparacio com as Fig. 2 ¢ 3. (H, E}
A)Y auwin, 60 X; B) aum. 160 X,

de gordura no citoplasma caracterizam a es-  arredondadas ou ovoides, com on sem né-

teatose degenerativa (Fig. 5). cleo, com os caracteristicos corpiisculos de
Hi discreta retencio hilisr em algumas  Rocha Lima - Councillman idénticos aos

células. Outras apresentam-se eosinofilas, encontrados na febre amarela (Fig. 0}.

Fig. 3 — Forma fatal fulminante aguda: pequena desiruicfo hepatica, Pro-
coggos degenerativos da céluia hepatica, (H. E.). 180 X,
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Histopatologia do figado na forma fatal fulminante da hepatife infectuosa.

Fig. 8 -—— Forma fatal fulminante aguda: infiltrado infiamatério; eéiulas mul«
tinucleadas e necrose eosindfila (eorpisculos de Rocha Eima

Councilman -— CRI-€).

Nos espagos de Kiernan, ha proliferacio
precoce de canaliculos biliares neoformados,
apresentando-se sob a forma de cordtes ce-
lulares, com luz em esboco, ou evidente; al-
guns apresentam em seu interior elementos

{H. E). 162 x.

celulares inflamatérios e granulos eosing.
filos. Os canaliculos nie obedecem a wma
orientagiio determinada, sfo irregulares e
alguns peneiram no interior do loébule he-
patico (Fig. 7).

¥ig. 7 ~ Forma fatal fulminante aguda: prolferacio precoce de cana-

lictulos hiliares.

(H. ) 160 x.
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Notam-se pequenos fogos
ortundes da desintegragio capilar, juntamen-

te com cletentos inflamatérios e finos grénu-
los pardacenios com caracteres de lpofuc-

sind, Osfc&p;iares sinusdides eniram em co-

lapso com o endotélio tumefeito, as vézes in-

terrompido e também descamado na hiz, na
luz dos capilares conservados encontramos
Listiocitos, plasmocitos e linfocitos ao lado
de onlros mononucleares, Os neuirdfilos
praticamente -nio existem.

O infilirade inflamatorio nes espacos por-
to-biliares & grande e constitnido preferen-
temente por. linfocitos ¢ ])Idsmoml:os . Taros
hisilocites; raros

{Fig. 8).

bemorragicos.

neutrdfilos ¢ eosindfilos

conlramos vaciolos e ceiul&s, Este quadro
e @rierite serose -~ 6 pouce acentnade.

O reticulo "da  arquitetura " hepatica esta
conservade, “mostrando que o agente infec-
cioso tem ;sg,ao epiteliolitica’ (Fig. 10} e nfo
desmolitica;

O lemdo (en}untivo ndo_apresenta - alie-
ragdes. . i

Em'. algzms casos. de hepatlie da forma
fatal fulminante nota-se no citoplasma das

-células hepaticas uma substancia eosindfila

de aspecto hialino; em outros, quando o
figado estd minie intepsamente allerado, a

veia centrolubular também estd profunda-
_mente alterada, de dificil individualizacie,

Fig. 8 — Forma fatél falminante aguda: infiltrade iﬁﬁamat_é_ri(} linfoplasmo-

citario. &, linfo;

As veias centm%ebuldres e Vem&. dos espas

0] de Kierman estho- anOS miemameme

afetadas e apresentam-se com. as paredes m-k
filtradas por elementos inflamatérios varige -

vels, & 0 endotélio as vézes altor {I*lg‘. 9y
éste quadro - flebite aguda: %~ nfo € cons-
tante. :

As ariérias .de pequﬂ]o calibre dos espa-
cos porto-hiliates se apreseniam cém -pare-

des espessadas, mais cosinélilas do que nor-

malmente, com nicleos integros, endotélio
alto, descontinuo ¢ também descamado. Na
intimidade da camada média, ratamente en-

‘rh54

P1, plasmocitario; MN, células mononucieales;
células muitinucieadas.

Mtn,

(H. B, 160 x.

com suas paredes sem limites precisos, en-
contrando-se um infiltrado Jdinfo-plasmono-
citario élsposto em mangiito. O reticulo

ngste casos.se apresenta em alguns pontos
“destruido,

“Em outros  casos, observa.se a
predominineia de momnudeareq ou células
binucleadas.

Na iorma agm%a dentro do guadro geral
histopatoldgico acima descrito, podem apa-
récer oulras pequenas variaches resultantes

do grau de intensidade da lesfo hepatica.

A - degeneragfo -hidrépica & também obser-
vada, *-
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Fig. % — Forma fatal fulminante aguda: inflamac¢&o da parede da vela
ceniro-lobular (flebite aguda)., (H, E.), 160 X,

Fig. 16 — Forma fatai fuiminante aguda:' cons_ervacéo da trama. retleular
. (Método de Gomori para reticulc). (H. E.j- 400 x.

by Ferma fotal fulminante subagude —~  terado. ~ A presenga da veia centro-lobufar
Nestes casos o individuo falece, em geral, e dos espacos de Kierman em seus primiti-
entre o 10.° e o 20,7 dias de doenga. ‘ voz lugares delimitam o lobulo que foi des-
_ truido. Notam-se ilhotas de células conser-

Ac exame microscopice o 16bule hepitico,  vadas, algumas volumosas, com dois, trés ou
una maijoria dos casos, esta intensamente al- - mais -piclecs, com o nucledle e cromalina
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frouxa. O citoplasma é claro, eosinéfilo e
finamente pulverulento. Grande néimero de
outras células encerram no citoplasma gros-
seiras granulaghes esverdeadas e pigmento
biliar, vacdolos citoplasmiticos e esteatose
degenerativa (Fig. 11). Esses grupos mos-

tram lendéncia a formar pseado-l6bulos
(Fig. 12, 13 e 14). As alteragbes vascula-
res-capilares, veias e artérias sfo as mesmas
encontradas na forma aguda. O infiltrade

inflamatéric é idéntieo, porém acentuado o
processo de fagocitose,

Fig. i1 — ¥Forma fatal faiminante aguda: ilholas de células hepaticas,

multinucieadas e citoplasma de aspeete pulverulento,

e

(H., E.j, 400 =,

Fig. 12 — Forma fatal fulminante sub-aguda: areas de regeneracde — agru-
pamentos de células grandes, claras, véarias binucleadas; infiitrado infldma-

tério linfo-plasmocitéaric.
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Fig, 18 — Forma fatal fulminante sub-aguda: area de regeneracBo hepi-
tica — esbéco de formacioc de pseudo-iobuylos; Infiitrade infiamatdric linfo-
plagmocitdrio. (H, K.} 400 x.

Fig. 14 — Forma sub-aguda: area de regeneracic hepitica — agrupamentos
de células grandes, claras, binucleadas e multinucleadas; infiltrado infiama-
t6rio linfoplasmocitdrio. (H. E), 400 x,
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BISCUSSAO E CONCLUSOES

Nao ha relag;ao exata entre os “pI‘HI!eerS
sinfomas clinicos apresentados pelos pacien-

tes e as lesbey emcontradas no- figado; héd
uma dmcord&uaza aparente enire a duragae. }

da deenga e . destruicio hepatma. Os pri-

meiros sinais. de doenga podem passar. des-

percebidos ao enférma, fato venf:cado por
LuckE & MarLory 3,

Us 40 casos .apresentam lesGes miiito se-
melhantes que peri’nthm o diagnostico his.
topatologico; ; todavid, particularidades
em cada caso;

As células cdo centro e da zona 1nterme~

diaria do lobula hepcatico 880 as mais atin-
gidas, fato &ss¢ j4 verificado também. por

Luckf & MaLrory ®. .

As dheragoeb em‘on%radﬁs afelam a célola
hepilica, o mesénquima, os vasos e a dre
nagem biliay. intra-hepitica,”

O arcabouge reticular sofre pequenas al-
teragoes na fase subaguda, apresentando-se
parcza]mente colabado em virlude da com-
pressio produzida pelos agrupamentos das
células hepaticas regeneradas.

(} tecido conjuntive porial nic apresenta
proliferagio, O desarranjo da lobulagio
torna apagado o l6bunlo hepético; &ste fato
¢ constatado na tolalidade ou guase totali-
dade dos mesmios. Algumas células nig le-
sadas  permanecem - dispersas pelos -1obulos,

prelerentemente’ na periferia e apresentam

entdo processos degenerativos, de intensidade
varidvel, sobressaindo g degeneragho gordu:
rosa. A esteatose de pequerias goticilas pode
confundir-se com a-degeneracio hidrépica.
E freqitente a- retcngw de *pigmento " biliar
intra-celular, fato: &se ji verificado por
MoxnteNecro & Brivo %, 1952, também- en-
contrada em virios outros processos he-
paticos, principalmente nas sindromes obs-
trutivas,  Algumas células apresentani for-
magdes eosinéfilas semelhanies 4 necrdse hia-
lina da febre amarcla. Nas dreas necrosa-
das se enconiram corpfisculos hialines, resi-
duos das células hepilicas sem vitalidade.
O pigmento lipsfuesinico é encontrado no in-
terior das células hepaticas.  As ‘mitoses sio
" raras, , _
Torres 3, 1928, Nicorau et alif®,’ 1934
e AnpErsoN *, 1930 constataram em diver-
sas viroses 1 presenga de corpisculos de
inclusio. Na hepatile em estudo, encon-
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tramos  inclusBes sem caracteristicas de
“corpascules virais de inclusdo”™.

A “célula em aranka”, deserita por Ma-
DUREIRA ', em 1954, como péto‘gncmanica
da hepatite infecciosa, foi tambem por nds

‘ encoritr&da

A proflferagao de ductos bxllares neofor-
mados é fregiiente ¢ precoce, Nos casos 1,
2 e 5, com poucos dias de duragio da mo-
léstia — 24-48 h -~ éles j4 apazecem bem
formades e ramiﬁcad'o% De- fato, estudos
experzmentaw em cdes ‘mostram sua forma-
gio.em poucas horas. Aparwem as vézes
sob - forma de cordbes ce¥ulare;s solidos, sem
luz; o postérior afastamento exeénirico das
eélulas da Tugdr & formacio da hiz; em ou-
trod casos, o5 agrupamentos celuldares se pro-
longam ¢ tendem a ligarse pelas extremida-
~des, formando. wma luz. O material necré-
tico, pr@vavefmenté lamhém serd drenado,
através da luz dos ‘ductos biliaresassim neo-
formados, havendo restabeletimento do fluxo
biliar, cabendo aos histiocitos o imporlante
papel na fagocitose de detritos celulares. As
células dos ductos neoformados apresentam.
se claras, nicleo bem corado e pequeno, as
vézes vesiculoso; podem ser confundidas
com células hepaticas em regeneragie. Os
ductos biliares remanescentes dariam lugar
aos ductos neolormados (Marrory %, 1911

e Marrory *%, 1047). - Para .nds, a pre-
senga ‘déstes, em plen -Iﬂbulo ‘hepatico des-
truido, distanie’ dos” espacos porto-biliares,
com célilas muito semelhantes aos hepato—
citos jovens, permite concluir que sua for-
magfo se processa ndo.sé & custa das cé-
lulas remanescentes dos’ ductos biliares an-
tigos como também & cusie da célule hepi-
tica. paupadw

Os capilares sinugéides estéio C{)Iabados, as
vézes, dilatados e cheios. de hfrmac:as, €on-
tendo ou nfo células-inflamiatorias; outras, |
seu endotélio ¢ descontinuo.. As ‘células en-
doteliais estdo enfumecidas, salientes na luz;
ds vézes, présas apenas por um pediculo, ou
libertadas:  Em virtude da” destruigio das
céluias’hepéi;icas os capilares perdem seu
apoio, arrebentam’se? dando extravasamenlo
de hemacias. Lt

Os. espagos. de .Digse,' i'fii-sf'veis .éo_b colora-
¢io especial, estio aumentados, encharcados,

A _presenga de neutréfiies, em algum ca-
sos, & provavelmente devida & gueda de imu-

nidade local e a0 afluxo de germes piogé-
A
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nicos. secundarios, provenientes de gqualquer
parte do organismo; a teoria de Milian ex.
plicaria essa: queda: No interier do l6bule
hepatico lesado notase o mesms- infiltrado
dos espagos porto-biliares, em menor nime-

" Predominam os histiocitos em alguns
cas08, ‘ ,
As velas ceniro-lobulares ¢ as dos espa-
¢os porto-biliares mostram processos inten-
sos de pan flebite aguda. A lesdo compro-
mete todas as Hinicas do vaso e nio sdmente
a endoveia, As vdriags Iinicas estio disso-
ciadas por edema e infiliradas por linfoci-
tos, neutrofilos e rares eosinofilos, as vézes
sob a forma de manguite inflamatério.
LUCKE ® denomina esta lesio de endo-fle-
bite. O endoiélio spresenia-se tumefeito,
alte, s vézes se descama na luz venosa, dnde
podemos encontrar neutréfilos, lnfocitos e
histiocitos.

As artérias de pequeno calibre dos espa.
gos de Kierman mostram lnz diminuida, com
endotélio tumefeito; paredes espessadas eo-
sinéfilas. Em determinados pontos, um ou
varios vacfiolos nesta camada tornam a luz
do vaso excéntrica. Nio ha células inflama-
torigs em sua parede, mas sim uma arterite
do tipo seroso reversivel.

No exame do reliculo do figado, feito em
laminas impregnadas de carbonato de prata,
éste se apresenta conservado com discretos
espessamenlos e raramente hi aproximacio
da trama em um ou outro ponto, O tecido
conjuntivo mostra-se inalierade  (coloragio

; , .
pelo método de Van Gieson).

Os 12 casos da forma subaguda, cuja mor.
te se deu depois de 10 dias de doenca, apre-
sentaram em relacio aos primeiros as mes-
roas alteragbes gmante & necrose celular, no-
tando-se 4ress com agrupamenios celulares
desordenados, remanescentes, em inicio de
regeneracio, sem relagiio com & veia centro-
fobular; estas células sfo grandes, com cito-
plasma abundante e claro; em sua periferia,
o reticulo com as malhas ji pouco aproxi-
madas, levemente calobado, denuncia que
sofreu compressiio - pelas células em cresci-
mento (mélodo de Gomeri). Podem apre.
sentar ainda pigmento biliar, esteatose e li-
pofuesina. A cicalrizagfio pés-necrética on
cirrose téxica é a consegiiéncia.

Trombos biliares sdo fregiienies nos cana-
liculos biliares poupados.

No infiltrado inflamatério ressalta a pre-
domindncia de histiocitos ¢om grivules fage.
citados.” Quanto aos neuntrdfilos, seu afluxo
& quase idéntico. No centro dos labules on
irregularmente espalhados,” notam-se iniime.
ras areas de hemécias livres, E mais inten-
sa a proliferagio de canaliculos hiliares neo-
formados e o conjuntivo comega & proh-
ferar.

O diagnostico diferencial destas com ou-
tras hepatites ja foi por nds demonstrado
{Camros *, 1956).

RESUMO-

Sgo estudades, pela primeira vez, 40 ca-
s05 esporadicos de hepatite infecciosa, for-
ma fatal fulminante, de acérdo com o ecxi-

tério de Luché & Mallory, 1946.

Limita-se o conceito da forma subaguda
ao da chamada hepatite subaguda precoce
de Stokes & Miller, 1947, isto &, no inicio
de sua evolugio, sem alteragbes cirrdticas.

E apresentado um estudo da degeneracio,
necrose e regeneracio das célolas hepéticas,
da proliferagio dos ductos biliares, aspec-
tos dos sinusdides, infilirado inflamaiério,
lesGes arteriais e venosas e aspecio do arca-
bougo reticular.
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MEIO DE CULTURA PARA TEYPANOSOMA CRUZI ESTERILIZAVEL
: PELO CALOR (M)

A HEAT STERILIZABLE CULTURE MEDIUM FOR FRYPANOSOMA CRUZI

Erroreg RucAr (2)
Racust TEIXEIRA RUGAL (2)

SUMMARY

A heat sterilizable culture medium for Tryponcsoma cruzi is described. The
transfers from medium to medium give pesitive cultures indefinitely.
The production of trypanosomes per ml of medium is 40 x 105 as an average.

INTRODUCAO

Meios de eultura esterilizaveis pelo calor
foram descritos por Lirrie & Supsarrow ®,
Sampate & Lartie®, Littiz & Oneson 7,
Frerras & Hausmany * e Bong ®, fsses meios
porém, ndo dio rendimento satisfatdvio.
Os meios de WARREN? e BARACCHINI®, com
soluciio extrativa de sangne, complementada
com caldo desidratado de wcoracio e cére-
bro (3), dio bem rendimento, porém, de-
pendem da importagio déste caldo, que,
além do allo custo, freqiientemente ndo €
enconirado -2 venda no Brasil.

Baseados no uso de sangue coagulado pre-

conizado por LiTTie & SUrBARROW ® ¢ na.

ohservagio de Frrerras & IHausmann ¢ so-
bre a importincia do pH na eluicio do
fator ou fatdres de crescimento, procura-
_mos preparar um -meio com as seguinles
qualidades: a) prodazir culturas ricss e
repiques indefinidamente;  b) ser esterili-
zavel pelo calor;
dar precipitagio com o desenvolvimento dos
tripanossomos; d) produzir culturas com
poder antigénico; e) dar repiquescom pe-
quene volume de indeulo; I} conservar a
viabilidade da celiura durante longe tempo;
1
{#y Do Institute Adolfo Lutz
{3} DMfeo cu Oxoid.

(4) Eliminado sob a forma de fogfato tricélcice,

em pFE alcalino.

¢} ser lmpido ¢ nfo -

g} ser de custo relativamente baixo e pre-
pare ¢ reprodugio faceis; h) para determi-
nados fins, produzir culturas gem {ormar
agrupamentos; 1) conservar suas proprieda-
des duranie Jongo tempo.

MATERIAL E METODOS

Meio de enliura

a)} Bago de boi-{"; 3000 g
Figado de boi . iGC,O g
Cérebro de boi 1680 ¢
POFINa,12H,0 . . . . . . 50 g
PO Na,1Z2H,O(4) . . . . . 80 g
CaCl,.6H,O (v . . . . . 70 g
NaCE . . . . . . . . .. 35 ¢
KCL .. ... .o 000 04 g
GHeose . . . . . . . L .. 20 ¢
Prﬁteosc@eg;iona, n® 3 ’

Difco®m . . . . . .. 100 ¢
Agua destilada . 000 mi
b} Heméacias desnaturadas 00 g

Trabaihc reéalizade na Secclio de Meios de Cultura do Tnstituto Adolfo Lutz.

tendo como finalidade a clarificacdo do meio

(33 Podem ser empregadas ouiras peplonas desde gue testadas.
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esterilizavel pelo  calor.

Méwde de preparacio

a) Retirar a membrana e a gordura do
bago e a capsula do Hgado. Moer o hago, o
figads e o cérebro. Adicionar o fosfato dis-
sodico e a adgua. Levar & fervura duranie
cinco minmos, com agitagha fregilente, Re-
tirar do fogo e adicionar o fosfato irisso-
dico. Agitar ¢ adicionar o cloreto de edlcio,
préviamente dissolvido em 50 mi de agua.
Ajustar ao pH 7.8 ¢ levar & fervora durante
cinco minutos, Filtrar em papel. Lavar o
precipitado colocando dgna destilada sbbre
a massa, no funil, até completar 1 100 ml
de caldo. Nestes 1100 ml de caldo adicio-
nar a peptona, o cloreto de sédio, o cloreto
de potassio e a glicose. Aguecer & fervura.
Ajustar ao pH 7,6, Filtrar em papel e-com-
pletar, se necessario, 1000 ml com agua
destilada.

by  Hemdcias desnaturadas

100 ml
200 mi

Sangue humano sem plasma (*)
Alcogl 992Gl . ., . . . .

Adicionar o aleool ao sangue, aos poucos,
agitando sempre. Deixar em repouso apro-
ximadamente 12 horas. Colocar a masss
em funil Buchner, sobre papel de filiro e
fazer o vécuo para eliminar o dlcool. Pulve-
rizar o bloco formado e terminar a secagem,
ao ar livre, em camadas finas. Quando com-
plelamente sécas, comservam-se em tempera.
tura ambientc sem perder a eficiénecia, du-
rante mais de O meses,

Dhistribuicdo

a)  Pure conservagio das culturas — Fm
tubos de 20 x 200 mm, colocar 0,1 g de he.
mAcias desnaturadas e 10 ml do meio liguido,

b)  Para produgio do antigeno — Em
balBes de fundo chato de dois lHiros, colo-
cat 10 g de hemécias desnaturadas e 1 litro
do meio Hguido.

Esterilizacio

Quando em tubos com 10 ml de meio, es-
terilizar a 115°C, durante 30  wminutos,
Quando em balfes com 1 Lo de meio, es-
terilizar a 115°C, durante 40 minutos.

{*y Obiido em Bancos de Sangue, gue o refeitam depois de aproveitar o plasma.
é devida a facilidade com que pode ser obiido.

ser empregado.
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Contréle da esterilidade

Controlar a esterilidade durante 48 horas
a 37°C e depois, 5 dias, em temperatura am-
biente,

Semeadura

Usar culluras rieas e vigorosas. Para
conservacio das amosiras de tripanossomos,
semear (,1% e para a produgie de tripanos-
somos para antigeno ou outros fins, semear
19. Para abreviar o tempo de incubag3o,
semear 5% ou mais,

Incubacio

Incubar a 28°C, durante 6 2 15 dias, agi-
tando 2 a 3 vézes ac dia,

Colheita

Agitar o meio, Deixar em repouso du-
ranle 5 minulos para sedimentagio das he-
macias., Decantar. Centrifugar o sobrena-
dante a 3 000 rotagdes durante 20 minutos.
Decantar. Suspender o sedimento em solu-
cio fisiolégica na proporgio de 10 ml por
litro de meio centrifugado. Centrifugar a
1000 retagbes durante 1 minuto para sedi-
mentacio das hemicias ainda presentes. Pe.
cantar o sobrenadante gue encerra s6 tri-
panossomos. Centrifugar e lavar mais duas
vézes por centriflugacho.

RESULTADOS

A eficiéneia do meio foi testada com as
amostras de Iripanossomos n.® 34, 15, 5,
BT ¢ Y. FEstas amostras estio sendo manti-
das npeste meio ba dois anocs, com mais de
40 repiques sucessivos,

Este meio produz, em média 40 x 10°
iripanossomoes por ml, com inrvagio corres-
pondente ao tubo n.° 4 da escala de sulfato
de bario MacFarland. Da culturas com
indeulo de 0,019. Conserva a viabilidade
das culturas durante 60 dias, no minimo,
com inbeule de 0,19. Qs tripanossomos
crescem dispersos. A massa de Iripanosso.
mos cenirifugados apresenta cbr acinzentada
¢ Hvre de particulas estranhas.

A preferéneta
Sangue de eoeiho ou de boi ifambém pode
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0 meio produz culturas com poder anti-
génico que atinge, no minime, 1:80, tanto
com o antigeno metilico, preparado segun-
do BARACCHINI®, como com a suspensdo
de tripanossomos a 1:10. A técnica empre-
gada nestas dosagens foi a de KOLMERS®
{desvio do complemento).

De custo relativamente baixo, prepare e
reprodugio facels, &ste meio conserva suas
‘propriedades durante meses, se protegido da
evaporagio,

RESUMO

Foi descrito um meio de cultura liguido
para iripanossomos, esterilizivel pelo calor.

O meio da repiques indefinidamente. Pro-
duz em média 40 x 10° de tripanossomos
por ml de meio.

Agradecimentos — Agradecemos ao Dr.
Manoel de Britto e Silva pelas amostras de
tripanossomos que nos fornecen. Ao Dr.
Miécio de Azevedo, D). Altemizia e Sr. An-
ténio Amorosino pela colaboracico que nos
prestaram na titulagem dos antigenos.
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CONCENTRACOES DAS DROGAS EM TECNICAS HISTOLOGICAS
1. Estudo sébre Sudan IV ()

REAGENTS CONCENTRATIONS IN HISTOLOGICAL TECHNIQUES.
t. Study on Sudan IV

Evanpro PiMENTA pE CAMPOs (%)
NiLzA BAPTISTA (%)
ADRIANA MANGINELLI MASSIGNANI (%)
MaTHILDE Trico PIRES i Mesqurra (2}

SUMMARY

Excellent staining of lipidic materiaiz in easily discerned hright red against
a blue background is obtained by using Sudan IV and Ehrlich’s hematoexyllin in
concentrations lower that usually reconunended. The proeedure has been applied
to sections-from human organs, from innoculated anmimals and from cocoa seeds.

INTRODUCAO

Em virtude do elevado custo das drogas

de laboratdrio e das dificaldades de impor-
tagio, & de inlerésse verificar-se guais as
mais baixas concentragdes dessas drogas a
serem usadas em técnicas histolbgicas, sem
prejuize dos resultadoes.
' Neste trabalho demonstramos gue & colo-
racio de gorduras em tecidos, pelo Su-
dan IV e pela hematoxilina de Ehrlich, pode
ser efeluada em concentragbes bem mais
baixas do que as uvsualmente recomendadas,
com grande economia e bons resultados
lécnicos.

MATERTAL E METODOS

Foram utilizados cortes de cinco autdpsias
efetuadas na Diretoria de Patologia %), cons-
titnidos por tecides de supra-renal, artéria
com asteriosclerose, figado com hepatite
aguda Iutminante, rim e figado com estea.
tose e tecido celular subcutdneo; fragmen.

tos de coracio e pulmfo de ratos injetados
com drogas colinérgicas, gentilmente cedi-
dos pelo Dr. F. W. Eichmaum, e sementes
de cacau, cortadas no criostaio, cedidas pelo
Dr. Yehuda Levanon. Todos os materiais
escolhidos sfo tecidos ricos em gordura,

Drogas empregadas

1)  Fizadores

a) Formol a 10% - mistura de formol a
409, dgua destilada (10:90, v/v).
by Formol tamponado neuiro, i:10

Formalina (Aldeido fdrmico

a 407) 100 mi
Agua destilada G600 mi
Fosfato de sodic monoba-

sico 40¢g
Fosfate de sodio dibasico

{anidro} . . . . . . 63¢

(1} TFrabalho realizado na Seclo de Anztomia Patlologics da Diretorla de Patologila do Instituto

Adoife Luiz.
{z} Do Institutc Adolifo Lutz.

{3} Necroépcias ne I. A. L. — 3882, 3897, 3905, 3881, 3930,
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2}  Corantes

a) Sudan IV on Scarlet R 004 g
Alcool a T0% 50 mi
Acetona . . . . . . . . . . B0 ml

b) Hematoxilina e Ehrlick de
férmula conhecida, porém di-
luida em agua destilada

(1:6, v/v).
Nofa — Ambos os corantes néo cesessi-
tant ser filtrados, ’

3}  Solucdes

ay Alcool a 70%

b} Gelatina de Kaiser

Gelatina 10 g

Agua destilada . 80 ml
Aguccer até a gelatina §i-

car dissolvida e acrescentar: ‘

Glicerina . 70 mit

Acido femico 1 ml

(liquefeito em banho-maria)

Filtrar em estufa e, para conservar a So-
ligdo, juntar 0,1 g de 4cido fénico on (01 g
de mertiolato incolor.

No momento de ser usada, esta solucio &
posta em estufa a 58°C, para ser lquefeila,

Fécnica para cories de congelagio

1) Fixar os tecidos em solugio de Tor-
mol tamponado a 10% ou em Bouin.

2} Lavar os tecidos em &gua de torneira.

3}  Fazer cortes com 10 ou 15 4, no mi-
crétomo de congelagio,

4]  Becolher os cortes em vasilhame com
dgna de torneira. '

5} Colocar os cortes em alcool a "70%,
duranie 2 minutos,

63  Corar os cortes no Sudan IV, duran-
te 2% a 5 minutos, ) coranle ndo neces-
sita ser filtrado.
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7} Lavar bem os cortes em alecocl a
T09%, até que o excesso do Sudan IV seja
removido.

8) lavar os cortes em agua destilada,
tomando cuidado para evitar dilaceragio
devido & diferenge de tens@o superficial dos
dois Hguidos {alcool ¢ agua).

9) Colocar os cortes na hematoxilina de
Ebrlich, diluida mas nao filtrada, durante
2 minutos, Coidar do tempo, pois a per-
manéncia por mais de 2 minuotos nessa so-
higio daria coloracio muito intensa da he-

- matoxilina, prejudicando, assim, o aspecto

da limina.

10) Passar os cortes 3 vézes em Agua
de torneira, para retirar o excesso da he-
matoxilina, deixando-os na fltima 4gua pelo
menos 10 minutos para azulecer o suficiente.

11} Moniar em gelatina de Kaiser pré-
viamentie aguecida, '

Técnica para corles no criostato

1) Congelar no criostate durante 14

hora.
2}  Cortar com 8z de espessura.

3) Com limina cuidadosamente limpa e
séca, apreender o corte.

4}  Colecar na estufa a 55°C, durante 10
minutos.

53)  Deixar esfriar,

6) CLolocar no formel a 10% ou emr
Bouin, por 14 hora, para fixar.

(duas

7} Lavar em dgua de torneira
mudangas ).

Proceder & coloracio normal anteriormen-

te. descrita para cortes de congelacio, & par-
tir do item 5.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

O Sudan 1V * & soltvel nos lipéides 2, por

isso aparecem como se fdssem corados; ge-

ralmente é wsado a 19, em partes iguais
de alcool a 709 e acetona, solnciio que €
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Pig. 1 — Corte de gihndula supra-renal humana. Corte em congelacio.
Coloracio pele Sudan IV modificada. Fundo pela hematoxiiina de Ehrlich.

Pig, 2 - Corte de tecido celular sub-culénecs, A mesma coloragdo da fig 1.
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MASSIGNANT,
1. Estwdo séhre Sudan IV,  Rev. Inst. Adolfo. Lutz

A, M., & MESQUITA, M, T. P. — Concentra-

saturada,  Executamos coloragbes com va.
rias cenceniragbes ¢ verificamos que o Su-
dan 1V cora perfeitamente bem até a con-
centragiio de 0.049%. O mesmo fizemos com
a hematoxilina de Ehrlich e constatamos
gtie ela fornece melhores resultades na di-
lnigie de 1:6, v/v, do que na de 1:4, indi-
cada por PEARSE ®,

Utilizando-se as concentragbes por nds
determinadas, obtém-se as seguinles vanta-
gens:

1}  Evita-se o desperdicio de drogas.

2)  Evita-se a filivacfio das selugbes”.

3)  As lAminas apresentamese mais lim-
pas e hem nitidas {Fig. 1 ¢ 2}, Os nicleos
e as membranas citoplasméticas das células
apreseniam-ge de um azul -infenso e o cito-
plasma, claro. Os lipéides dentro das célu-
las e os localizados nos . intersticios celulares
aparecemn corados de vermelho alaranjade
bem intenso.

Aconsethames desprezar a solugio usada
de Sudan IV, quando empregads para co-
rar érglos muite ricos em lipdides, evitan.
do-se desta maneira que os cortes isenios de
gordura apresentem uma f{alsa positividade.
Chamamos & atengfio, também, para a lim-
peza da vidraria utilizada, hastande para
isso limpd-la com algodio embebido em xi-
iol, no qual o corante é soltvel,

CONCLUSGES

Empregando-se as solugbes de Sudan IV
a 0,04% em-dleool £ acetona e a hemato-

xilina de Ehrlich dituida a 1:6 v/v, obtém-

se melhores resultados que os apreseniados
pelas solugdes classicas usualmente indica-
das e utilizadas.
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RESUMO

Foram utilizadas varias concentraches de
Sudap IV e Hematoxilina de FEhrlich para
coloragBes de gorduras em tecidos com a fi-
nalidade de se conseguir uma percentagem
ideal que resultasse na economia de coran
te ¢ apresentasse grande nitidez dos cortes
histologicos. Isso foi conseguido nas con-
centragbes de 0,049 para o Sudan IV e
1:6 v/v para a hematoxilina do”Ehrlich, de
acbrdo com a técnica indicada no texto.

Agradecimenios — Ao, Dr.: Anténio J.
Brandi. Chefe da Secio de Angtomia Pato-
logica, ao Dr. Juan J. Angulo, Chele da Se-
¢io de Patologia Experimental, ac Dr. José
C. Arminante, médico patologista da Dire-
loria de Patologia, 4 Dra. Yolanda Tavares,
Chefe do Laboraiérie de Bioguimica e a Re-
gina Celia Machado, estagiiria nesia {ire-
toria. Ao Sr. Jnstino da Silva, da Diretoria
dos Servigos Técnicos e Auxiliares, pela exe-
cugio das microlotografias,
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INIBIDORES BACTERIANOS NO LEITE DE CONSUMO DA CAPITAL (3)

BACTERIAL INHIBITORS PRESENT IN MILK OF S. PAULO, BRAZIL

ALExXANDRE MELLO FIupo (2)
LAURG ALBANG SANDOVAL (3}
NeLson pos Res Ropricues (4)
JosE XIMENES (5)

SUMMARY

For the last twenty years the literature dealing with the presence of bacterial
inhibitors in milk and its derivatives has been increasing steadily.

Bacterial inhibitors in milk may be originated either from antibicties given
to the cows or from chemical treatment of the pipeline.

In 1958, Food & Drug Administration, U. 8. A., declared undesirabie the pre-
sence of penicillin in milk dairy products since it may cause chronic or recurrent
dermatosis. Nation wide research programs demonstrated gdifferent levels of anti-
bhiotic In milk and derivatives.

The presence of bacterial inhibitors may, further, lsad fo errors in standard
tests carried cout in mitk such as reductase test, bacterial counts, acidity test, etc.

Milk containing inhibitors may respond satisfactorily to routfine tests, in spite
of being highly infected in its source. On the other hand, milk produced under
hyvgienic conditions may wvield less satisfactory results in such tests,

The inhibitors may inﬂﬁence the normal flora metabelic capacity decreasing
acid production and therefore affecting adversely the industrialization of milk.

In Brazil there hags been practically no research programs carried out with
the purpose to detect the presence of such inhibitors, mainky penicillin, in milk
and dairy products.

One thousand sampiles of mitk (iype ) from S8c Paulo have been tested by
means of tests that can be read after 2h30m to 3h30m. In 9% of the samples,
inhibitors were found and penicillin levels between 0.05 te 0.5 U. L/ml were found
in 1,8% of the samples.

INTRODUCAO lidade na sua pesquisa com a uillizacie da
_ enzima especifica — a penicilinase,
Hi meis de 15 anos vem a lileratura

. : - Conforme cilam Marrtr & ErLickson?,
mundial, notadamente a norte-americana, se

em 1959 ¢ MartH? ¢ VA ?® em 1961,

enriquecende  com  inGmeros trabalhoz de
pesquisa da presenge de subsifincias inibi-
doras de crescimento bacieriano no leile,
principalmente os antibibiicos e, déstes, des.
tacadamente » penicilina pela maior “faci.

1} Realizade nes Laboratérios da Cooperativa Ceniral
Apresentado, em cardter de nota preliminar,

em 4-8-1966.

(2} Chefe da Ciinica Dermaio-sifilografica do Hospital Municipal.

pical da Associacio’ Paulista de Medicing,

em trabalhos de revisfio da literatura a
respeito da presenga de residuos de anti-
bidticos no leite e derivados, com o adven-
to da antibiético-terapia, os antibidticos
passaram a ser empregados hd quase duas

de Laticinios de Estade de S8c Paulo.
noe Departamento de Higiene e Medicina Tro-

Bécteriolﬂgésta-(}hefe da Co-

operativa Central de Lacticinios do Estado de Sdo Paulo.
{2y Chefe da Secio de Industrializaciic do Leite do Departamenio de Producio Animal,
{4y Chefe da Divisic de Conirdle de GQualidade de Laborterdpica-Bristol S/A.
(5) Chefe do Laboratéric de Contrdle Microbiolégico da Laborterapica-Bristol S/A.
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décadas, por fazendeiros e velerinarios, no
tratamento das doengas infecciosas do gado.
das quais indubitavelmente a mais freqiien-
te & a maslite, sendo também comum a in-
corporagio daqguelas drogas nas dietas su-
plementares, na alimentagio do gado ou
mesmo na conservacio das, silagens.

Os diversos aniibidticos, nos animais afe-
tados pela mastite, sdo administrados ge-
ralmente em solugho ou suspensiio, difun-
didos no quarte om gquarfes do #bere in-
fectado.

A penicilina foi a primeira de uma série
de antibiGticos empregados no tratamento
daquels infeccio, j4 em 1946, sendo apés
utilizados os demais -— estreptomicina, te-
traciclinicos, cloranfenicol, neomicina, baci-
tracina, subtilina e polimixina -— isolada-
mente ou em forma de associagiio medica-
merosa.

A ordenha -de animais assim iralades,
num perfodo médio de até 72 horas ou seja
trés dias apés a (lima aplicacfio, revelou
nitidamente a presenca dos antibidticos em
uso. Entretanto, outras doengas inleccio-
sas acometem o gado leiteiro, havendo a
necessidade do emprégo de diversos antibio.
ticos administvados, enire outras vias, prin-
cipalmente pela oral, intra-uterina ou inje-
tavel, com eliminacio relativamente rapida
daquelas substineias,

Porém, quando se utiliza a peniciling “re-
tard”, especialmente a benzaiina, a sua eli-
minacio extremamente lenta resulta na pre-
senca continwa e prolongada do medica

mento no leile ordenhado * % &,

Nio é de se estranhar, pois, que tais pra-
ticas venham condicionando o aparecimen.
to dos antibi6ticos no leite, prineipalmente
guando os animais tratados ndo sfo afasta-
dos do rebanho, por periodo de tempo

adequado,

A contaminagdo antibiética  dependerd
evidentemente do nfmero de animais em
iratamento, da quantidade do leite que os
mesmos produzam em relagio ao total or-
denhado e da poténcia maior ou menor do
antibidtive empregado.

Entretanto, além do vse abusive e indis
criminade dagoelas preparagdes, conforme
acentua o “The Journal of the American
Medical Association”, no sew artige “Peni-
cillin and others antibiotice in milk™, existe

TO

alguma suspeita de que os antibigticos . es-
tejam sendo diretamente adicionados ao
leite, como recurso de conservaciio contra
a deterioragio do produte, verificada por
excessiva multiplicagio da flora microbia-
na, no verfio cu nos dias em que a tempe-
ratura se mantém elevada .

Nos Oltimos anos, uma série de trabalhos
de pesguisa estatistica tem sido realizada
nos Estados Unidos, Canada e Gra-Breta-
ntha, entre outros, visando deferminar a in-
cidénela de entibidticos no leite dade ao

CONSUIRO.
Nos Estades Unidos, trés investigagdes
foram levadas a efeito seguidamente em

1954, 1955 e 1956, pela Food and Drug
Administrazion, tendo sido constatada a pre-
senea de penicilina, bacitracina e letraci-
clina no leite apalisado nesses anos. A pe-
picilina foi encontrada em 3,29, 11,69% e
5,9% das amostras examinadas respocti-
vamenie em 1954, 1955 ¢ 1936 e em niveis
gque variavam entre os valores de (L0033 a
55 unidades por mililitro de leite.

Na Gra-Bretanha, as investigaches reali-
zadas no verdo e Inverno de 1951 e em
1953 demonstraram a presenga da penici-
lina respectivamente em 14%, 28% e
3,20, das amostras. de leite analisadas e
com univeis do antibidtico variando entre
025 e em 15 unidades por mililitro, em
1951 e ;1 a 1,17 unidades, em 1953.

Porem as conseqiiéneias, da ordem de
Sande Piblica, do uso veterinario dos an-
tihi6ticos e do sew aparecimento no leite
dado ao consumo humano foram se tradu-
zindo no aparecimento de ragas de estrepto-
cocos e estafilococos patogénicos, origina-
rios das mastiles e tornados antibidtico-re-
sistentes e que sdo ecliminados no leite a
par com o antibiftice, ji agora inefi-
ciente = %,

Foi também relatada a agio das drogas
sbbre o equilibric e composigie microbiana
da flora intestinal humana, com evidenie
interferénneia na sintese local microbiana
das vitaminas® ®

O leite com contaminagio penicilinica
tem sido apeoniado por diversos pesquisado-
res como o causador, em pessoas préviatnen-
te sensibilizadas, de processos alérgicos cuté-
neos, dos quais os mais freqiientes sdo as
urticdrias crinicas recurrentes 'O 3H 3E48

Entretanie, os méledos usados comumen-
te para o beneficiamento do leite, & pasiew-
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rizagio e o resfriamento, ndo afelam os an-
tibioticos. O leite, em estado de cru, sofre
uma série de operacGes industriais: pasteu-
rizagAo, evaporacio, sccagem e resiriamento,
e acérde com a finalidade de seu uso, “in
natura”, em pd ou condensado.

O calor nio afeta sensiveimente os anii-
bidticos. A atividade da penicilina no leite
‘permanece parcialmente, mesmo apés a fer-
vura durante 60 minutos, cu auloclavagem
durante 15 a 30 ‘minuaios,

Os demais antibidticos sio i gualmente
bastante iermo-resistentes. A elortetracili-
na nio & inativada pele tratamente térmice
a 63° €, durante 30 minutos, 88° C durante
60 minutos ou 121*C durante 15 minu-
tos M,

Segande Overpy *P? 2 1952, a1 pasteu-
rizagAo do leite ndo Tinativa os seguintes
aniibidticos:  clortetraciclina, cloranfenicol,
estreptomicina e oxitetraciclina. A penici-
~lina, igualmente, passa indine pela pasteu-
rizacho,

A separacfo do leite em creme e leite
desnatado, segundo esiudos de  Hansen,
Wiccins & Bovp?®, 1950, nio aumenta a
concentragdo da penicilina ou da estrepto-
micina. A estocagem do leite refrigerado
a B ou 107 C ndo interfere, durante um pe-
riodo que val até sete dias, na atividade
dos seguintes antibiéticos: penicilina, es-
treptomicina, clortetraciclina, magnamicina,
bacitracina e polimixina. .

Segundo Hisss & Boyp@r«¢?® 1657 fi-
con demomsirado que as amoslras do leile
contendo oxitetraciclina, penicilina, neomi-
cina, estreplomicina ou clortetraciclina po-
dem permarnecer congeladas cBrea de 12 se-
‘manas, sem perda da atividade amtibidtica.

Os autéres tém releride a presenca de
atividade antibiotica no leite em pd,

Entretanto, nfo 86 os antibidticos surgem
no leite, em conseqiléncia possivelmente de
residuos resuliantes do iratamento vetering.
rio do gado leiteiro, como também, embora
com muite mener [reqiiéncia, tém sido en-
gontrados os sullamidicos *,

Conforme bem descreveu Marts *%, no
leite foram identificadas substancias qui-
micas  diversas, principalmente
de amdnio gquaternirio e derivados comple-
xos de iddo, associados ou nio a detergen-
tes, decorrentes da higienizagio do vasilha-
me e do equipamento em geral, empregados

composlos -

na inddstria de laticinios, e capazes de agir
como substincias inibidoras do crescimento
bacteriane, mesmo quando presentes em 10
ou 30 p.p.m.

Asstn ¢ que em 1954, nos Estados Uni-
dos, um estudo estimative realizado com a
finalidade de revelar a incidéncia de subs-
tincias inibidoras em geral, dos starter
lacticos, realizados en grandes centros po-
pulacionals — Columbia, Dodge, Dane, Ma-
nitowoe Counties e Wiscosin — demonstrou
a presenca daguelas substdncias em 4,39
das amostras lesladas, capazes de reduzir
significativamente a atividade das culturas
de fermentos lacticos selecionados, com re-
pereussio evidente na industrializagio dos
derivados- do leite.

‘Essas substincias entretanto, segundo se
supés, deviam ser constituidas  prineipal-
mente por antibidtices. No Canada, ne
verdo de 1952, pesquisa idéntica demons-
trou que as culturas lacticas starter eram
inibidas em 7,3%, nas 344 amosiras ana-
tisadas. ’

£ ponto pacifico 2 agio indesejivel de
pequenos tragos dessas substincias inibide-
ras, quer de origem quimica, porém prin-
cipalmente os de origem bioguimica, na.
industrializacgo do queijo, manteiga e prin-
cipalmente dos produtos dietéticos fermen-
tados - coalhada, quefir, iogurte e ou-
1108 18, 32 2‘0.

s

Uma questdo importante, da esfera da
inspecio industrial e sanitiria de produtos
de origem animal, é o fato de a atuagho
hacteriostatica das substincias intbidoras,
notadamente os antibidticos, criar condi-
¢bes adversas & multiplicacio da flora ba-
nal de contaminacfio que, permanecende
parcialmente imobilizada, dissimulard a ma
qualidade de cerlos produtos, interferindo
portanto na capacidade avaliadora das pro-
vas de rotina, e no tempo de desenvolvi-
mento da prova da redutase, efetuada com
o azul de metileno?h #,

Além desses aspectos vistes, WECKEL ™,
em em 1960, pds em evidéncia o problema
criade pelos pesticidas largamente usados
nos Fstados Unidos pels moderna agricul-
tura e sem os quais a produgfo de certas
colheitas cairia  periddicamente a0 indice

710,
O pesticidas  sfio  utilizados sob  varias
formas: nematocidas, herbicidas, fungici-

71
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das, inseticidas, além dos tratamentos es-
peciais, como og reguladores do crescimen-
to, dessecantes e outros mais,

Tendo em vista a multiplicagio do nime-
ro de fazendas com larga extensio territo-
vial cultivivel ou de pastagens, » moderno
use do pesticida, conforme assinalou Weckel,
tornou-se mais do que uma necessidade im-
prescindivel, um verdadeire segure contra
possiveis riscos na protecBo dos  investi-
menios,

As vaniagens econdmicas do seu emprégo
sdo 180 grandes que nos Felades Unidos, ja
em 1958, as determinagies do Food Drug
and Cosmetic Aect, que dispunham sébre o
registro, dados de revisfo técnica ete., es-
tabeleciam tolerfincia para sus presenga nos
suplementos alimentares,

A intensificacie da produgio do leite nas
fazendas e granjas leiteivas levou & neces-
sidade da aquisigio de grfios e suplementos
forrageiros cultivados por outrem, gue nfo
um criador de gado, ¢ qual muitas vézes
sem saber o desting gue tais produtos iriam
ter - como o de alimentacio de wm reha-
nko produter de leite -— empregava pesti-
cidas para preservar a sua colheita.

Além do mais, os pesticidas empregados
seguidamente, em seus diferentes tipos, per-
manecem no solo pelo periedo de virios
anos, decompondo-se, muitas vézes, em pro-
dofos mais 10xicos do gue os anteriores e,
no organismo humano, tém agko acumula-
tiva 4,

Embora a “filosofia administrativa enun-
cie gue 0 leite ¢ seus derivados devem estar
analiticamente livres dos pesticidas e and-
hidlices”, vem se fornando
dificil estabelecer o conceito da abseluta au.
séncia daquelas e outras substincias oriun-
das das mais diversas manipulagdes, pois as
técnicas no sen aperfeicoamente constante
tornam-se mais sensiveis, faculiando a pes-
quisa de nivels de residuos cada vez mais
baixos, dades até ent@o como ausentes.

cadavez mais

Ha evidéncia de que o nivel livre zevo
rndo pode ser aplicado nos tGlimos tempos
na pesquisa da presenca de inibidores vel-
culados pelo leite, devide as emprégo abu-
sivo e indiscriminado dos antibiétices e qui-
mioterdpicos em lerapéutica humana **, nem
4 prépria mae que amamenta.

Entretante, conforme concluin o auter, a
extensio dos efeitos resultantes do emprége
dessas substincias quimicas em agricultura,
quando presentes nos produtos de laticinios,
ainda ndo esti bem investigada.

Nos Fetades Unidos, em 1955, The Food
and Drugs Administration, como definicio
do seu ponto de vista, considerou o leile
contaminadoe com antibiético, como adulie
rado, levando em conta o risco do seu con-
sumo por pessoas sensibilizadas e da possi-
hilidade de dar origem a ragas de germes
patogénices resislentes a tais drogas.

Entretanto, em gue pese o vulio dos tra-
halhos de pesquisa efetuados, hia guase duas
décadas, e do nlmero de publcagbes exis-
tentes na literatura mundial, no Brasil ainda
nde se cuidou de avaliar direta ou indire-
tamente {pesquisa de substdncias  inihide-
ras) a percenlagem e grau da contamina.
gho antibistica do leile dado ao consumo
humano.

O regulamento federal brasileire, da Ins-
pegio Induostrial e Santtaria de Produtes de
Origem Animal **, aprovedo em 1932 e par-
cialmente  modificado **  em 1962, nio
obstante recomendar como dinico  critério
para a avaliacio da contaminacdo micro-
hiana do leite cru, tipo C, a prova da re-
dutase pelo azul de metilene, nio cuidon
tamnbém de exigir fundamentalmente & pes.
quisa da presenca das substdncias inibido.
rag e da penicilina, que afetam os resultados
obtidos para aquela prova.

Tendo em vista a importancia do assunto,
quando recentemente. ainda hd alguns me-
ses passados, em congresso de Alimentagho
Pablica realizado em Paris®, se adotou a
decisic de gue devem os alimentos levar
gtiquetas garantindo a swa qualidade & au.
séncia de antibidticos, e a oportuna refor-
mmtlagio do nosso Regulamento de Inspe-
¢Ro, que se estda processando, tomamos &
iniciativa de realizar na Capital de Siao
Paule a presente pesquisa, com & finalidade
de situar o grau da contaminagio quimica
e biogquimica de cérea de um milhdo de H-
tros de leite didriamente consumides pela
populacio paulistzna.

METODOS
Muliiples =80 os méiodos descritos pelos

diversps autbres, visando determinar a pre-
senga  das substncias  inibideras, cem as
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suas virtudes analiticas postas em énfase,
numa demonsiragio cabal de que o método
ideal ainda estd por surgir.

Todos é&les se basciam nas modificagtes
do crescimento bacterianoc e se distribuem
em trés principais grupos que se fundamen-
tam em:

a) Reducio de corantes

b) Produgio de &cido

¢} Emprége do disco ¢ da placa agar-
agar-germe de prova. '

Tendo em vista a necessidade de empre-
garmos métodos os mais rapidos possiveis,
capazes de serem reproduzidos mesmo em
pequenos laboratérios de conirdle higiénico
do leite, das wsinas de beneficiamente do
interior, aproximande-se, guardado o limite
horério da sua execucio, sos chamados mé-
iodos de plataforma, lancamos mio do em-
prége de trés principais processos, comple-
mentados por outras provas subsidiarias:

Dois déstes processos, recomendados pelo
Standard Methods %8, 1060, sfo baseados o
primeire ne emprégo do complexo disco,
placa e germe de prova e o segundo no da
reducio do C.T.T., por nés utilizados, com
algumas modificagGes.

() ierceiro processo, tendo como funda-
mento & produgiio do acido lactico por ger-
mes de prova, fermentadores da lactose, foi
por nés especialmente adaptade &s circuns-
tincias, na necessidade da eobiengo de um
resnllado  rapide. FEmbora sendo por s
mesme um teste informative individualizado
de pgrande valia, funciona, no conjunto, fri-
santemente como prova e iarohém conira
prova do teste da redugio do C.T.T.

No leite, os inibidores em potencial do

creschimento  bacteriano  sfio  representados
pelos seguintes tipos :
a) Residuos de substincias quimicas

utilizadas na higienizagho do equipamento
empregado na linha de beneficiamento do
leite.

by Residuos de sulfas empregadas com
finalidade terapéutica. ,

e) Residuos de antibidticos
com {inalidade terapéutica.

d} Bacteriéfagos.

e} Outras substdncias nio identificadas,
algurnas naturais e peculiares a  determi-
nadas vacas,

utilizados

Portanto, como cuidado obrigatério de
ordem geral, tendo em vista a possibilidade
da presenca, no leite, de bacleribfagos ou
de inibidores naturais e, levando em con-
sideracBo a termo-resisténcia das demais
substidncias inibidoras, todo e qualquer mé-
todo de pesquisa de inibidores deve ser pre-
cedido do aquecimento, em laboratério, do
leite cru ou pasteurizado a 80° C, durante
5 minutos.

fisse aquecimenio, destruindo as substin-
clas inibidoras naturais, impedird a produ-
¢io de falsos resultados positivos.

Outro cuidado necessirio é o de se pro-
videnciar, em todo o material de laborato-
rio, em especial a vidraria, a remogao de
vestigios de detergente ou de mistura sul-
focrémica ele., enfim, os ingredientes higie-
nizadores empregados na rotina,

Os processos postos em execuclo sfo de
cardter rapide, fornecendo respostas posili-
vas dentro de 2h30m a 3h30m, sendo tam-
bém capazes, pelo uso da enzima especi-
fica — a penicilinase — principalmente
quando do emprége do disco e da placa,
de identificar qualitaliva ¢ guantitativamen-
te a presencga da penicilina.

Provas subsidiarias — Quando em uma
amostra positiva ndo se consegue identifi-
car a penicilina, correndo, pois, a agfio ini-
bitoria por conta de substfncias diversas,
antibidticas ou ndo, devemos pesguisar sis-
tematicamente a presenca de iracos de sul-
famidicos, dos residuos de substancias qui-
micas utilizadas na higienizacie do vasi-
lhame ou de possiveis conservanies, adicio-
nados fraudulentamente ac leite.

A sulfa & pesquisada pelo processo de
Bratton e Marchall % # empregade para
a investigacio dessa substincia no sangue
e na urina — diszotagio; os compostos de
ambnio quaternirio, pelo método de MiLrEn
e Ellker® *, ¢ os diversos conservantes,
entre og quais cilaremos comeo principais o
peroxido de hidrogénie e o aldeido férmice,
pelos processos de rotina dos laboratérios
de exame do leite, baseados nas recomenda-
¢es do livro Métodos de Anilises Bromato-
logicas * do Instituto Adolo Lutz.

Langamos imfo, também, da prova da
placa de agar-Pseudomonas aeruginosa, cepa
A. Lutz. A Pseudomonas, pela sua pequena

s
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resposta aos antibidticos e solfas, pode’ ser
empregada pera diferenciar “essas substén-
cias, quando presentes, dos conservanies ou
residuos de agentes quimicos, em geral, que
agem bacteriostaticamente sébre o germe.

T Teste Basgano na rEpucio po G T T.

O clorete de 2, 3, 5 trifeniltetrazdlio
{C.T.T.) atua como acepior de hidrogénio
e de elétrodos e, ao se redusir, torna-se co-
Jorido. E um dos poucos compostos orgh-
nicos incolores na forma oxidada ¢ corados
na forma reduzida. Essa propriedade ¢
aplicivel aos ensalos de redutase do leite,
aos estudos de tecidos vives, dos quais cons-
titue um reagenle, e na avaliacio da ca-
pacidade germinativa das scmentes; a solu-
c¢io do C.T.T., incolor, forma um com-
poste  vermelho, imsolivel, de trifenilfor-
mazona %%,

Aquecendo-se as amosiras dos leiles a exa-
minar, de diferentes procedéncias, para des
truir oz inibidores nalurais e tedricamente
nivelar as floras, ¢ semeando-as com starter
latico, as substincias inibidoras, quando pre-
sentes, interferitAo diferentewmente, de achr-
do com a sua conceplragdo, no ritmo do de-
senvolvimento bacteriano, obtendo-se, como
resultante, tonalidades cremadticas diversas
que do vermelho — ausénela completa de
inibicio -— decairio ao carmim, réseo, 16-
seo claro e, no ecasc de inibigo completa,
ao braneo, a propria cor do leite, ficando
poiz o C. T. T. na sua leuceforma.

A amostra contrble serd obtida a partir
de vacas sadias, nfo submetidas # traiamen.
te, ou de leile em pé, desnatado, estéyil, se-
lecionado, livre de inibidores.

O leite em pé deve ser dissolvido, 10g
em 90 ml de dgua esterilizads, destilada.

Quando se faz exame seriado de grande
nimerc de amostras, servirdo igualmenle
como conlra-prova, no memento, aquelas gue
aproximadamente adquirirem a  coloragio
vermelha.

A escolha do germe de prova recaiv numa
associaciio de Streptococeus thermophilus e
Lactobectllus bulgaricus, provenientes do la-
boratério Moseley, de starter laticos, India-
nopolis, Indiana, E. U. A, idealmerite 1:3,
cultivado em laboratorio a 42.46° C até coa-
gulacho do leite selecionade, previamente
tindalizade.

4

Embora tal amostra venha a ser um o
gurte, nao recomendamos o emprégo de
sterter corgercial, pois i& tem sido relacio-
nade na literatura o desenvolvimento, nessa
procedéncia, de cepas dagueles germes an-
tibidtico-resistentes, falseando a inlerpreta-
¢io dos resultados,

Além: do mais, o starter comercial pode
veioular  bolbres, leveduras, colifermes ou
demais germes de copfaminagio, o gue ndo
& desejavel na presente prova, podendo en-
tretanto ser usado excepcionalmente.

Neste case, deve-se fer o cuidado de pré-
viamente determinar a sua acidés, indicado-
ra de uma béa atividade, nunea inferior a
&0°D e de se estudar microsvdpicamenic a
flora, com densidade bacilo-estreplococo re-
lativamente equilibrada, devendo ser o pro-
duto de fabricagiio recente, 12-24 horas.

Aligs, independentemente déste falo, de
acdrdo com o Hpo ou origem dos germes,
mesmo se selecionados, pode haver uma sen-
sibilidade difcrente na presenga de inibido-
res, anlibidticos ou nfo.

No moemento do emprége, a cultura recen-
te (12 a 24 horas) serd dissolvida a 1/2,
no leite coniréle ¢ pipetada na quantidade
de 1 mi em 10 ml da amestra a ser exa-
minada,

O C. T. T. dissolvide em &gua destifada,
esterilizada, na propergio de 1:25, serd
acondicionado em frasco escuro e conserva-
do refrigerado.

Procedimento -— 1) Aquecer, em bavhe-
-maria, 10 ml da amostra contrdle e 10 ml
das amostras problema, a 80°C, durante 5
minutos, 2} Resfriar até a temperatura am-
biente. 3} Acrescentar 1 ml do inoculum,
homogeneizando-se por inversfio, trés vézes,
as amostras acondicionadas em tubos pré-
viamente arrolhades (r6lhas de borracha).
4} Incubar a 42-46° C, em estufa baclerio-
légica, durante 2 horas. 5) Acrescentar (,3mi
da solugdo do €, T, T, 1:25 novamen-
te homogeinizando o conjunte, que serd re-
incubado dyrante 30 minutes. Cowmparay
as ‘coloracdes com a da amostra contrdle,
Cér vermelha escura ou clara  {conlrdle),
igual a auséncia de inibidores. Cdr résea,
résea clara, presenga, em graduagbes varid-
veis. CoOr branca — cor do leite — presenca,
em elevado teor, daquelas substincias. 6) Go-
tejar duas gitas de penicilinase em tubo
contendo a amostra problema, que forneceu
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coloragio rosea ou branca. Homegeinizar,
deixar 60 minutos em temperalura ambien-
te. Acrescentar 1 ml do inoculum. Homo-
geneizar e repetir a conduta anterior. Se
no final de 2h30m a coloragde da amos-
lra problema se alterou, igualando a do
contrile, a prova é positiva para a presen-
¢ca da peniciina. Caso conirdrie, se per-
maneceu descorada, acusard a participagio
de subsifncias inibidoras, antibiéticos ou nio,
oun uma alta contagem Ieucocitdria ® (Fig.

1e 2},

Nota: Embora terminada a prova, é pro-
veitoso fazer nova leliura, dentro do perieds
de 60 minutos passados, As amostras ten-
dem a se uniformizar cromaticamente, po-
rém, nas inibicles totais ou semi-tolais, a
cor permanecerd sempre mais clara, rosada.

II ~~ DEeTERMINACAO DA acipfs (medida

em graus Dornic)

Determinamos a acidés pela avaliacfio in-
direta da produgie do deide ldtice, usando

Fig. 1 — Tubos contendo: A) Leite padrio

- cfr vermeiha; By Leite com peniciling —

cdHr branca; €) Leite com penicilina mals pe-
nicilinase - cdr também vermelha,

a solugho N/9 de hidroxido de sodio,
pelo  processo corrente, recomendado por
Dornic #,

Procedimente — 1) Proceder como o
métedo anterior, apenas excluindo o item
5, ou seja, ndo acrescentar o (. T. T.; ap6s
2h30m, determinar a acidés, empregando
a solugdo e o acidimetro de Dornic, que pos.
sul nma bureta especial, sendo os resultados

fornecidos em graus Dornic,

2y Comparar o resultade obtide com
o da prova do C. T. T., gue se processou
em igual lapso de tempo, A maior acidés —
amostra contrdle —— deverd corresponder &
chr mals intensa, fornecendo os tubos rosa-
dos ou de cdr branca, acidés de mais baixo
valor. Este teste é prova e contra-prova do
anteriormente visto. Exclue, quande posi-
tivo (acidés baixa}, a possibilidade da in-
terferéncia das altas contagens leucocitarias,
ao conirdrio do que acomtece no método

de C. T, T,

Fig. 2 — A penicilinase adicionads ao fube ©

n&o aiterott a <0r, gue peérimaneceu branca,

indice da presengs de inibideres diferentes da
penfeilina,

5
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A prova pode também ser avaliada vi-
sualmente, pois, numa resposta negativa, o
leite permanece coagulado, enguanto que a
permanéncia no estado liquido é a tradu-
cio de um sub-desenvolvimento da flora,
com sub-atividade bacleriana e conseqiente
pequena produgio dcida. 3) Repetir a etapa
do item 7, como descrita para a prova do
€. C. T., para as amostras gue acusaram
baixo nivel de preducio 4cida ou permane-
cerem liquidas. Se, ne final da prova, a
acidés dessas amostras problema se elevon,
aproximando-se da de contrile, o teste € po-
sitivo para a presenga da penicilina,

I — Méropo po Disco g .na Praca

fste processo exige um maior cuidado

técnico, especialmente na preparagho..e es-

tandariizagio da suspensio. dog esporos do
Bacillus subtilis, o germe de prova utilizado
e na preparagio das diversas diluigBes da pe-
nicilina padriio, contra-prove positiva do
método,

Se a suspensiio dos esporos do B. subtilis
nac foi submetida a uma adeguada e prévia
estandartizagdo, de acérdo com 4 sua. con-
cenlraclo, poderd interferir na sensibilidade
da prova, negativando possiveis halos de ini-
bigho originados por pequenas poléncias de
substinecias inibidoras on diminuinde as suas
amplitudes.

Este método, com referéneia & penicilina,
¢ de precisio qualitativa e guantitativa, de-
tetando no lapso de 2Zh30m a 3h30m, até
0,05 unidades por mililitre de leite,

Para oz demais antibiéticos, conforme ve-
rificaremos logo mals, a sua sensibilidade &
diversa de actrdo com o tipo empregado.

Com a utilizaclio desta prova, os possiveis
resultados se distribuirfie nas seguintes ea-
tegorias: a) Resultados megativos - nenhu-
ma zona de inibicie. b) Penicilina positi-
ve — zona de inibicio sem s penicilinase,
mas nenhuma zona, apds o iratamente pe:
nicilinastico. c¢) Afividades antibacterianas
diversas, que nfo & penicilina - zona de
inibicio eom e sem penicilinase *3,

A prova da penicilinase & empregada para
a penicilia comun, pois a siniética, de use
mite limitade, ndoe sofve a aglio daguela
enzima,

%

I. Material

Placas de Petri — As placas deverzo ter
a dimensdo de 10 x 100 mm ou 20 x 100
min, sclecionando-se cuidadosamente as que
apresentarem o fundo plane,

Disco de papel defiltro — Os discos de-
vem ser de bda procedénela, com elevado
indice de absorgfo, tais como o Bacto 1.564,
B. B. L. 08631 ou Schleicher-Schuell e
Whatman, absorvendo 0,1 ml do leite e que
foram por nds empregados,

Erahora existam discos impregnados com

penicilina, em diversas potdncias e impreg-

nados com a penicilinase, devide a sua va-
viaglio comercial, 0 que nio garante um_ re-
sultade  seguro, demos preferéncia-a im-
pregnaglo dos mmesmos no meomento da prova.

- Peniciling patdréo — Diluise a peniei-
lina em agua destilada ou em solugio es-
téril tamponada, losfatada, pH 6,0, fazen-
do-se uma suspensio estogque, contendo 100
unidades por mililifro e conservada refrige-
rada durante dois dias.

Na ocasifio da prova, dilgi-seia mesma até
I;0,50: 0,10 ¢ 0,05 unidades por ml, embe-
bendo-se os discos.

A poténciz 0,05 unidades vem a ser a
concentragio minima inibitéria.

Penicilinase concentradae — Emprega-se a
peaicilinase B. B. L. 02-629, Difco B 354
ou Laborcilinase Laborterapica, 500 000 uni-
dades/ml, que foi por nds utilizada. A pe-
nicilinase deve ser conservada refrigerada,
por ser termo-labil.

Agar “seed” — T, 0 meio de cultura wsado
vas placas, para a realizagdo da prova -
Penicillin asswy seed agar, e com a seguinte
compoesicao: Peptona, 6,0 g; caseina (diges-
tie pancreatica), 4,0 g; exirato de levedu-
ra, 3,0 g; extrato de carne, 1,5 g glicose,
L0 g; agar, 15,0 g e 4gua destilada, q. s,
para 1 Hiro. Distribuir, esterilizar a 121° ,
15 minutos, O pH final devera ser de 6,6.

Agar base — E 0 meio de cullura empre-,
gado na obtencio da cultura do  Bacillus
subtilis para a preparacio da suspensio de
esperos: Peptona, 6,0 g; extraio de levedu-
ra, 3,0 g; extrato de carne, 1.5 g; Agar,
150 g; 4gua destilada q. s. para 1 litre,
Distribuir e esterilizer. O. pH final devers

ser de 7,0.
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Suspensio de esporos - Podemos lancar

mao de suspensdes de esporos do B. subtillis,
da Bacto, 0453 - ampdlas de 1 mi, B. B. L.
(4.628, ou prepard-la em laboratdrio.

2. Méetodo

Para o preparo ¢ estandardizagio da sus-
_penso de esporos, devemos adotar a segnin-
te conduta. Suspender, em 5 ml de solugio
salina, a cultura recente (24 & 48 horas) de
Bacillus subtilis A.T.C.C. 6.633, repicada
ety estria, em tubo contendo agar seed in-
clinade, eultivade a 37°C.

Distribuir essa suspensio na superficie de
300 m] de agar-base' (meio de cultura mais
pobre), acondicionado em garrafa de Roux
e incubar durante 5 a 10 dias & 37° C.

Apds, verificar .microscdpicamente,
coloraciio especial, se cérea de 709% do ger-
me passou & forma esporulada; case contré-
rio, retornar & estula, por mais alguns dias,
até que aquéle indice seja atingido.

COm

Suspender a cultura obtida em 20 ml da
solugdo salina fisioldgica, atritande a super-
ficie do melo de cultura com o rolar de pe-
quenas esferas de vidro, até obter wma bhoa
turvagio do liquido.

Concenirar os esporos por cenirifugacio
a 4000 r.p.m., ressuspender o sedimenio e
determinar espectrofotométricamente a - sua
turbidés, alé atingir a transmissio de 909
comn ¢ comprimento de onda de 650 myu.

Submetemos essa suspensfo, i4 estandar-
dizada, a um aguecimento a 70°C, duranie

15 a 30 minmdes, para eliminar as formas-

vegelativas ainda existentes, estocando-a a2
seguir no refrigerador para uso alé 2.3 mé.
ses da sua preparacfo.

Na falta do espectrofotémetro ou de um
colorimetro fotoeléirico, poderd a suspensiio
de esporos ser estandardizada através de ten-
lativas sucessivas, até que -a lurbidls esta-
belecida fornega o maior . mais visivel halo
de inibigdo, _
~ Para o preparo do agar.germe, acrescen-
la-se 1 ml da suspensio de esperos em 100
ml de agar seed, resfriado a 55-60°C, ho-
mogeinizando-ge ‘4 seguir a ‘mistura, e ver-
tendo 5 ml do agar e placas de Pzrry %%,

As placas contendo o agar-germe deverdo

ficar acondicionadas no refrigerador " ndo
menos de 3 nem mais de 5 dias ®% %,

‘ Angulos.

No momento da prova, remove-se a placa
do refrigerador, devendo ser a mesma uti-
lizada apds periodo de 15 minutos. Com
gma pinga, toma-se um disce e tocase 2 su-
perficie da amostra de leite, j4 perfeitamen-
ie homogeinﬁzada; de modo a evitar a for-
magio de concffomerados de substincias gor-
durosag,

A absor¢io ¢ da ordem de 0,1 ml. Agi
ta-se levemente o disco, para espargir o
excesso do leite, depositando-o suavemente
na saperficie do agar. Para cada amostea

“devemos usar wm minimo de dois discos e

um maximo de oito discos por placa, ou seja,
quatre amostras testadas.

A placa para a distribuicio dos discos é

‘dividida em quatro parles iguais, devendo

os mesmos ser colocados simétricamente, evi-
tando-se assim, no daso de positividade do
resultado, coalescer;ela dos halos de mzi}lgdo
formados (Fig. 3).

A placa assim preparada € levada 4 es
tufa a 37°C e posta a incubar durante
2h30m a 3h30m.

Ao fim désse periodo, em caso de positi-
vidade, pelo crescimento rapido do germe,
um hale de inibigde muile tenue, & detetado,
sendo necessirio, para tanto, examinar cui-
dadosamente a superficie do meio de cul-
tura, colocando-se a placa contra um feco
de luz distante ¢ inclinando-se em diversos
(O retdrno da placa 3 estufa cul-
tora, fornecerd, horas apds, uma perfeita ¢
nitida imagem do que conseguimos vislum-
brar com o pouco contraste exislente,

Ne caso do aparccimento do resultado pe-
sitive, para sabermos se é ou nio a penici-
lina a substincia inthidora presenie, deve-
mos acrescentar a 10 ml da amostra pro-
blema duas gbétas de penicilinase, homogei-
nizar, deixando-se, se houver tempeo sulicien-
te, 60 minutos em repouso, em temperalura
ambiente, para garanitir a aclo enzimdtica.

Preparar novamente a placa, colocando
na superficle da mesma quatre discos, dois
embebidos na’ amostra com penicilinase e
doils na amostra, porém sem aquela enzima.

Tornar a incubar.  IJma zona de inibigho
ao redor dos discos .piie tratados, mas ini-
bi¢o alguma em torno do disco com peni-
cilinase, represenitard um teste positivo para
a peniciliva (fig. 4}, Zona de inibigie com
e sem a penicilinase, atividades antibacte-
rianas diversas (fig. 3).

7T
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Fig. 3 - Placa dividida, para efeito de prova, em guatro

gquadrantes conténde quatro amostras-probiema, com dois

discog pars cada uma, O quadranie superlor esquerds mos-
tra o Dresencsa de substéncias inibidoras.

Fig. 4 — Penicilina peositiva mostrando a zona de inibicdo,
eircundandc os discos supericores.  Ausénela de halos junto
aocg discos inferiores embebidos com penicilinase.
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Fig, 5 — Atividades antibacterianas diversas, que RA0 a

penicitina.

Estabelecida qualitativamente a  identifi-
caciio do inibidor, para a determinacio quan:
litativa da sua poténcia devemos comparar
a dimensdo do halo existente, medida pelo
seu difimeiro, com as dimensbes de oulros
halos de inibicio resultanles da colocagiio
na placa de discos embebidos em diferentes
poténcias da penicilina: 16; 0,50; 0,10 e
0,05 unidades/ml (fig. 6),

O limite de sensibilidade desta prova ra-
pida é de 0,05 unidades de penicilina por
mililitro de leite,

IV —- Provas SUBSIDIARIAS
1. Pesquisa de sulfamidicos livres no leite

Este método é capaz de detetar, no leite,
até 0,005% de sulfamidicos,

A presenga de sulfa pode ser pesquisada
pela modificagio do métods de Bratton e
Marshall, "empregado para a investigacio
dessa substincia no sangue e urina.

O dcido tricloroacético precipita ss pro-
teinas, o Acido nitroso produzido como re-
sultante da adigfio de nitrito de sodio reage
com a sulfanilamida livee — diagotagio —
ou outros compostos que libertem suifanila-
mida.

O excesso de dcido nitrose nio diazotado
& eliminado pelo sulfamato e o Acido nitro-
so diazotado copula com o N-{l-naftil-etilenc-
-diamina}, dando um composto estivel de
chr vermelha viva.

Material ¢ Procedimento

A 1 ml de leite cru ou pasteurizado, adi-

cionar 10 mi de &cido tricloroacético a 1.5%,

recentemente preparado. () precipitado for.
mado deve ser filtrado com papel de filtro

Zona de inlbicdo com ¢ sem a penicilinase,

Whatman n.® 42; 1 mil da solugdo filtrada,
limpida, é colocado em tubo de ensaio lim-
po, adicionando-sehe 1 ml de solugio de
nitrito de sédio 0.01%, deixando-se a solu-
¢io em repouso durante 2 minutos, Final-
mente adicionar 1 ml de solugic de N-(1-
-naftil-etileno-diamina) a 0,5%.

O aparecimento de oot vermelha, quase
que imediatamente, € indicio da presenca de
sulfanilamida no leite examinado ** *,

Fig. 6 — Determinacio quantifativa da
penicillna, peio adiclonamento do an-

tibidtico, em poténeias diversas, ao
leite padriio. Os deois halos menores,
calpcidenties, de iguais dimensdes - .
Z mm — s&o0 respectivamente os do
leite-problema e do leite padr&o acres-
centadce a penicilina (0,5 U.IL./ml).
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2. Pesquise de compostos de ambnio qua-
terndrio no lette

Método de Miller e Elliker. Este método
deteta & presenca de amdnio quaternario no
leite, até a diluicBo’ de 5 p.p.m.

Material ¢ Procedimenio

Indicador — Dissolva 0,1 g de ecsina —
na forma de tintura — aproximadamente

90% pura, em 200 ml de acctona, eonser-
vande em frasco Ambar, como solugdo es
togue.

Adicione 10 ml desta solugio a 90 m! de
tetracloroetano téenico e junie 1 g de acido
eitrico purc eristalizado para eliminar a cbr
vermetha que aparece. Agite a solugio e
depois filire.

Solugio tampio — Dissolva 25 g de acido
citrico pure, cristalizadé (dcido citrico com
uma moléculs de agua de cristalizagho), em
800 ml de 4gna destilada; adicione entfo
soluclo de hidréxide de sodio a 509 até
gue o pi se ajuste a 3,5, sendo geralmente
necessirios 12 ml

Coloque 1 ml da amostra pmbiema em
tuho de ensaio e adicione 5 m! de dgua des-
tilada, 1 mi da solugle de indicador e 0,2
wl da solngfio tampfo. Agite vigorosamen-
te durante 10 segundos; centrifugue a se-
guir durante 5 minutos a 3 200 r.pm. Trés
camadas poderdo aparecer, a camada supe-
rior da solugio menos densa, a camada cen-
iral formada pelas proteinas precipitadas e
a camada inferior gue, no caso da presenca
no leite do compesto de aménio quaterné-
rio, adquire & ¢6r vermelha.

RESULTADOS

Tendo ficado estabelecidos os méiodos de
exame, antes de iniciarmos propriamente a
pesquisa das substincias inibidoras, em es.
pecial, a penicilina, no lette tipo € do con-
sumo em Sio Paulo, para efeiio de aprecia-
cio da funcionabilidade individual e do con-
junte, dos métedos assinalados, dividimes
o mnosso trabalbo em ‘irés etapas distintas,
complementadas ‘de uma quarta etapa es-
pecial:
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1. Pesquisa, in wvitro, pelo adicionamen-
to, ac leite, ;aadréoj de quatre antibidticos
ée malor emprégo em terapéutica velerina-
ria, em conceniraches decrescentes, até o li-
miar de svas pereepgles,

2. Determinagfio, in vive, no leite de
animais - estabulados, de penicilina e tetra-
ciclina, por nés especialmente injetadas e
&xfm}didas por via mtra-mamarla na forma
de suspensio.

‘3. DPesquisa de substincias inibidoras,
em especial & penicilina, no leite tipo € con-
sumido na Capital de Sdo Paulo.

4. Verificacio em laboratério, pelo adi-
cionamento de antibidticos ac leite, da inter-
feréncia da presenca dessas substincias, nos
resultados dos exames bromatolégi{:o% roti-
neiros — bioguimicos, gquimicos e bacterio-
long,os — e as conseqiientes falhas na apre-
elagio da real qualidade do leite.

1. Pesquisa “in vitro”, no leite padrao, da
presencae de quatre antibidticos de maior
emprégo em lerepéutice velerindria em
concentracoes decrescentes, até o Limiar

- de suas percepgdes. .

A partir de antibiéticos padries, em pé,
adicionados das substincias tampfo apro-
priadas, segundo o método propesio por
XIMENES *, ou de solugdo tamponada, com
pil adequado a cada antibidtico, fomos pro-
cedendo 4 diluigio dos mesmos, no leite pa-
drio préviamente agquecido a 80° €, até de-
terminarmos a poincila minima perceptivel
pelos trés métodos descritos de infcio,

Esquematicamente, os resultados obtidos
estdo ., representados no quadro L

As poténcias de 9,05 unidades/ml para a
peniciling, de 0,50 mcg/ml para a tetraci-
clina e o cloranienicol ¢ de 5 unidades para
a estreptomicina representam o minime ini-
bidor para estas provas de cardler rapide.

Se dermos as tonalidades obtidas pela uti-
lizacho da prova do C.'T.T. correspondén-
cia numérica de 0 & 4 - zero para a c8r
branca, indice de completa inibigio, 1 e 2
respectivamente para a cbr rosea clarz e
1dsea e 3 a 4 para a cOr carnim ou verme-
tha -~ auséneia de inibigdo - poderemos,
pelo quadro [1, situar aquéles minimos ini-
bitérios constantes do quadro | e, pela fig.
7, ter uma noclo visual do fendmeno:
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QUADRO I

Antibidticos adi-

U. I, ou meg/mi

1
Penicilina  ....... . ... 5 i i
Telraciclina ............ 10 é 5
Cloranfenicol ........... 14 | 1
Estrepetomicine ..., .. .. 306 30

0.5 01 0,05 0,025
2,5 1 0,50 0,25
2,5 1 0,50 0,25

20 0 5 5

H

Os valores em grifo correspondem as concentragdes inibidoras minimas.

QUADRQO II

Leite Tonalidades Acidez Coagulacho B-subiilis
amosiras T T aD inibicko
I [ )
A : 4 30 coaguiada | ——
B ] 28 Hauido +
8 1 a5 Hauido -
E3) 2 ) liguide e
E 3 T coagulado p—
i 4 T3 copguiado .
+ positlvo.
e rOEEUIVE

Fig. 7 - Tonalidades cromaticas na prova do C.7T. T A)Y Colora-
cice vermelha {tonalidade 4) -— leite contrdle com auséncia completa
de inibidor; By COr branca {fonalidade zero) - inibigdc completa;

C e Idy Roseo-clara e rdses (tonalidade 31 e 23

- inibkicdo média;

E ¢ Fy Carmim e vermeiha ({onalidades 3 e 4 - auséncia complela
de inibicdo.

Conforme pudemos verificar, as poiéncias
minimas inibitérias —- 0,05 unidades para
a penicilina, 6,50 meg para a tetraciclina e
o cloranfenicol ¢ 5 wnidades para a esivepio-
micina ~— Hmite de detetibilidade dos mé-
todes, em geral, se situam no indice 2 do

C. T. T., com acidez de teor ainda sensivel-
mente baixe, lendo em vista a acidez da
amostra conirdle e igualmente com produ-
gho do halo de inibigde, permanecendo o
leite no seu estade liquide, nfe coagulado.

As concentragbes malores daquéles anti-
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bidticos forneceram valores de acidés cada -
vez mais baixos ¢ C, T. T., 1 ou 0.

Em conlraparlida, amostras de leite, vei-
culando poténcias menores do que os mf
nimos  verificados, sub-concentragdes inibi-
torias, portante, atingiram o fndice 3-4 do
C.T. T, e uma acidés bastanie clevada, com
coagulagio positiva ¢ absolula negatividade
para a presenga do halo de inibigdo, com-
portando-se pois como o leite padrio e pas-
sando despercebidas, indetectadas, pelo crivo
déstes  processos,

Uma visualizagie do que foi explicado po-
derd ser melhor apreciado pela observagio
dos quadres Il e IV, referentes & penici-
lina e tetraciclina dissolvidas experimental-
mente no leite padrio.

Embora tenha ficado comprovada a baa
funcionabilidade da prova, individualmente
£ ne sen confunto, duranle a realizacie das
pesquisas das substincias inibidoras, em
amostras do leite tipo € do comércio, alguns
resultados  discordantes forsam  surgindo.

A presenga de inibidor era acusada pelo
GTUT., em gradagio 1 ou 2, com baixa
produgiio de 4cide e incoaguabilidade, sem
que halo de inibigio se formasse. Inire-
tanto, conforme verificado, os trés métodos
tinham acuidade muito parecida.

Porém, pareceunos gue o conjunto
C.T.T., ¢ acidimetria, funcionande em con-
seqitnela da presenca do S, thermophilus,
& mais sensivel A presenca da penicilina, po-
dendo mesmo denuncid-la, na poténcia de
0,01 unidades/ml do leite. Em contra-par
fida, o processo da placa ~— B. subliles — ¢
capaz de denunciar a estreptomicina em ni-
veis de até 2.3 unidades/ml.

Suspeitamos entdo de um outro mecanis-
mo até entiio ndo verificado ou melhor, nie
pesquisado, da presenca naqueles leites de
associagdo de antibidticos ou owires inibido-
res, em sub-conceniraghes inibitérias, capa-
zes, porém, nessa forma, de se tornarem

QUADRO ITI

nada ao leite ) _
Peniciting adicio- Cc. . T, Aeidez . = B‘-S-ubﬂf.ts
padrio Tonalidades D Coagulacdo | iibicsio
U.1./mi ’ ’
5 0 23 liguido +
1 G - 23 Hguido +
6,50 o 26 4 liguide +
0,10 E ag Hguido s
3,05 2 45 liguido e
0,023 4 58 coaguiado
CONTRA-PROVA )
Leite padrao 4 B0 ‘coagulade —
QUADRO IV
Tetraciciina adieionada C.T. T Acidez B-subiilis
ao lelte padrdo Tonalidades o) Coagulacio inibicio
moeg/ml
5 G 25 liquido -+
2,5 G 24 iquido -F
1 G 28 Yiguido +
G5 1 40 liquido +
.25 4 61 coagulado —_
CONTRA-PROVA
ielfe padric 4 80 ¢oagulado e

82



MELLO Fitho, A SANDOVAL, L. A,; RODRIGUES, N. R. & XIMENES, 7. Inibidores” bactertanos

no leite de coensumo da Capital.

Rev., Ingt. Adoifo Lotz 25/27.69-93, 1965/67.

QUADRO V

Pe“i‘ﬁlfzieaé;‘g;’;fda e Addez | ese | Brsubtilis
.p Tonalidades R g inibicao
.. /ml )
0,05 2 & | liquido +
0,025 4 683 cogguilado -
Penie, 0,025 U. L/mi
Tetrac. 0,25 mcg/mi .
adieion. ao padrio 2 42 ligutdo -
CONTRA PROVA
Leite padrio 4 50 coagulado o
QUADRO VI
Tetracicling adicionada ‘
o C. T. T. Acidez i o B-subtilis
ao leite 'g;adm(} Tonalittades oT3 Coagulagao inibicho
meg/ml
050 2 4G Hgquido +
0,25 4 61 coagulado —
Tetrac., 0,25 meg/mi
Penie. 4,025 U, I./ml ) s .
adieton, ac padrio 2 a8 tiquido -
CONTRA-PROVA.
Leite padrie. 4 20 | coagulado —_

deiectaveis, pelo C. T. T., e acidimetiis, po-
rém, nfio fornecendo halo algum de inibigfo.
Para esclarecer esta @ltima hipotese, associa-
mos, em laboratdrio, sub-concentragbes ini-
bidoras, de diversos antibiéticos, obtendo am-
pla confirmagho do fato, conforme demons-
trado nos quadros V e VI, com a asscciagio
penicilino-tetraciclina.

2. Determinagao “in vive”, no leite de ani-
mais estabulados, de peniciling e tetra-
cicling, por nds especialmenie injetodas
e difundidas, por vie inire-mamdrie, na
forma de suspensdo.

Os antibioticos escolhidos foram a penici-
lina benzatina, injetavel, ¢ a tetraciclina in-
jetdvel e em forma de suspensfio, para usoe
inlra-maméario. A penicilina benzatina, de
vido a sua eliminacio lenta, em média de 3
a 5 dias. A teiracicline, pela sua mais ra-
pida eliminagio e o mesmo antibiftico, na
forma de preparados -anti-mastite, por se eli-
_minar em doses mais elevadas, alé um pe-
riodo de 72 horas, facultande pois boa obser-

vaco do fendmeno e servinde como conlra-
prova positiva para a funcionabilidade dos
testes propostos, :

As experimeniagbes foram efetuadas na
Estagao Experimental da Agua Fanda do De-
partaments de Producio Animal, com vacas
da raca Jersey, pesando 300 e 370 quilos e
respectivamenie com 3 ¢ D anos de idade e
produgdic média leiteira de 6,4 e 8,2 litros.

A dose terapdutica da penieilina I. M., é
de 10000 2 20000 U.L/kg de péso vivo e
da tetraciclina IL.M., 600 mg a 1 g, e foram
ministradas, respectivamente, em doses Gni-
cas, - A suspensdo, para uso inira-Ipamario,
na propercio de 200 mg por quarto ma-
mario,

As amostras de leite foram colhidas cada
24 horas e examinadas alé complete desa-
parecimento dos antibiéticos, dentro das pos.
sibilidades dos métodos.

O proprio animal a ser tratado servin pré-
viamente de contra-prova, tendo sido as amos-
tras colhidas no mesmo ritmo horario e
igualmente examinadas para a presenga de

a3
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QUADRO VII

Teor de Penicilina benzatina, U.1./mi, ne leiteg,

Pericilira no periodo de zero & 120 horay de ordenhs
Vaca .
henzatina
n.e V. L/kg # Horas
] 24 E 48 i 72 i 96 120
— 0 o ‘ 0 0 0 ¢
155
200060 0 0.1 I 0,08 0,06 6,05 0

* Injec&o fOnlca de 62000600 U1,

QUADRO VIIL

Traducdo dos velores do guadre VI nos indices de prova C.T.T. Acidez

84

¢ Placa mais B. subfilis

Crrdenha CTT, Acidez Coagulacio B. subtilis
Horas Tonatidades °D g ' inibighac
0 4 63 coagulado et
24 1 48 liguide +
48 1 43 liguido -+
72 2 50 figuido -+
a8 i 50 iguido o+

120 a 55 coagulado —
QUADROC IX
Teor de tefraciclina -— meg/kg — no
leite, no periodo de zero a 96 horas
Vaca Tetracicina da ordenha
ne moeg/EKg*
Horas
o | 24 48 ; 96
a 0 il 0 i ¢
133
2700 - o 0,7 0.3 ‘ 1]

* Injecflo Gniea de I g de tetraciclina.

QUADRO X

Traducdo dos valores do quadre 1X, nos indices das irés provas

Ordenha C.T.T. Acidez Coagulachio B. subtilis
Horas Tonalidades L) - inibicéio
0 4 78 coagulado —

24 1 a2 Hquido -+
48 2 36 Hoguido +
72 4 61 coagulado J—
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QUADRO XI

Teor de tfetraciclina — meg/ml — no leite
Tetraciclina ne periode de ¢ a 96 horas de ordenha
Vaca meg/guarto
mamério * Horas
0 24 48 T2 90
0 O [¢] i} O Q
133
200 g 10 1 ) 0

* Difgndida por via intramaméria

QUADRO XII

Trodugdo dos valores do quadro XI, segundo os indices das provas

Ordenha C.T. T Acidez Coagulacio B. subtilis
Horas Tonalidacdes o
5] 4 60 coagulado —_
24 & 22 liguide -+
48 1 33 liguido +
T2 34 53 coagulado .
| 26 4 61 ceaguiado o

inibidores, apds o aquecimento a 80°C du-
rante 5 minutos,

Os quadros seguintes {VIE a XH} sinteti-
zam os resultados e fornecem a sua tradu-
¢do, segundo os findices e normas dos trés
métodos utifizados:

3. Pesquise de substéncias inibidoras, em
especial a peniciling, no leite tipo €

consumide na Capital de Séo Panlo.

Para a realizacfio déstes exames, as amos-
tras de leite tipo C foram adguiridas do Co-
mércio e obtidas simmliAneamente, em pon-
tos diametralmente opostos, em dias diferen-
tes, de tddas as marcas industrials existen-

tes & venda - ILeco, Paulista, Unife e Vi-
gor, acondicionadas em gélo e rapidaments
transportadas,

No laboratéric eram, no mesmeo dia,
submetidas aes exames de rotina corren-
tes — fisico-quimices, bioquimicos, baclerio-
Iégicos, tals como: pesquisa de conservade-
res diversos, principalmente o aldeido fér-
mico e o peroxido de hidrogfnio, presenga
de redutores da acidez, adredemente colo-
cados, da acidez, prova do alizarol, densi-
dade, criscopia, redutase pelo azul de meti-
leno, peroxidase, fosfatase, contagem global

em placas, colimetria e a prova da resisidn.
cia em temperatura ambiente -— coagula-
gdo — além de oulras mais.

Simultineamente era pesquisada especial-
mente a presenca de compostos de amdnio
gquaternario e de sulfamidicos,

Apés  aquecimento, - as amosiras eram
submetidas ds provas de pesquisa de subs.
tincias inibidoras, sendo as gue forneceram
resultados positivos testadas com a penici-
linase.

Examinamos um total de 1000 amesiras,
em dias diferentes, que abrangeu um pe-
riodo de cérca de seis meses de constantes
verificagbes, resultando a constatagio da
presenga de substinciaz inibidoras em 99
das amostras de leite analisadas.

As sulfas, o ambnic quaterndrio ou demais
substincias quimicas p&c foram encentra-
dog, tendo sido porém em 1,9% das amos-
tras examinadas evidenciada a penicilina
em poténcia que variou de 0,05 a 0,50 uni-
dades por mililitre de feite. Portanto, das
1 600 amostras vistas, 90 mostraram conter
substdncias inibidoras, 71 das quais, ndo
identificadas e 19 correspondendo A presen-
ca da penicilina na poténcia de 0,05 a 0,50
unidades/ml, conforme demonstrade no qua-
dro XIII:
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QUADRO XIIIX

Leites penicilino-posifivos

Poléncias N£ Amostras
¥ 1./m]
005 ...... 3
0098 ... 1
(35 7+ BRI P
0,30 ...... 3
0,46 .. ... 7
650 ..., .. 3

Entretanio, durante o periode de realiza-
¢io das referidas pesquisas, sucedeu que,
para as diversas amostras adguiridas no co-
mércio, de uma mesma marca industrial,

mem mesmo dig, porém em estabelecimentos-

comercials distantes, enconiramos uma das
amostras confendo penicilina, estando porém
as demais negativas, inclusive para a pre-
senca dos inibidores em geral.

Tal fato, aparentemente contraditério,
torna-se entretanle  bastante compreensivel
gquando lembramos do fato de que, no inte-
rior de Sao Paulo cu de outros Estados de
onde o lelle provém, os entrepostos usina
recebem a produgio local.

O leite global dessa wusina- entreposto é
portanto re;}feserzraéo pela convergéneia do
leite de todos os produtores da Jocalidade,
onde é o produte filirado, padronizado, ve-
frigerado e ftransportade em earros-fangues
isolérmicos ou ndo, com capacidade varia.
vel e média de 10000 litros.

Em Sdo Paulo, nos diversos estabelecimen-
tos de beneficiamento, é o produte hom-
heado diretamente do carro lanque para os
pasteurizadores, pasteurizade ¢ a segulr es-
tozado em tanques isolérmicos, com eapaci-
dide também varidvel em média 10000
hitros.

No momenio do engarrafamento, & 8sse
leite levado @ méaquina enfrascadora, engar-
rafado e acondicionado em cesias gradeadas
¢ distribuidas ae consumo.

Terminada a operagio, pelo esgotamento
do contefido do tanque-esiogue, passa-se ao
seguinte, contendo leite proveniente de ou-
tra procedéncia.

O prodato consumido na Capital nfo @
pois o resultante da mistura glebal da pro-
ducio- da bacia leiteira do nosse interior on
de outros Estados, mas sim das regifes pro-
dutoras, parceladamente.

26

Portanto, ndo ¢ de se estranhar que amos.
tras colbidas em ponios diversos, embora do
mesmo produte comercial, fornegam resul-
tados diferentes,

Tendo em vista o sucedido, resolvemos
fazer em uma das usinas de pasteurizago
de leite da Capital o exame sistematico do
leite provindo das diversas zonas de forne-
cimento, colhendo as amestras de diferentes
regides produtoras, & medida gue chegado.

Apobs - exames seguidos, consegnimos des
tacar uma fonte produtora do interior, cajo
leite se apresentou veiculando substincias
inibidoras nfo identificadas, diferentes da
penicilina. ‘

Feita essa verificagho, providenciou-se a
ida de um grupo téenico a essa regifo de
nossa interlindia onde, no respectivo posto
de resfriamento e & medida que chegava,
iam sendo colhidas amwostras do leite de to-
dos os produlores da localidade,

Examinadas, essas amosiras acusaram po-
sitividade para a presenga de substancias
inibidoras em cérea de 209 do total glohal.

Estava peis comprovada a nossa previsfo,

Nao havendo tempo 0til para se chegar
alé as fazendas enja producgio inguinava o
tolal da produgiio local e desvendarmos in
loco a etiologia do processo, sabendo quase
certo serem agenies terapéutécos a8 respon-
saveis pela situacio criada, deixamos reco-
mendaches saneadoras, entre outras, o afas.
tamento da ordenha leiteira do animal que
estivesse sob lratamento veterinario.

Dias apés, na, Capital, no laberatorio,
constatames com satisfacio gue o leite da-
quele Jocal se enquadrava na normalidade,
ndo mais veiculando os inibidores. _

Partindo . do efeito, na Capital, haviamos
conseguido chegar até as causas remoias,
nas fazendas de proéugéo do interior, abten-
do a correcho necessiria.

{Queremos, dentro do preceito da técnica,
por em énfase o cuidade e%}}ecml que se deve
ler com a pnmcﬂzndse,, devido & sua terme-
sensibilidade ¢ & possibilidade da sua con-
taminagio durante os diversos manuseios,
pois lais fatos obrigaram a desprezar o re-
sultado oblido para quase 200 amostras, corn-
pelindo-nos a recomegar as pesquisas em
andamento,

A Pseudomona aceruginoss, como germe
de prova, pela sua resisténcia aos antibié.
ticos & sulfas, no discrime com os vesligios
de substincias quimicas por nds adiciona-
das ao leite padrdo, mostrou-se insatisfatd-
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Tia, por resistir também a acdes inibidoras
diversas.

Enquanto o Bucillus subtilis e a Sarcing
lutea A. T. C. C., 9341 apresentavam halo
de inibicio com o aideldo formico a 1:40 000,
ia a P. aeruginosa nada mais r?vefou

4. Verificagio em. laboratério, pelo adi-
clionamento de antibicticos ao leite, du
tnterferéncic dae presenga  dessas. ubs-
tdncias nos resultados dos exames bro-
nwwlégicoc rotineiros — biogquimico,
quimicos e bacteripldgicos — e as con-’
seqiientes folhas: na. aprecwgao da real

qualidade do, leite,

O leite, pelas suas préprias condigbes de
producio, em fonte animal, snjeito a ma-
nuseios inevitdveis, sende substraio de extra-
ordindrio  potencial putritivo, ¢ um vasio
caudal onde crescem e se reproduzem cen-
ienas de milhares de células bacterianas, em
ondas sucessivas #

veicula inibideres de crescimento. bacteria-
no, mesmo mantido & temperatura ambien-
te, nfio se deteriora por varios dias, demons-
trando assim.uma resisténcia invulgar.

Portanto, ‘dois produtos diversos desigual-
mente contaminades, veiculando, porém, es
mais poluidos- vestigios de wm inibidor, for-
necerfo, horas apés o exame, resultados de-
siguais, sendo paradoxalmente o pior con-
siderade como o dé melhor qualidade, bur-
lande a prova de rotina da determinacgio
da acidez, redulase e o exame bacteriold-
gico. o

Para ilustrar o fato, flvem% em labora-
torio, uma séric de ensajos, acrescentando
antibiéticos a amostra de leite cru, recém
chegada do interior e isenta de inibidores.

O leite era examinade no momenlo da
prova e depois adicionado. com penicilina
— 1 unidade/ml, e tetraciclina — lmecg/ml,
sendo deixado & temperatura ambiente pelo
periodo de 10 horas. e, apds, novamente
examinado, Os quadros e. folografias que
se seguem esquematizam os resultades obti-
dos, mostrando a notivel influéncia inibité-

‘Entretanto, apesar de ser alimento pere- ria sbbre a flora global do leite (Quadros
civel, quando, desde a fonte de produgio, XIV e XV; Fig. 8 ¢ 9).
QUADRO X1V
Leite cru isento de intbider {producéio recenfe). Exame de roting
Contagem micro- - .
biana global em Collmetria Redutasimetria Acidez
’ placas N.M. P, min. o5
colOnias/mi
30 000 000 2400 + 160 18 i
Y QUADRO XV
.~ Leite ¢ru apds 10 horas do examé de prova
L Contagem microbiana glo- | Cofimetria Redutasimetria Acidez
Leite bal" em placas. cold: N.M.P. min, ofy
nias/mi
Isento de inibidor 200°060 000 2 400 + 20 68
Mais peniciiina'.-,
10U L/ml o - 50.000 000 o400+ L 120 43
Mais tetracicling, )
1 meg/ml (... 38 000 600 2 400 -k 1360 jra
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Fig. 8 — Placa de gelose-padrio semeada com leite cru isento
de inihidor (diluicdo 1:1 GOG 006,

Fig., 9 - Placa de gelose-padrio semeada com ¢ Ieite acres-
centado com tetraciclina I :nceg/ml, na diluiclo de 3:1 060 000,
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Os coliformes nfio evidenciaram modifi.
cagbes significativas {Quadros XIV e XV},

Os resultados para as provas de pesquisa
de presenga presuntiva de coliformes nfo
sofreram modificacbes significativas,

Como contra-prové das observagbes vis-

tas, a partir das amostras do leite cru isento
de inibidor ¢ do mesmo contendo a penici-
lina e a tetraciclina, inoculamos 29 de
starter de logurte, dentro da técnica da pro-
dugfo comerpial e cultivamos a %egmr a

46-43° C.

Como nilo po&m dmxar de acontecer, o

Togurie produzide a partir de leite cru exi.
giu crea de 2 h 30 m para uma completa
coagulaciio, fornecendo no final uma -aci-
dez de 70° D, enquanto que as demais amos-
tras 6 chegaram a coagular apés 4 a 6
horas de incubaglo, produzindo mesmé as-
sim uma acidez de muite baixo valor ¢ uma
menor concentracio da flora, guando exa-
minada ac micrescpio (Fig. 10 e 11, p&-
gina seguinte}.

Alis, o fato relatado constitue a base do
processo da pesquisa de substiincias jnibide-
ras descrite, empregando a acidimetria.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Segundo pudemos constatar na maioria
dos trabalhos gque Hvemos a oportunidade
de compulsar, principalmente de autbres
americanos, é 0 iratamento da masiile pelo
emprégo de suspensdes difundidas por via
mtra-mamaria, entre ocutras. eausas,’ o gran-

de responsivel pelo aparecimento de subs--
tdncias inibidoras no leite de consumo da .

populagao eu no produto destinado 4 indus-
trializagfio. : ‘
Tendo em vista a fregiiéncia com que
ocorre a afecgio, verdadeiro flagelo do gado
leiteiro e na- impossibilidade de proibir o
usc de medicamentos, como recurso tera-
péutico realmente valioso, recomenda o
Food end Drug Administrazion, nos E. U A,
que no proprio tube contendo antibidtico
para a infusfo intra-mamaria seja impres-
sa a adverténcia de que o leite produzido
pelo animal assim tratado nde deve ser dado

a0 consumo hiimano até o praze minimo de

72 horas apds a wltima aplicagéo.

A incorporagic de substincias corantes,
ndo téxieas, como a clorofila soltivel ou ou-
tras diversas, na suspensfc para uso inira-
matnarie, eliminando-se ac mesmo passo do

que o antibiftico e dando na ordenha uma
apreciagio visual do fenbmeno, tem sido re-
comendada ¥ %%,

Os antibidtitos empregados na alimenta-
¢io do gado praticamente nfio interferem ne
aparecimento dos vestigios  daquelas subs.
tdncias, o mesmo acontecendo guando em-
pregidos per via intra-uterina,

Os demals antibidticos - injetaveis, tetra-
ciclinicos, cloranferiicol, ou associagBes anti-
bifticas, ¢ mesmo a penicilina G, comum,
eliminam-se rapidamente, em 24-48 horas.

A penicilina retard, cuja eliminacio vai

cem média de 3 a 5 dias, & susceptivel de
“enireter wm nivel aprecidvel da droga no

leite ‘ordenhado. _

No campo de industrializagio dos produ-
tos de leite, o problema principal criado
pela presenca dos inibideres em geral e dos
antibidlicos ‘em especial, & 2 completa au-
séncia on diminuigio acentuada da produ-
cdo icida nas cuolturas” dos sterier, inibindo
enire outros o crescimente do Streplococcus
lactis, S, thermophilus, S. Durans, Lactoba-
cillus luctis, L. helveticus, L. bulgaricus, L.
caser, Leuconostoc citrovorum, etc., de ma-
neira varidvel

Na indistriz do queijo, mesmo gunando
se constata no leite a presenga de substin-
cias inibidoras, é o preduto empregado, ten-
do-se porém o. necessério cuidado de auvmen-
tar o velume do inoculum, prolongar o pe-
riodo- de incubagio e de produglo 4cida e
aumentar a gquantidade do sal adicionado.

No setor dos leites fermentados, como re-
curse de industrializacio, procuron-se em-
pregar “‘starter” constituida de germes an.
tibidtico-resistentes, porém a produgio icida
deixa muito a desejar, repercutindo ne or-
ganoleptismo . do pm&uw

Como consegiiéndia de ordem de Saude
Publica, da vefculagio ha longos anes, do
antibiético no leite, principalmente a peni-
cilina, além do aparecimento de estreptoco-

‘eos e estafilococos piogénicos resistentes, de-

vemos poér em destaque o papel désse resi.
duo na eticlogia de fendmenos alérgicos
cutiineos, em pessoas sensibilizadas,

Tendo em vista as 3 pesquisas nacionais
nos E. 1. A, nas quais ficod demenstrado
gue diversas amostrag de leite do coméreio

-continham quantidades variaveis de penici-

lina, o “Food and Drug Administration”,
em 1959, reuniu em conferéneia wm painel
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bacterianos

Fig. 10 — Aspecto microscdépico da fiora de Togurte produzida & partir do
leite padrio. 1400 x.

i

Fig. 11 ~— Aspecto microscépico da fiora de Togurte produzida & partir do
leite mais tetraciciina. 2240 x.
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de autoridades médicas no campo especiali-
zado da alergia capsada por anlibibficos,
para avaliar o risco 4 safide pablica da in-
gestio de antibidticos veiculados no leite e
derivados.

Chegou-se & conclusiio geral de que “og
antibidlicos diversos, tais como a bacitra-
cing, neomicina, polimixina B, tetraciclina,
todos utilizados em preparados anti-masti-
ticos, nfio constiluem um risco & sande”.

Entrelanto, conclulu-se também, que “a
penicilina, quando presenie no leite, mesmo
em pequenas parcelas é aliamente anti-
ghnica e capaz de causar reagBes alér-
gicas em pessoas sensibilizadas”.

Foi estimado que, nos E. U. A, o niume-
ro de pessoas alérgicas incliia cérea de 10%
{(dezessete mithtes) da populagio total e
qgue as reagbes alérgicas & penicilina varia-
vam de um gran médic até reacbes de aha
intensidade.

Em nossas pesquisas encontramos guanti-
dades de penicilina variaveis de 0,05 a 0,5
unidades/ml, ou seja, respectivamente 5 e
50 unidades/100 ml.

Nos Estados Unides, entretanto, a maio-
ria dos alergistas consultados afirmaram
gue, em casos especiais, 2 a 3 unidades de
penicilina ingerida produziram uma reagdo
do tipo &nafliailco, em pessbas com alto grau
de sensibilizacie e gue havia suspeitas de
que a penicilina veiculada no leite estivesse
sendo a causs da urticdria recurrente, fre.
guentemente encontrada.

No setor da Inspeccio Sanitiria, o fal
seammente induzide pela presenca de subs-
iincias inibidoras, através da hacteriostase,
na justeza da apreciacio dos exames bacte
riologicos ‘rotineiros, s0 permite avaliar a
gualidade ainal do produto examinado, le-
vando a considerar um leite altamente po.
luido como de hda qualidade, retirando da-
quele exame a sua elevada funcio julgadora,

A nposso ver, a pesquisa de substineias
inibidoras no leite e, principalmente, da pe-
nicilina, deve ser tornada ohrigatéria e rea-
lizada, a par dos exames de rolina, no pro-
duto em estado de cru, advindo de cada
regi@o de producéo.

- {Js métodos _por nos utﬁﬂadoa tém, jus
tamente por ésse motivo, caréler :rapido,
acompanhando o ritmo de desenvolvimento
da redutase, podendo ser wutilizada como
prova seletiva de plataforma nas indistrias
de fabricagio de queijo.

O teste de acidimetria pode mesmo ser
realizado em regifes de pequencs recursos
téenicos, isoladamente.

E, finalmente, wma urgente campanha de
esclarecimento deve ser desenvelvida, visan-
do afastar da ordenha o gado lefteiro sob
tratamento antibiético ou sulfamidico, esta-
belecendo-se rigoroso policiamento a respei-
to e determinando-se, em todos os laboraté-
rios de contrdle higiénico do leite, sistema-
tico exame do predute advindo do interior,
regifio’ por regifo, visando localizar os fo-
cos de produgio do leite inguinado e o sen
saneamento dentro de praze mais ripido
possivel,

RESUMO

Os trabalhes de pesquisa da presenca de
inibidores bacteriancs no leite e derivados
vém, ha quase duas décadas, eariguecendo
a literatura mundial.

Os inibidores podem decorrer da presen-
ca de tragos de antibidiicos resulianies do
tratamento veterindrio do gado leiteiro e de
vestigios de substéncias quimicas ‘usadas na
higienizagio em laticinios.

Nos Estados Unidos, em 1959, o Food
and Drug Administretion considerou um
risco & satde pablica, pela sua capacidade
de formacgio de antigenos, a presenga de pe-
nicilina no lette e derivados, considerando
fraudado o produto que veicule antibidticos
em geral, tendo sido realizadas naquele pais
trés pesquisas de Ambito nacional, em que
foi constalada a presenga de antibidticos em
poténcias diversas.

A penicilina & responsabilizada pelo de-
senvolvimento, em pessbas sensibilizadas, de
dermalose em cardter crénico ou recarrente.

Na esfera da  inspecio de Alimentagdo
Pablica, a presenca de inibidores. do cres-
cimento e da muitiplicagio bacteriana po-
deria falsear o julgamento da qualidade do
produto, pois os exames de redifase, con-
tagem bacteriana, pesquisa de acidez' elc,
forneceriam apenas ¢ estado atnal da flora.

Um leite altamente contaminado desde a
fonte de producfo, porém contendo inibido-
res, fornecerd um resultado satisfatério ao
exame de rotina, feite na Capital. Parade-
xalmenté, um leite produzido sob condigBes
padries de higine, mas sem conter inibi-
dores, submetido ao mesmo exame, sexd con-
siderado ceme de plor qualidade.
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No setor da Industrializacho do leite, sfo
altamente nocivos os efeilos da presenca de
inthidores, devido & baixa produciio de
acido pela flora parcialmente imobilizada.

Em que pesem os fatos relatados, no Brasil
ainda ndo se cuidou de pesquisar a presen-
¢a de substincias inthidoras em geral, prin-
cipalmenie a penicilina, ne leite ¢ seus de-
rivados.

Usando métedos ripidos que fornecem
respostas em 2h30m a 3h30m, fol pesquisada
no leite, tipo €, de consumo da capital de
S0 Paulo, & presenga de inibidores bacte-
rianos, tendo sido consiatada a presenca dos
mesmos em 3% das 1000 amostras exami-
nadas, correspondendo a penicilina a 1,9%
do total encontrade, em quantidades varig-
veis de 0,05 a 0,5 unidades por mililitro de
leite, )

Agradecimentos — Externamos 05 nossos
profundos agradecimentos 3 Laborterdpica.
Bristol $/A e aos técnicos de laboratério
da Cooperativa Central de Laticinios do Fs-
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Daniel Bastos de Matos e Vanderlet Gongal--
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CONSIDERACOES SOBRE OS SETE PRIMEIROS CASOS DE FASCIOLOSE:
HUMANA ENCONTRADOS NO VALE DO PARAIBA,
ESTADO DE SAQ PAULO ()

HUMAN FASCIOLIASIS IN THE PARAEBA VALLEY. CONSIDERATIONS ON THE
FIRST SEVEN CASES DESCRIBED IN THE STATE OF SAQ PAULO, BRAZIL

Laris pos SamTtos (23
TerezA FrEIRE VIEIRA {3)

SUMMARY

The high incidence {(10%) of Fascioled hepatica in cattle in the Paraiba
River Valley found by Ildeo Franca, 1967, suggested the possibility of occurence
of human cases in this region. In a few months it was possible to diagnose seven
cases of Fasciolo hepoafica all of them autoctones of the Paraiba Valley. For-
merly in Brazil only a case had been described by Luis Rey, 1958, in the state

of Matoe Grosse, Brazil

The diagnosis was made on faeces examination reinforced by billis examina-
tion and intradermal reaction to specific antigens.

The patients have lved in this region for many years and used to eat
water-cress (nasturtitan officinale) and drink water from drains or brooks,

These findings suggested a larger scale survey to evaluate the incidence of .
faseicliasis in Brazil, in ordem o prevent its dissemination.

I — INTRODUCAO

A Fasciola hepatica, Limnaeus 1758, cau-
sadora da distomatose ou fasciolose hepatica,
foi um dos primeiros parasitos a serem des-
critos desde 1379 (Jean de Drie).

A elocidagae do ciclo de vida da Fasciola,
no entantp, s6 ocorren muito mais tarde,
entre 1873 e 1883, gracas acs trabalhos de
Weinland, Leuckart, Thomas e outros ™% ¢
Lutz® que descobrem ser um caramuje o
" hospedeiro intermedidrio e o bei e o carnei-
ro, os hospedeiros definitivos.

Pouce depois, no entanto, MomMEZ 2, em
1896, relata 32 casos de distomatose huma-
na, enconlrades & descritos por diversos au-
thres em varios paises da Europa.

Hoje sio numerosos os casos de parasi-
tismmo humano pela Fasciole hepatice, sendo

conhecidos e relatades nos cinco continen-
tes, a saber: Furops — Hungria, Franga,
Espanha, Portagal (inclusive Bha da Ma-
&elra) ; Asia — China, Riissia, Siria, Tur-
gquia ete,; Africa — Argélia, -Egito, Africa
do Sul, Somaha Francesa etc.; Oceania —
Ausirdlia  {Queeneslindia);  Américas —
Repablica Dominicana, Costa Rica, México,
Pérto Rico, Venezuela, Chile, Argentina,
Cuba, ete. ® 3,

No Brasil, Rev®, em pesquisa efetuada

no Rio Grande do Sul, em 1957, visando

confirmar a existéncia de 22 casos huma-
nos suspeitos de infestacio pela Fasciole he-
paiica, ndo- péde comprovar nenhum déles,
etnbora mveshg&gow intensas fossem efetua-
das: junto s pesse&w subipeilas e seus fami.

_ harea L

(1} Realizado no Institute Adolfe Lutz (Laboratérlo chz(ma} de Taubaté).

{2} Do Laboratdric Regional de Taubaté,

(3} Ira (linlea Médica N, & das Gragas (Taubaté) e do Hospital Bom Jesus do Tremembé.
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Em 1958, Rey ¥ descreve o primeivo easo
de fasciolose humana, em uma erianga de
trés anos, descoberte em Mato Grosso pela
Primeira Bandeira Universitaria Paulista.

No Brasil, até a presente data, nfie ha
qualguer outra referéncia sbbre povas ocer-
réncias de distomatose humana: assim, com
os sele casos por nds descobertos no Vale
do Paraiba, eleva-se a oite o total de casos
registrados de parasitisme humano per Fas
ciola hepatica em nosso pais.

Nossa atenclio para a fasciclose humana,
no Vale do Paraiba, foi despertada pelo tra-
balho de Franca ® sbbre a incidéncia de
fasciolose em bovinos desta regido. De faio,
pudemos acompanhar o trabalho déste pes-
quisador, ajudando-o nos cories de alguns
figados de bhoi para ohservacio e coleta de
fasciolas.  Franca verificou que 10% das
reses que examinou estavam parasitadas por
Fasciola hepatica. Estes animais provinham
de wmunicipios do préprio Vale do Paraiha,
tais como: Taubaté, 8. Luiz do Paraitinga,
Redencio da Serra, Natividade da Serra.
Cagapava, Jambeire e Paraihuna.

O elevado indice de positividade da dis-
tomalose no gado, encontrado por Franca,
sugeriv-nos a possibilidade de existéneia de
casos humanos nesta Regifio, que é essen-
cialmente agricola e pastoril {zona produto-
ra de leite}. Ora, ha sete anos, vimos nos
dedicando ao estudo da esquistessomose no
Vale do Paraiba e dela conhecemos quase
todos os focos. Sabiamos, pois, da existén-
cia de caramujos das espécies Biomphaluria
tenagophile, B. schargmmi. B. sp.. Drepano-
trema mellewm, D. cimex, D. anatinum, Am-
pullaria sp., e Physa sp. No entanto, ainda
néo haviamos encontrade nerhum caramujo
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do género Lymnaea, que é geralmente apon-
tado como o hospedeire intermedidrio da
Fasciola hepaiica.  Passamos, por isso, 1
procurd-lo mais inlensamente e lerminamos
por encontrd-lo em varios locais da regifio,
conforme & deserito aum trabalho atualmen.
te em elaboragio. Em vista déstes fatbres
conjugados, ficamos de sobreaviso. Oves
de Fasciola hepatics, obtidos por sedimen-
tacio da bile de boi, foram mostrados a
técnicos de laboratorio, a fim de mais se-
guramente sererm  reconhecidos é8stes ovos.
Confidvamos em que, mais cedo ou mais tar-
de, acabarfamos por enconirar casos huma-
nos de fasciolose. A nossa expectativa foi
plenamente confirmada pois, entre 5/10/66
e 23/3/67, foi possivel diagnosticar a [fas-
ciolose hepdtica em 7 pessoas.

Acreditamos que essa helmintose tenha
passado  despercebids aos médicos, lalves
porque nio apresenle uma sinlematologia
hem caracterfstica, ou por estar gquase sem-
pre associnda = oufras parasiioses.

Os sete pacientes, objeto de estudo e das
chservagGes relatadas neste trahalho, siio
doentes” autéctones do proprio Vale do Pa-
raiba, onde a fasciclose hovina é endémica
desde ha trinta anos * ¢ onde também subsis-
tem condicBes para que ela se instale e se
mantenha enire a populaciio humana da re-
gifio, gracas as culturas de agrido ali exis-
tentes ¢ ds éguas poluidas de corregos ¢ va-
letas que muitos camponeses costumam be-
ber, quando em servigo de campo.

I — BPADOS PARASITOLOGICOS

A Fasciola hepatice £ vm verme trema-

tédeo, medindo 3.5 x 1,5 em: guando adul-

Fig. 1 — Ovo de Fascicln
Repatica encontrado em fe-
Zes humanas., 400 .
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to, habita nos canais hiliares do boi e do

carneiro que s@io normalmente os  hos-
pedeiros  definitives. No entanto, outras
espécies animais podem ser parasitadas
— antilope, boi, bufale, camelo, cangu.

i, cfo, ecaslor, cavalo, cobala, coelho, ele-
{ante, gato, esquilo, lebre, macaco, porco,
veado ¥ * & 4 0 0 e também o Homem, que
é ohjeio déste trabalho,

Os oves do trematédes sio operculados
{(Fig. 1¢2), medindo em média 140 x90 g,
sendo despejados no intestino junte com a
bile. Misturam-se as fezes e sdo entdo eli-
minados para o exterior, ainda ndo embrio-

Fig. 2 -— Detalhe mostrando o operculn
e o oOvalo, 00 x.
nados. Em contaclo com a agwa, apds dez

dias, forma-se um embrido ciliado, o mirs-
cidio, euja saida (ou ecdise) & favorecida
pela presenca de luz e calor {19.25°C).

Os ovos da Fasciely  hepatica sac hem
majores do que os de Ascaris mas podem
ser confundidos com os ovos estéreis déste
helminto, quando ésles apresentam, por vézes,
tamar.ho malor do que o wusual.  Neste
caso, os da Fascioln distinguem-se dos de
Ascaris principalmente pela presenga  do
opércule ¢ pela estrutura interna (Fig. 3).

Deve-se notar que os ovos da Faseioln he-
pdtica tém um grande poder de sobrevida
no meio externo, pols, em fezes humanas,
permanecem vivos aié nove meses * mas, para
se desenvolverem, necessitam de Agua, de-
pendendo o tempo para formacio de miraci-
dio principalmente da temperatura pois, a
11°C, a eclosdo pode dispender até quaren-
ta dias, O desenvolvimenta dos ovos e a in-

Fig, 3 o Hvo de Fascicle hepatice com-
paradc com Ovo de dscaris lwmbriceides.

festacio dos melnscos nde ocorre, portanto,
em terrenos completamente séeos.

Os mirvacidios, segunde alguns auldres® 9,
t8m vida curta, j4 morrem apds olto horas,
se nie epconfram WM caramuje  para pe-
netraz.

() hospedeiro intermedidric ¢ um caramu-
10 aquatico do género Lymneea, ¢ que no
Brasil é representado pela espéeie Lymnaea
viator, segundo LuTz®, Rey* Marpbona-
Do e outros.

Brumpt fornece uma lista com céres de
vinte e duas espécies e variedades de Lym-
naea, e duas espécies de Physa, como hoes-
pedeiros intermedidrios da Fasciole hepatica,
em muitos paises,

Jrurbe & Gonzalez afitmam, sem for-
necer dados experimentals, que, na Vene-
zuela, o hospedeire intermedidrio é um wo-
husco operculado — Ampullarie luteostoma,

J4 Maat, em 1951, além das varias es-
pécies de Lymnaea, cita, como possiveis
transtmssores da fasciolose, outroz melusces,
dos géneros Succines, Fossaria, Fraticollela,
Bullinus, Ampullaria, Physopsis e Physa.

Lurz ™=, 1928, aponta a Lymnaea cuben-
sis como hospedeire intermediirio da Fas-
ciola hepatica, na Venezuela, afirmando tam-
bém ser inadmissivel o desenvelvimento de

apud g
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cercarias da Fasciola em caramujos do gé-
neto Ampullaria.

No Brasil, LuTz?®, em J92l, cita o en-
contro da Lymnaea viator, nas margens do
Rio Paraiba, desde a Barra do Pirai {Est.
R. Janeire) para baixo. Igualmente, REY S,
em 1957, afirma que as espéeies comprova-
damente transmissoras da distomatose per-
tericem ao género Lymnaea; em Pelotas, no
Rip  Grande do Sul, encontrou a Lymna.ecz
vidtor que, segundo outros autdresi® ™ &
tamhém a rtesponsivel pela fasciolese hepd-
tica na Argentina e Chile.

Depois da penetracho do miracidio, cérea
de trifta on quarenta dias, formam-se as
cercdrias que saem do caramujo, nadam na
fgua durante algum fempo, depois se encis-
tam (metacercarias), sendo engolidas pelo
" hospedeiro definitive - boi, carneiro, cabra,
cavalo, rato ou o propric homem. Lurz?,
entretanto, afirma que as cercérias nfo saem
do caramujo, mas sim acurnulam-se no apice
da concha e s6 saem apés a morte do ca-
ramujo.

Ja se demonstrou* que os cistos tém gran-
de poder de resisténcia, pois permanecem
vivos durante algumas semanas nas forra-
gens sécas, ou onze meses na geladeira, ou
cBrea de um ano pas forragens dmmdas e
ensiladas, podendo durar até oitenta dias
quando livres na agua, ou aderindo as fo-
thas do agrifio ou do capim submerse,

Fssa resisténcia dos ovos e melacercirias
{cistos) permite indicar a forma provivel
da manutencio e da disseminacio da dis-

tomatose, mesme em locals onde o gado é

permanentemente estabulado, devido ao uso
comum do estrume do gado como adubo, e
das forragens como alimento dos animais.

Apés a ingestio das metacercdrias, estas
sdo libertadas no duodeno, pela digestdo
das membranas cisticas envolventes,  Atra-
vessam entSo a parede do inlestino, atingem
o peritbnio, depois o parénguina hepitico,
através da ca?ﬁula de Glisson e, em seguida,
chegam aos canais biliares onde se transfor-
mam em fasciolas adultas, apds trés 2 qua-
tro meses, ai passando a viver e a pdr ovos.

Mata®t, Re¥® Brrbne® e Graic &
Faust™  afirmam ser indispensavel, para
o perfeito desonvolvimento dos vermes, a pe-
netraciio no figado através da perfuracio do
parénguima hepatico; isto porgue j& se ve-
rificou que a bile concentrada da ampela de
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Vater mata os pequenos distbmulos, recém-
saidos dos cistos. Podem, no entanto, atin-
gir o figado através da veia porta e um cer-
to numero de distémulos podem eventual
mente cair na circulagio geral, o que per-
mite explicar as localizagbes ervdticas dos
vermes adultos de Fasciole hepatica em va.
sos sangiiineos, abeessos siluades nos pul
mdes, bage, lecide intermuscular, tecido sub-
cntfneo e em vérios Grgios humanos® *,

III — MATERIAL E METODOS

Todos os doentes tiveram o sen diagnds-
tico inicial, através do exame de fezes. Pos-
terformente, era feita a confirmaciio da pa-
rasitose pelo encontre dos ovos da Fasciole
hepatica. na bile obtida por tubagem duo-
denal, ¢ ainda, por meio de novos exames
de fezes, nos quais sempre empregdvamos
os métodos de Wirris, Faust, ¢ Horg
MAN-PoNs-JaNER 39 16, 18,17 E

Depois de confirmado o diagnéstice, se-
licitdvamos os exames de fezes dos familia-
res do paciente; desta forma, foi possivel
destobrir mais dois casos que, normalmen-
te, teriam passado despercebides. -Em segui-
da, os doentes eram examinados chnicamen-
te e concomitantemente efetuavam.se os res-
pectivos hemogramas, = Alravés das reaches
de Kunkel, de MacLagan, e de Hanger, efe-
tuavam-se as provas da funciio. hepatica *%
19,’20.

Era quatro casos, valemo-nos da intrader-
me reagdo para Fasciola hepatica, cujo an-
tigeno especifico foi feito com vermes adul-
tos da Fasciole hepatica. Em dois casos fo-
ram feitas as dosagens de hilirrobina total,
direfa e indireta, e das transaminases glu-
tAmico piravica e oxalacética, mas os pa-
cientes recusaram o tralamento e abandona-
ram a clinica, Os demals, foram interna-
dos em hospital para tartamento.

IV — OBSERVACOES CLINICAS

Caso 1T - 8. P, 64 anos, feminine,
branca, casada, nataral de Taubaté, Kst. de
S. Paulo. Data do 1° Exame de iuus po-

sitivo: 5-10-1066,

Historia — O dlagndstico de fasciolose
foi feito através de exames de fezes, pelos
métodos de Willis e de Hoffman-Pons-Janer.
O processo de Willis revelou ovos de Asca-
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ris lumbricoides e latvas de Strongyloides-

stereoralis; o método de Hoffman, entretan-
to, revelon além daqueles nematdides, tam-
bém a presenga de ovos operculados, medin.
do cérea de 140 x 90 p, que identificamos
como de Fasciola hepatica. A tubagem duo-
denal ¢ posterior exame da bile confirma-
ram plepamente o nosso dlagnostico iniclal,
pois enconiramos novamente varios ovos de
Fasciola hepaticg. Liminas contendo ovos
do trematdide, obtidos das fezes e da bile,
foram colocados e clmara tmida, a tem-
peratura constante de 25°C. FEstas liminas
eram examinadas didriamente, possibilitan.
do-nos acompanhar tode o desenvolvimento
do embrifio desde a célula inicial até a for.
macfio. completa do miracidie, o gue se dava
apds 15 dias.

Em posterior exame clinico, . a paciente,
gue j4 se enconirava internada no Hospital
Bom Jesus, relatou que, apesar de residir
em Tanbaté hi virios anos, anleriormente
havia morado em uma fazénda em Registro
(Munic. Tanbaté}, onde, de vez em quando,
ingeria agrifio.

Exame fisico — Acentuade emagrecimen-
to; pele séca, com elasticidade acentuada-
mente -diminuida, -encarquilhada; palidez
evidente da pele e mucosas, Tumorsclio na
regifio inguinal esquerda. Péso: 47,8 kg.
Altura: 1,58 m.  Aparelho circulatério:
pressio arterial 21/8, sem alteragio & Aus.
culta, - Aparelho respiratério: normal. Apa.
relho genito-urinario: sem gqueixas,  Apare-
tho - digestivo: queixa de -enjbo, s vézes vi-
mites; intolerincia per alimentos gorduro-
sos, desde de hi algum tempo; -meteorismo
intenso ¢ #s-vézes dor no hipocOndrio di-
rerto.

Exames complementures — Exame hema-
tolégico: anemia iniensa e ligeira leucope.
nia. Provas da fungdo hepética: dosagens
de bilirrubina direta, indireta e toial, res-
pectivamente 0,4; 0,2 e 0,6 mg/100 ml, fei-

" tas pelo método de Malloy Evelin, com leitu-
ra fotocolorimétrica. A dosagem das tran-
saminases glutAmico pirivica e oxalacética

deram respectivamente 70 e 55 unidades.

{Reitman Frankel).

Fol feito um tratamento inicial para me-
thorar o estado geral da paciente, incluindo
pequenas ¢ repelidas transfusbes de sangue,
além de proteinas, vitaminas e aminodcidos,

Alguns dias depois, a paciente deixon o Hos.
pital por ndc querer operar a tumoraglo
gue apreseniava na regife inguinal esquer-
da e que também tomava parte da regifo
femural  anterior. No retornou a -Clinica
para tratamento da fasciolose hepitics ou
para oulros exames.

Caso 2 — B. R., 45 anes, masculino,
branco, natural de Taubaté, S. P. e espise
de 8, P, {caso 1). Data do 1.° Exame de
Fezes positivo: 20-10-60.

Histérie — Suspeitdvamos de que alguns
dos familiares da paciente S. P. {caso 1),
com diagndstico de fasciolose hepédlica, tam.
bém pudessem estar infestados pois, vivendo
em comum, com os mesmos habilos, tipo de
alimentagio e bebendo a mesma &dgua, ha-
via possibilidade de isto acontecer. Assim,
solicitamos armostra de fezes déste paciente,
para exame que efefuamos pelos métodos de
Willis, de Hoffman-Pons-Jarer e de Faust,
() primeiro processo nada revelou, mas os
dois Gltimos evidenciaram a presenga de va-
rios ovos de Fusciole hepatica, que fotogra.
famos e confrontamos com aguéles obtidos
por sedimentacio da bile de boi, sendo sua
evolugio acompanhada até a formagie do
miracidio.

Exame fisico — O pacienie nio compa-
receu para exame clinico ou tubagem da

bile.

Exames complemeniares — Exame hema-
tolégico ~ série vermelha: normal; série
branca: eosinofilia relativa ¢ absoluta e lin-
focitose relativa. :

Caso 3 — M. 1. M., 16 anos, femi-
nino, preta, solteira, natural de Redengdo
da Serra, 8. P., onde reside. Data do 1°
Fxame de Fezes positive: 7-12-66.

Histéria — Bste caso foi deseoberto atra-
vés de exame de fezes de material enviado
pelo PAMS de Redenciio da Serra ae Ins-
titmto Adolfo Lutz {Lab. Reg. Taubalé).
Inicialmente, cves de Fasciole hepatice fo-
ram descoberios. apenas através do método
de Hoflman, ji que o processo de Willis
nada acusou. Posteriormente foi extraida a
bile por iubagem, que apresenton  aspecto
sanguinolento; ‘a0 microscopio revelou a

99
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existéneia de numerosos oves de Fasciola

hepatica. Ffetuamos ndve exame de fezes
em 23.2.67, pelos trés métodos rolineiros,
Os processos de Willis e Faust foram nega-
tivos, mas o de Hoffman novamente acusou
4 presenca de ovos de Fasciolz, Em vista
do diagnéstico, ¢ paciente foi internado no
Hospital Bom Jeens de Tremembé, para exa-
me clinico ¢ iratamento.

Exame fisico — Péso: 50,8 kg Altura:
‘1,55 m, Pressiio arterial: 10/7 em Hg.
Queixa de mal estar, Ansia de vémito e do-
res abdominais. O intestine era plegulgoao
‘e nfio apresentava surtos diarrdicos. As vé-
zes, dor no estdmage e vémitos. A palpa-
‘¢io do ‘abdémen, sentia dor no hipocéndrio
direito e epigasiric. O exame dos apare-
lhos respiraltrio, circulatorio e génito-uring-
rio nada apresentou de anormal

- Exames complementares — Exame hema-
tologico:  anemia — 3800000 hemé
ciaz/mm3; leve loucopenia — 5300 leucoci-
tos/mm3; eosinofilia relativa — 12% e

absoluta — 636/mm3. Provas da funcio

hepatica: Kunkel —— 20,2 unid,; Mdrlagan
— 2,3 uuid,
Caso 4 — [L. {... 21 anos, femi-

nino, branca, solieira, natural de Virginia,
M.G., onde morou 4 anos, até mudar-se para
S. Luis do Paraitinga onde permanecen até
hi 7 méses, gnande veio residir em Tau-
baté. Data do 1.° Exame de Fezes positivo:
21167, ‘

Historia — A paciente motu préprio, sen.
tindo-se mal, encaminhou as fezés para exa-
me ao Inst. Adolfo Lutz (Taubaté), através
do Centro de Saiide local. A fasciolose fol
revelada pelo encontro de oves operculados,
emn exame de fezes pelo processo Hoffman-
Pons-Janer, Para confirmagfe, foi eletuado
um .segundo exame de fezes, apds regime
alimentar 1sento de carne ou figads, que foi
efeluado em 31-10-67. As téenicas de Fanst
e de Hoffman-Pons-Jener novemente revela-
ram a existéncia de pumerosos ovos de Fas-
ciole heputica. Fm 1-2-67 foi internada no
Hospital Bom Jesus para (ratamento e ex-
tragiio da bile: o exame da bile confirmou,
majs nma vez, os resuliados anteriores, ja
gque em fodas as laminas observadas encon-
tramos ovos de Fascieln hepatica. :

100

- Exgme fisico — Estado geral bom. Péso:
57 kg. Altwra: 1,65 m. Queixa: ha dois
anos, dor intensa, em barra, na parte alta
do abdbmen:; enjéo quando comia carnes
gordurosas ou frituras. Dor & palpacio do
hipocondrio direito e epigastrio. Facil irei-
tabilidade.  Aparelhos respiratério, circula-
lorio e génito-urindrio: normais.

Exames complementares — Exame he-
matolégico: cosinofiia (596 ); linfocitose
(34%j & discreta leucociiose (8500/mm3).
Provas da funcfio hepatica: Reagfo. de Kun-
kel, 5,5 unid. Reagao de Maclagan, 1,3 unid.
intradvrmo reagho, pc%lilva

Caso 5 — A. G, 4 anos, feminino,
branca, casada, natural de 5. José do Bar-
reiro, S. P, Mora ha 3 anos em Tauhaté,
mas residiu anlefiormente em Natividade da

Serra (5. P.), durante 10 anos; Data do
1.° Exame de Fezes pos;tive 31-1.67.
- Histérig — O primeiro exame de fezes

foi efetnado com material encaminhado pela
propria paciente ao Insiitutlo Adolfo Luts
{Taubaté} através do Centro de Safide - da-
guela cidade, em 31.1-67. Pela técnica de
Willis nada encontramos mas, pelos métodos
de Hoifman-Pons-Janer, pudemos encontrar
9 oves de Fasciole hepatica numa Onica Ja-
mina e 5 ovos noutra. Para confirmacho,
solicifamos nova amostra de [ezes, apés trés
dias de regime isenlo de carne. O exame,
feito em 3-2-67, pela técnica de Hoffman,
revelou-a existénels de 5 ovos de fasciola
por lamina observada. O processo de Faust
revelou sempre a exisifneia de 1 on 2 ovos
por ldmina. Ji o método de Willis revelou-
se ineficiente e nfio evidenciou a presenca
de ovos do distomo. O exame de bile, ob-
tido por tubagem em 10-2.67, novamente
acusou a presenga de 2 ovos de Faseiola he.
pdtice, sendo um déles morto e outro vivo,
cujo desenvolvimento acempanhamos ate a
formacio do miracidio.

Relatou que quando morou em Nativida-
de da Serra, numa fazenda de sua proprie-

“dade, ingeria, por vézes, agrifio (Nasmrnum

officinale proveniente de uma horta da pro-
pria fazenda e que era regada por um cor-
rego que passava pouce abaixe do curral.
Queixava-se principalmente de dores abde-
minaig com predominiineia na parte alta do
abdome. Quando fazia uso de comidas gor-
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durosas, fritiras ou  banana iinha surtos
diarréicos com fezes Hguidas e espumosas,
acompanhados de cdlicas intestinais inten-
sas. Relatou ainda que, em maio de 1966
apresentava €sses sinlomas e o médico que
a atendeu disse tratarse de um caso de bru-
celose, internando.a para tratamento. Nes-
sa ocasifo, a Reagio de Wright® pars
brucelose foi positiva a 1:80. O exame de
fezes fol negativo. O hemograma acusava
ligeira anemia  hipocrémica (4 750 000
hem./mm3); leucopenia {4000 leucoc./
mm3) o eosinofilia sensivel e linfocitose re-
lativa. Foi medicada com Estreptomicina,
1 g por dia, durante 10 dias segnides; Am-
plocid, 1 drigea de 6 em 6 horas; Sigma-
micina, 1 driges de 6 em 0 horas. Disse
a paciente que, na ocasifio -do lratamenio,
apresentava gueda de cabelo, sendo éste o
fnico mal de que melhorou, peis continuou
¢ as dores abdominais ou cblicas; os ali-
mentos  gordurosos faziam-lhe mal; conti-
nuava a perder pése e as manchas escyras
no rosto, que se ndo apresentaram na oca-
siio, foram aparecendo ¢ acentvando-se cada
vez mais.

Exame fisico — a pacienle apresentava-se
emagrecida, com manchas pardacentas na
face, membros superiores e regiio cervical

Exames complementares — Exame hema-
tolégico em 3.2.67 heméacias/mm3:
4,400 000; hemoglobina: 14,10g — 88%;

leucocitos/rom3 4200; eosinofilia relativa —
(11%) e absoluta (462}; linfocitose rela-
tiva, Provas da funcio hepatica — Kumkel:
11,2 unid.; Maclagan: 2,0 unid. Reagfo de
Wright #*: positiva {1:40). Rreagio de
Huddlesson: negatica. Sorologia para Lues:
negativa.  Reagiio intradérmica, positiva.

Caso 6 — M, E. M, 23 anos, femi-
nine, preta, solteira, natural de Redengiio
da Serra, onde reside. Trm& da capiente
M. 1. M. (caso 3). Primeiro Exame Fezes
positive: 23-2-67.

Histérie -— Sempre gue descobriamos
uma pessoa com fasciolose, efeluivamos exa.
me de feres em lodos os componentes da fa-
milia: assim, procedemos so exame de fezes
com material de uma familia constante de
sete pessoas, das quais mais uma se apre-
sentou parasitada pela  Fosciola hepolica,
além de M. 1. M. {caso n.® 3) que ja tinha
diagndstice positivo anterior,

Os exames de fezes foram f{eilos empre-
gande-se as lrés téenicas ja citadas.  S°men-
te as técnicas de Faust e Holiman permi-

“liram - descobriv ovos operculados da Fas-

ciola, O métedo de Willis fol negalive pars
o8 ovos do lrematdide,

Néve exame de fezes foi cfetnado em
20-3.67, sendo utilizados oz mesmos trés mé-
todos anteriores; desta vez, porém, todos com
resultados negativos para a fasciolose, Na
mesma data extraimos a bile da paciente
por tubagem, Houve grande dificuldade na
extragiio do material porque a paciente ndo
tolerou a sonda. A hile obtida foi impré-
pria para o exame, pois nfo continha ne-
nhum sedimento ou filamento de muco onde
em geral se encontram os ovos da fasciola.
Em vista disso, efetuamos na paciente, em
21.3-67, uma reaclo intradérmica com an-
tigeno especifico para Fesciole hepatica,
produzido no Institute Biologico de Sio
Paule, com os proprios vermes adultos reti-
rades do figado de bovinos, A reacfio foi
fortemente positiva {Fig, 4}, tendo a papula
formada um difmetre de 3,0 cm, apresen-
tando varioz pseuddpodos irregulares,

Exame fisico — A paciente foi, em visia
do diagndstice, internads no Hospital Bom
Jesus de Tremembé para tratamento. Ao
se proceder ao exame clinico, descobriu-se
que estava gravida, embora isto {Gsse nega-
do com veeméncia pela paciente. Talver
fosse essa a causa de a doente nfio apresen-
tar queixa de gualquer espéeie com relagfo
4 fasciolose, come enjbo, vbmitos, célicas,
dor ete, Do mesmo modo que sua irmé, a
doente refere ter bebido algumas vézes agua
de valetas e ingerido agrifie cultivado =no.
campo,

Exames complementares — Hemograma:
eosindfilos — 2% ; leucopenia — §B00;
peutropenia —— 59%; linfocilose - 38%:;
hemdcias/mm3 4 100 000 (discreta eritrope-
nia}. Provas da funcfo hepatica: Kunkel —
27,2 unid.; Maclagan - 4,8 unid.

Em 22-3-67 a paciente sbandonou o hes-
pital sem sequer iniciar o tratamento.

Caso 7 — E. M. R., 34 anos, femi.
nino, branca, casgda, natural de Pouse Al
to, MG e residente em Jambeiro, 8, P., des-
de os 4 anos de idade. Data do 1.2 Exame
de Fezes positive: 21-3-67.

- oI
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Histérig — Os ovos de fasciola foram des-
cobertos em exames de fezes pelo método
de Hoffrman, em material remetido pelo
PAMS de Jambeiro, em 21.3.67. Para con-
firmacgfo, efetuamos novo exame em 28.3.67,
usando os trés métodos habituais. Sdmente
os de Faust e Hoffman-Pons-Janer puderam
evidenclar os oves db Trematdide. O pro-
cesso de Willls den resubtade negativo.

Em 31-3-67 a paciente foi submetida a
tubagern para extragio da bile, cujo exame
comprovou novamente a existéneiz da fas-
Ci{)iese'hepética Nessa ocasifio, a paciente
relatou que s6 bebia agua filtrada mas fre-
qucntem{,nle ingeria  agridio  (Nasturtium
‘olficinale} cultivado” em uma invernada na
fazenda de seu pai. Foi internada para tra-
‘tamento. '

- Exame fisico — Fstado geral, bom. Al
tura: 1,65 m. Péso: 58 kg. Nio apresen-
tava queixas e, de modo geral, sentia’se bem.
Aparelhos cirenlatério, respiratorio e génito-
urinirio, sem anormalidades.

Exames complemeniares — Hemograma

— Neulropenia relativa (529} ; Linfocitose
relativa {339%). Hemacias — discreta mi.
crocitose e hipocromia. Hemossedimenlacio

— 18 mm/h. Hemoglobina — 78%. Pro-
vas da Funcie hepética: Kunkel — 19,2
unid.; Maclagan — 6,0 unid. A reacho

intradérmica com antigenc de Fasciola he-
pdtice Toi forlemente positiva, tendo-se for-
mado uma papula com 3 x 2 cm de didme-
tro ¢ com véarjos pseuddpodos. irregulares

(Fig. 4).

V — DISCUSSAO E CONCLUSOES

Apresentamos os resultados das observa-
¢oes dos sete primeires casoz de fasciclose
humana registrados no Vale do Paraiba,
Est. de Sdo Paulo. Anteriormente ao nosso
trabalho, no Brasil, apenas um caso de dis-
tomatose humana havia sido descrito por
Rev’, em 1958, que encontrou em Mato
Grosso uma crianga de trés anos parasitada
pelo trematéide. Em 1957, o mesmo Rey
foi a0 Rio Grande do Sul investigar sébre
a possibilidade da ocorrénciz da fasciolose
humana naquele Estado; apés minuciosas
investigagbes, ndo lhe foi possivel compro-
var nechum caso positive. Pessoa 2,
Pivro® Lurz®, Amaro Nero *°, Brumer®

102 ' ‘.

ndo referem nenhuma ocorréncia humana
no Brasil,

Reveste-se, portanto, de extraordinaria
importéneia a descoberta déstes casos ne
Vale do Paraiba, principalmente por se tra-
tar de uma regido que, além de agricola,
cor extensas virzeas com plantagdes de ar-
roz e horialicas diversas, inclusive o agrifie
(Wasiarﬁmm offwmaie} apresentiy-se  tam-
bém como regife pastoril e ‘grande produ-
tora de leite. Ora, sendo o gado do Vale
do Paraiba altamente infestado pela distoma-
tose e havendo nas fazendas, nas hortas e
nas varzeas o caramujo transmissor, confor
e serd relatado em outre trabalho, existem
portanto tddas as eondigbes para que a doen-
¢a se instale no homem. Foi, de fato, o gme
acontecen, pois a descoberta dfstes casos
apenas fol uma questdo de oportupidade e
de atenta Gbservagao Acreditamos que niio
$6 nesta Tegifio como em outros locais onde
existam ou se estabelecam condigbes £avo-
révels novos casos poderfio ser encontrados,
bastando para tanto que os laboratérios se-
jam orientados no sentido de identiflicar com
preciso o8 ovos operculados da  Fasciola
hepatica.  Assim, também os médicos, ao
observarem os sintomas' ja descritos, deve-
réo ter em mente a possibilidade de disto-
matose humana, principalmente guando os
gue passarem por consulta médica. provie-
rem de zonas suspeitas de infestagio ou onde
i@ comprevadamente se enconirou o cara-
mujo transmissor,. ou de zonas onde haja
gado infestado, ow, ainda, cultura de agrifio
possivel de contaminacfo.

Os sete casos por nés reletados neste tra-
balho siio todes autéctones do Vale do Pa-
raiba e foram encontrados exatamente nos
lugares onde j& havia gado .intensamente
parasitado pela Fasciole hepatica®, ou seja,
em fazendas nas proximidades de Taubaté,
Natividade ¢ Redencfio da Serra, Sae Luiz
do Paraitinga e Jambeiro. Todos os pa-
cientes moraram em tais fazendas onde in-
geriam agrido (Nasturtinm officingle) ecul-
livado nas invernadas e, as vézes, alguns be-
ham agua de cdrregos ou valeias,

A descoberta da fasciolose hepatica foi
efetuada, em todos os cases, inicialmente
através do ecncontro de ovos de irematdide
em exame de fezes; ap6s o primeiro resul-
tado positive, era {eito, para confirmacio,
pele menos mais u exarne de fezes, empre-
gando-se as téenicas de Willis, Faust ¢ Hof-
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fman-Pons & Janer. Embora {8sse confir.
mado o diagndstico inicial, ainda assim se
procedia & pesquisa dos ovos da Fascioly he-
patice na bile obtida por tubagem.

Apenas em um dos casos o exame da bile
fol negative. O material obtido através da
tuhagem era impréprio & observagdo, pois
nfe continha sedimento ou Jilamenlos de
muco, onde geralmente se podem encontrar
ovos da Fasciole hepatica,  Em visia dissoe,
efetnamos nas paclentes wma reaglo intra-
dérmica com antigeno especifico feito com
os préprios vermes. refirados de figado de
hois infesiados. A reagho [oi fortemente
positiva, pois se formou uma papula cem
cérea de 3 em de difimetro (Fig. 4), apds
20 minutos,

nos foi possivel encontrar oves operculados
do trematdide. Esia téendea favorece o en-
contro dos ovos porgue permile & cenfecglo
de laminas com material clare e limpo. En.
tfretanio, deve-se observar pele menoes 10 li-
minas anles de se dar um resultado negativo,
O método néo &, de faio, cem per cento efi-
ciente, pois também pudemoss verificar, tal
como Mais %, que, examinando-se o sedimen-
to no fundo do tubo de centrifugagio, ainda
e poder encontrar ovos de Fasciola hepatica.
Torna-se evidente goe nem todos os ovos
flatuam no sulfato de zinco e, noy easos de
fraca infestagfo, pode ecorrer um falso re-
sultado negative. -

O método de Hoffman-Pons-Janer mos-
trou-se excelente para o diagnédstico da Fas-

Fig. 4 — Reaclo intradérmica para Fascicle Bepolice  Aspecto da pépula formada
apés 30 min, da injecho Intradérmica.

A ghservagho do quadre 1 (Pag. 80) per.
mite-nos comparar os méledos de diagnos-
tice utilizados e a efliciéacia de cada um
déles. T

Observamos gque o método de Willis é
completamente ineficiente para a pesquisa
de ovos de Fasciola hepatica, pois os resul-
tados foram sempre negativos, embors fi-
zéssemos a leitura de varias liminas.

A técnica de FawusT?®, eniretanlo, teve-
lowse muite bda para o diagnédstico da fas-
ciolose; apenas em dois casos (28,5%2) nfo

ciole hepatica.  Permitiu-nos positivar todos
os sete casos de fasciolose por nds encontra-
dos, logo noprimeire exame de fezes efe-
tuade {Quadre 1). No segundo exame de
fezes, para confirmagio do primeiro, em
apenas um caso (149) &ste método foi ne-
gative. Podemos observar, ainda, que ésie
mélodo evidencia sempre um maier nitme-
re de ovos por limina, que o méiodo de
Faust. Deve portanto, esta técnica ser em-
pregada como de rotina na pesquisa de ovos
de Fasciole hepatica,
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QUADRO I

Resuliados dos exames de fezes, da bile e da reagio intradérmica para o diagndstico
de fasciolose hepdfica humana, segundo os métodos utilizados

Fezces
Caso . 12 Exame E 29 Exame Rile Reagdo
ne ! i intradérmica
. w H F W H iy

1 — + — + -+ -+

2 J— -+ + — + +

3 — + e —— + +

4 — + e + + + +

5 J— -+ 1 . - + + N +

8 e + + o e — - +

7 e + — T + -+ T+
W Willig -+ positivo
H — Holffmean-Pong-Janey — negative.
¥ — Faust ... nAo efetuado

Quanto as parasitoses associadas 3 fascio-
loze e reveladas através de exame de fezes,
verificamos que, em irés casos, (2, 5 ¢ T},
hé infestacio simples por Fasciole hepatica.
Ha um caso {4) de associacio com Tricho.
cephalus trichiurus; um outro {1} de associa-
¢fo com dois vermes — Ascarts lumbricoi-
des e Strongyloides stercoralis; outros dois
casos (3 e 6), infestagio miltipla por qua-

‘ tro ou cinco parasitos — Ascaris lumbricoi-

des, Ancylostomidae, Trichocephalus trichiu-
rus, Strongyloides stercoralis e Entamoeba
colt.

Observando os quadros 11 e 1L, podemos
notar que nfo hi correspondéncia- nitida en-
tre a eosinefilia e nimero de espécies de
paragitos; de faloe, ¢ pacienite nimero seis,
que tem infestagio por mais cinco parasi-
tos além da fasciola, & o que apresenta a
menor iaxa de eosindfilos, apenas 2%.

QUADRG TT

Parasitoses assoctadas & Fasciola hepatica reveladas em exames de fezes

CASCS
Parasitos -
N# i No 2 Ne 3 NGO 4 No 5 Nr & 1[ No T

Agcaris

tumbricoides |, . . . + — + — — -+ —
Ancylostomidae . . . . o o -+ e R + -
Trichocephalus

trichiuwrus . . . ., . — e + -+ - 4 -
Sirongyloides

stercoralis + e =+ — [ E -
Entamoeba cold . . . . e —_ e — —_ + —_—
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QUADRO III
Eexame Hematolégico
CASOS
SANGUR -
No i Neo 2 Ne 3 Ned4 || Nes No 6 Ne 7
Hemicias/mms 2920000 (4900000 (3800000 [5000000 (4406000 [4100006 14109000
Hemoglobina (%} 47 43 85 20 8 83 8
Leuncoeitos/mm3 5 500 5 200 5 300 8 500 4200 8 800 & 500
Confagem especi-
fiea (%)
Neutréfiios 60 48 45 50 47 59 57
Eosinétilos 3 4 12 . 5 11 -2 4
Bas0lilos 0 14 G & o] 0 i
Linlocitos 32 36 40 34 40 38 33
Monocitos 5 ki 3 1 2 1 5
Hemossedimenta-
¢&o mm/h
(Wintrcehe) ae <] 34 b 8 29 18

Nic efetuado

De modo geral, podemos concluir que a  FONsEca ef ofii, ® no entanto, enconiraram
infestacic humana pela Fasciole hepotice  sempre valores elevades para os eosinéfilos,

acarreta, quase sempre, leve eosinofilia, neu-  principalmenie no inicio da doenca.

tropenia, linfocitose e leve lewcopenia., (O exame do quadro IV — provas da fun-
O afimero de hemicias e a taxa de hemo-  c¢fo hepatica — indica uma fregilente ele-
globina nfo sfo sensivelmente alterados.  vaglo na resgiio de Kunkel {(turvacie do

A hemossedimentagio igualmente é muito  sulfato de zinco). De fato, a leitura es-
varidvel para se tomar come fator de diag-  pectrofotométrica acusou variacies de 5,5
nostico, pois hé casos com indices baixos e  até 27,2 unid., guando ¢ normal vai de 2 a
outros com indices elevados (Quadre III}). 8 unidades. A rteagio de Maclagan (tur

QUADRO IV

Provas da funcée hepdtica

Caso * Reacfo de Kunkel Reacdo de Maclagan Reacho de Ilanger

5 (Turv. sulf. zineo) (Turv, Timol) {Cefalina~colesteroi)

N2 normal: 2-8 unid. Normal: 0-45 unid, Mormal: até ¢+ +)
: 3 26,2 2,3

4 5,5 1.3 ++ 4+ +

5 11,2 2,0 4+ -+

3] 272 4,8

7 19,8 8,0 F A+

* Casos n® 1 e 2 nic efetuadas.
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vagio do timeol}, no entanto, pouce se al-
tera em relagiio ao normal, que val de zero a
4,5 unidades. Realmente, a rigor, s6 o caso
7 apresenton a turvagio do timol, elevada,
ou seja, 6 u;{aida&es.

Embora estas provas de funcdo hepati-
ca ndo se rdvelassem muito precisas, eram
as finicas que podiamos efetuar no labora-
torio, no momenio da descoberta dos cases
de fasciolose. Assim mesmo, permitem sw
por que a majoria dos pacientes provavel-
mente apresentava mma hipergamaglobuline-
mia, pois apresentavam indices acima de
12,5 unidades. .

A leitura das reacies de Maclagan mos
tra indices patolégicos apenas em dois ca-
sos (6 e 7) pois, segunde Barceris-Go-
RINA ' a reacdo & positiva nos casos de

angiocolite e insuficiénels  hepdtica on,
ainda, na hepatite e cirrose com inflama-
¢do mesenquimal.

A observagio da Fig. 5 (casos 4, 5, 6 e
7) indica-nos {ue a reagdo intradérmica,
produzida por antigeno especifico, feito com
vermes adulios de Fasciole hepatica, & efi-
ciente, pois a reacfio foi fortemente positiva
nos quatro pacientes em que foi realizada.

A sintomatologia apresentada pelos pa-
cientes ndo fol idéntica, o que por cerio di-
ficulta o diagnéstico médico. Mas, de uma
mancira geral, podemos dizer gue, com ex-
ceciio de dois casos (6 e T), tedos os pa-
cientes se queixam de enjéo apds a inges-
1o de comidas gordas, sentem dor i pal-
pagdc do hipocdndrio direito e do epigéis-
trios alguns, sentem tonturas e dor de ca-

CASO IV CASO ¥
I’ A
- * *
’r - v ‘l
f’ "'
. ..
- \\
- iy
f’ ¥
~ i
\ ’
~ 1
\ '
H ‘
’ 4
I, :
; '
! F
i
“'s 1]
- )
h—— . H
) b
1 N '
i I, ~-~-v “
£ rs
t 7
. i
.
LN
CAS0 VI CASQ VII
-"“‘ -
- i Y
et \
H “en T
b ~ ¢ ;
(Y H Y i
! ; It £
% \\. ; Tr
7 . -~ :
3 r v e
3 + i i
- . % I
My * . 4
\ “e b 3 .
L z v ) s ’
by + (T N ’
- ; e .
et

Fig. 5 -~ Intradermo-reacfic na Fasclolose hepitica humana,

Confornoes

iniclal e final da papula — leitura depois de 29 minutos Ga injecfo
intradérmica de 0,083 m! de antigeno.
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beca (casos 4 ¢ 3). Apenas um caso {5)
apresentou febre no inicie da doenca, se-
gundo acreditamos, tendo sido tratada, na
época, como se¢ fbsse brucelose.

O namero de casos por nds estudado
ainda 6, sem divida, insuficiente para con-
seguir ‘elementos para um diagnéstico clinico
mais preciso e uniforme; a falta déstes di-
ficulta a aglo do médico que deverd, no en-
tanto, em casos suspeitos, solicitar os exa-
mes necessirios, ou seja, pesquisa de ovos
da Fasciole hepatice nas fezes, na bile e,
ainda, a reagio Intradérmica especifica,

E necessirio que as auntoridades saniiarias
tomem providéncias imediatas preventivas e
de saneamento das zonas ji infestadas.
£ preciso combater nfio 26 o caramujo irans-
missor da esquistossomose (Biomphalaria
tenagophile) como também os caramujos
transmissores das fasciolose, possivelmente a
Lymnaea sp.®, ou a Physe sp.®, anles que
ela se torne igualmente endémica.

Meios de combate — S0 muitos, desde
as medidas profiliticas ao tratamento dos
doentes, ao confinamento das reses com dis-
tomatose, queima de pastos, interdicie de
culturas de agrifio nas proximidades de pas-
tos ou currais e, até combate aos caramujos
_por meio de langa-chamas ou moluscicidas.

A escolha do moluscicida variz de acdrdo
com o tipo de foco (lagoa, represa, valeta de
‘drenagem ou irrigagio, cérrego etc.) ou
conforme os recursos de que se dispde ou,
ainda, levando em conta a preservagio dos
peixes e das préprias plantages 5 2%,

0 BaCl, e o BaCQ ;%% %8 t@&m a gran-
de vantagem de ser eletivos pois, a 150 p.p.m
e durante 48 h, eliminam totalmente da igua
apenas os caramujos. A fauna e a {lora
aquaticas sfo intelramente preservadas.
Modernamente surgiram dois  moluscicidas
de grande eficiéncia e que atuam mesmo
em doses baixissimas: Bayluscid que, utili-
zado na dosagem de 1,0 p.p.m. durante 5/6
horas, elimina totalmente os caramujos *% 20,
Frescon, liguido, 16,59, que pode ser em-
pregado na dose 0,05 p.p.m., por 24 horas,
eliminando 1009% dos caramujos *°,

As medidas propostas sflo urgentes e ina-
didveis a fim de se evitar ¢ que aconlecen
com a esquistossomose no Vale do Paraiba
{(P1izao*) onde as providéncias foram pro-
teladas por se julgar que o earamujo Aus
traforbis tenagophilus (Biomphodarie  tene-

gophile} nio era o hospedeiro intermedia-
rio e, portanlo, nfio haveria perigo de a doen-
ca se instalar no Estado ou expandir-se.
Hoje, a esguistossomose € endémica na re-
gifio.

Para o combate 3 {asciolose, OLLEREN-
sHAWS ¥ recomenda o tratamento das Areas
infestadas com moluscicidas, para reduzir a
contaminagdo dos pastos, além de trabalhos
complementares de drenagem e armazena-
mente do capim nas temporadas mais sus
ceptiveis, ‘

Deve-se nolar que, nas regifes onde os
ratos sBo numerosos, a reducio da taxa de
infestacic nfio deve ser esperada, pois os
ratos também podem ser parasitados pela
Fusciola hepatica do mesmo modo que os
hois, carneiros e o préprio homem %

O problema da fasciolose hepédtica no
Brasil tem sido ignorade completamente pelas
autoridades e olvidado inteiramente pelos
médicos e veterinirios; mas, a verdade &
gue a Distomatose hepitica ndo é mais um
problema exclusivamente econdmico e vete-
rindrio mas também essencialmente huma-
no, assumindo, portanto, real importincia e
requerendo adogio de medidas extraordina-
rias. O lade social e humano do problema
assim o exige.

RESUMO

A elevada incidéncia da Fasciole hepatica
em bovinos do Vale do Paraiba (109 ) encon-
trada por Ildeo Franga, em 1967, desper
ton-nos a atencio para a possibilidade da
ocorréneia de casos humanos nesta regifio.

Assim, em poucos meses foi possivel diag.
nosticar sete casos humanos de Fasciola he-
patica, todos autbctones do Vale do Parajba.
Anteriormente, no Brasil, apenas um caso
havia sido assinalado por Luis Rey em Mato
Grosso (1958),

Os diagnésticos foram feitos através do
encontro de ovos de  Fasciolo hepatica em
exames de fezes e reforcados pelos exames
da bile e pela reagle intradérmica a anti-
genos especificos.

Todos os pacientes referem ter residide
por algons anos em fazendas da regifio onde
freqiientemente comiam agrido {Naturtiom
officinale) e bebiam 4gua de wvaletas om
regatos,
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INQUERITO SOROLOGICO PARA O DIAGNOSTICO DE LEPTOSPIROSES

De acérdo

ENTRE CORTADORES DE CANA DE ACUCAR DE ALGUNS
MUNICIPIOS DO ESTADO DE SAC PAULO ()

LEPTOSPIROSIS AMONG SUGARCANE CUTTERS IN SAO PAULO, BRAZIL:
SEROLOGICAL INVESTIGATION

Sapurd HYARKUTAKE (2)
Marcglo OswALDO ALVARES CORrREA ()
VarL Nagpavg ()

Moacyr pa Costa Couto (3)
RoMeEU MAZZART (*)

ANINOEL PACHEOD {5}

SUMMARY

A serclogical investigation was made among sugar cane workers, to detect
the possible occurrence of leptospirosis, disease considered in other Countries
(Australia) as related with the diseases caused by the conditions of work. The
diagnostic method employed was the serumagglutination in carved China plates
with formoled antigen; the antigens were obtained from 20 different serotypes
of leplospiras. .

Tt was examined 210 samples of serum from workers of the district of Pira-
cieaba, 114 samples from Cosmopolis, 36 from Araraquara and 76 from Ling, with
a total of 436 samples; there were four positive cases in the tests of serum-~
agglutination; onde for Leptospira andomana with the title 1/400; one for L. iclero-

- haemorrhogice with the title 1/800; one positive for L. pyrogenes and L. saxkoebing,

with the title of 1/400 and one positive for L. djusimon at 1/600 and for L. fo-
vomdea at the title of 1/800. ]

In spite of the hard suwmmer during which the investigation was carried out,
the low incidence of lepiospirosis as indicated, less than 1% of samples examined
permits to affirm that there is no correlation of this occurrence of leptospirosis
and the characteristic disease related with profissional activity. .

INTRODUCAOD

com ArstoNn & DBroom?

regifio predominava guase que com exclusi-

1933 e 1934, em North Queesland, Austra-
lia, ocorreram surtos epidémicos de wma
doenga infecciosa com os caracteristicos cli-
nicos semelhantes aos da cléssica leptospiro-
se ictero-hemorrdgica ou Moléstia de Weil,
com sintomas de menor intensidade e de me-
nor gravidade; a deenga incidin em lavra-
dores de cana de agficar, pois na referida

(1} Trabalho realizado no Imnstifuto Adolfo Lutz.

vidade a cultura désse vegetal. Cotters e
Sawers em 1934 isolaram amostras de lep-
tospiras de tals pacienles, bem como de Ta-
tos capturados nas plantacbes de cana de
aghcar; Lumley em 1937 por meio do estudo
sorologico de 1ais amostras concluiu que
deis novos sorotipos de leptospiras se cons-
titulam nos agentes etiolégicos das leptospi-

{2} Da Seccfo de Parasitologla do Instituto Adolfo Lutz.

(8) Da Usina Acucareira Ester S/A — Cosmdépolis,

(2} Da Refinaria Paulista S/A — Usina Monte Alegre — Piracicaba.
(5) Da Usina Piracicaba (SBucreries Brésiliennes) — Piracicaba.
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roses que acometiam, de preferéncia, os la-
vradores de cana de agilicar, a saber: L. aus-
tralis A e L. australis B. FEsta {ltima foi
posteriormente identificada & L. pyrogenes,
enguanto a primeira passou a se denominar
simplesmente L. australis.

Em 1950, Johnson efetuou revisio sdbre
as leptospiroses observadas na Awstrdlia, ve.
rificando-se que de 47 casos atribuidos &
L. pyrogenes, 38 eram lavradores de cana
de acticar, sendo os O restantes, lavradores
dedicados a outras culturas; em 9 casos atri-
buidos & L. australis, 6 eram, lavradores de
cana de agiicar, sendo os demais lavradores
dedicados a outras atividades.

Em Queepsland do Noxte, Derrick em 1956
relatou os resultados de 219 casos de leptos
piroses ocorridos de 1951 a 1954, entre os
quais 120 pacientes eram lavradores de cana
de aglicar; em 58 casos o agente etiologico
era a L. pyrogenes, cabendo 48 casos 3
L. australis.

Doherty examinou 52 roedores captura-
dos nas plantacbes de cana de aciicar, en-
contrando  sbro-aghiinagdo positiva para L.
austrelis em 11 de 16 espécimens de R. co-
natus, dos quais O exemplares eliminavam
leptospiras pela urina. A L. pyrogenes &
transmitida por vérios roedores principal-
mente pelo R. ratrus,

A relacio entre intensidade de preeipita-
¢iio das chuvas e incidéneia das leptospiro-
ges fol patenteada 3 evidéncia nas pesquisas
de Doherty, Derrick e ouires, demonstran-
do-se inclusive que as leptospiras, elimina-
das pelos roedores — que pululam nas la-
vouras de cana de agficar — através da uri-
na, podem sobreviver no sole. Os cortado-
res de cana de aciicar apresentam numero-
sas solugbes de continuidade nas mios, bra-
gos; pernas e pés, através das-guais as lep-
tospiras podem penetrar facilmente,

Na Ausiralia, o solo das plantacBes ¢ la-
macento, cortado por numerosos canais que
conduzem 4gua, onde muitos lavradores se
infectam durante o transplante da cana, na
drenagem dos canais e na exiirpagfo das
plantas parasitas. ) corte da cana de aci-
car se inicia em maio, prolongandose até
dezembro, e nessa tarefa se engajam imi.
grantes, em sua maloria italianos,

O govérno ausiraliano conta com ins
pectores sanitarios que controlam as plan-
taghes de. cana de. agiicar para, dentre ou-
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tros intuitos, ajuizar da populagic marina;
se houver abundéncia de roedores, di-se or-
dem para que a plantagio seja incendiada
antes do corte, com os devidos cuidados,
sendo entfio possivel, queimando apenas as
fothas, destruir ou afastar os roedores e eli-
minar, através do calor, as leplospiras pre-
sentes. '

As leptospiroses das plantagbes da cana de
aclicar apresenlam come regra uwma evolu
cAo benigna ccm escassa mortalidade; o gé-
nere de trabalho executado facility 2 ocor-
réncia de pequenas lesbes cutdneas que ser-
vem de porla de entrada as leptospiras.
Existe pois nexo causal enire o tipo de tra-
balho executado e a doenga contraida, ca-
racterizando-se assim a leplospirese dos la-
vradores da cana de aglicar como moléstia
profissional, a exemplo do gue ocorre com
a leptospirose dos lavradores de arroz, com
as leptospiroses dos trabalhadores de esgdlo,
dos mineiros de carvio, veterinarios etc.

Dentro da mesma problematica e para
exemplificar, na [talia a- leptospirose ou fe-
bre dos arrozais se constitui em sério pro-
blema social econdmico, pois em um total
de 100 000 lavradores a morbilidade média
anual é de 10000 casos, segundo dados
de Basupieri? (1961), o qual informa que
a perda causada por cada caso grave de.
leptospirose € da ordem de 175000 lLiras.

‘Em 1954, Corrfa et olii® efetuaram
inquérito sorolégico entre lavradores de ar-
rozais do vale do Paraiba, examinando amos-
tras de sbro de 208 lavradores, quando en-
tio encentraram dois casos com sbro-agla-
tinagho positiva para L. canicolz ¢ outre po-
sitive para L. pyrogenes. Concluiram pela
nio existéneia da leptospirose ou febre dos
arrozais como moléstia profissional entre os
lavradores da regido onde foi efetuado o
inguérito.

Com o intuito de investigar a possivel
ocorréncia de leptospiroses entre cortadores
de cana de agilcar, efetuamos um inquérito
sorologico de cujos resultados dames contas,
a seguir,

MATERIAL E METODOS

Obtivemos amostras de sangue de corta-
dores de cana de aglicar de virios munici-
pios do Estade de S8o0 Paulo, escolhidos
dentre 0s que se dedicam com maior inten-
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sidade ao cultive daguele vegetal, a saber
os municipies de Piracicaba, Cosmdpolis,
Araraquara e Lins. As amostras de sangue
retiradas por puncio venosa eram coloca.
das em {ubos esterilizados convenientemente
identificados, e enviados & Secgo de Para-
sitologia do Laboratério Central do Institu-
to Adolfo Lutz, onde o sbro era separado
apds centrifugacio. Com o8 soros assim
obtidos foram efetuadas reaghes de aghuti-
nagio em placa de porcelana escavada, com
antigenos formolados, sendo as leituras rea-
lizadas em campo escuro, apbs duas horas
de permanéncia em estufa a 30°C, sendo o
titulo minimo diagnéstico o de 1/200.

No guadre seguinte discriminamos os soro-
tipos utilizades pela Secgfio de Parasitolo-
gia neste inguérito:

SCROTIPO Amostra padrio
L. icterohaemorrhagiae RGA
L. icterchaemorrhagioe WM 20
L. icterchasmorrhogioe N 3204
L. gripyoiyphosa Moskva V
L. canicola Hond Utrecht IV
L., pomona Pomohi
L. qustralis Ballico
L. batoviae Swart
1. sejrie M 84
L. pyrogenes Salinem
L. hyos Mitis Johnson
L. saxkoebing Mus 24
L. andamand < H 11
L. awtumnolis Akiyami A
L. djastman Djastman
L. semtot Sentot
- Lo wolffid 3703
I, jovanics Veldral Batavia
46
L. hebdamadis Pasteur

RESULTADOS E CONCLUSOES

Foram examinadas 210 amostras de sbro
de wabalhadores do municipio de Piracica-
ba, 114 amostras do municipie de Cosmé-
polis, 36 do municipio de Araraquara e 76
do municipio de Lins, perfazendo o total de
436 amostras. Foram enconirados gquatre

casos de sdro-aglutinaglo positiva, a saber:
um para L. andemane ao titule de 1/400,
e outro positive a 1/1600 para L. djesiman
e a 1/800 para L. javanica, provenientes de
Piracicaba; um para L. ictero-haemorrha-
gtae ao titulo de 1/800, proveniente de Ara-
raquara e um positivo para L. pyrogenes ¢
L. saxkoebing, ao titulo de 1/400, prove.
niente de Cosmopolis.

0 inquérito sorolégico foi cletuado em
sz maior parte no decurse de uma estia-
gem excepcional de ha muito nfo registra-
da (1964) que certamente concorren para
um indice tio baixo de incidéncia de leptos
piroses, inferior a 19 das amostras exami-
nadas. Tal indice autoriza a negar, na amos-
ira examinada, de cortadores de cana de
achicar, a.gcorrénciz de leptospirose com ca-
racteristicas de doenga correlacionada i ati-
vidade prolissional.

"RESUMO

Os autores efetuaram um ingquérite soro-
légico enire lavradores que irabalbam ne
corte de eana de aghear visande a pesegui-
sar a possivel ocorrncla de leptospiroses,
doencas que ocorrem em oulros paises como
a Australia por exemplo, com caracteristicas
de doengas relacionadas ds condigbes do tra.
balho. Como método diagndstico foi utili-
gada a séro-aglutinacio com antigeno for-
molado, em placas de porcelana escavadas,
empregando-se como antigenos 20 sorotipos
diferentes de leptospiras.

Foram examinadas 210 amestras de séro
de trabalhadores do municipio de Piracica-
ba, 114 amostras do municipio de Cosmé-
polis, 36 do municipio de Araraquara e 76
do municipio de Lins, perfazendo o total de
436 amostras; foram encontrados quatro casos -
de séro-aglutinagfio positiva: um para Leptos-
pire andaemang ao titulo de 1/400, um para
L. icterohmemorrhagice ao titulo de 1/800,
um posilivo para L. pyrogenes e L. suxkoe-
bing, ao titulo de 1/400 e um positivo para
L. djasimen a 1/1 600 ¢ para L. javanica
a 1/800.

A baixa incidéncia de leptospiroses assi-
nalada, inferior a 1% das amostras exami- -
nadas, embora o inquéritc tenha side efe-
tuade ne decurso de eshiagem excepcional
{(1964), autoriza a negar, na amosira exa-
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minada de cortadores de cana de aclicar, a
ocorréncia de leptospiroses com caracteris-
ticas de doengas correlacionadas 4 atividade
profissional.
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DETERMINATION

OF PANTOTHENATE IN PHARMACEUTICAL

PREPARATIONS (%)

DETERMINACAXO DE PANTOTENATO DE CALCIO EM MEDICAMENTOS

WALDOMIRO PREGNOLATTO {2)
fonE IRULEGUT (2)

EESUMO

Descrevemos neste trabalho um méteds simples para a dosagem de panto-
tenato de caleio, s6dio ou Acido pantoténico 'em preparados farmacéuticos.

Utilizameos a propriedade que tém os compostos acima de formarems, na hi-
drélise #cida, beta-alanina, gue € entfc cromatografada em papel circular.
O cromatograma é revelado com ninhidrina e o composto formado é eluide e de-
terminado espectrofotométricamente a 520 M COMO preconizado por Giri, Radha-

krishnam & Vaidyanathan.

Estabelecemos as condicdes ideals de hidrélise, a possibilidade de interfe-
réncia de aminoécidos presentes em preparados farmacéuticos e a coneentracio
ideal de frabalho. Fizemos, também, testes de recuperacdio.

INTRODUCTION

One of the products of the acid hydro-
lysis of calcium pantothenate is beta-alanine.
Most of the literature published on caleium
pantothenate analysis invelves purification
of the compound by means of column chro-
matography followed by hydrolysis and de.
termination of beta-alanine. Scmmarn &
WoLLisH * separated ecalcium pantothenate
followed by alkaline hydrolysis.  Yama-
cisHr & Yosuma® determinated panto.
thenates after purifieation by means of paper
chromatography and acid hydrolysis, with
ninhydrin,  Ropricues & Smva® sepa-
rated the vitaming from complex B, by
descendent chromatography and detected
each component by specifie reactions. They
studied a few solvents and found that 80%
ethanol gave the best separation, They did
not attempt, though, a quantitative determi.
nation. SicHr & Karax* deseribed a
method for the determination of pantothe.
nates using paper chromatography. Both

anthors condensated the butirelactone for-
med by acid bydrolysis of pantothenate with
hydroxylamine and separated the resulting
hydroxamic acid by paper chromatography.
Detection of this compound was achieved
with Fe(l;. Nevertheless this method invel-
ves too many steps to be suitable for row
tine laboratory work, Hussarp ez alii®
described & method for the determination of
calcium pantothenate in pharmaceutical
preparations, which is a modification of
Zappara & SmMpsoN¥s method. Column
chromatography which was used for the
separation of pantothenate from other com.
ponents of the B complex is a somewhat
painful provess and alse not suitable for
daily routine.

Our finality is to render the determina-
tion of pantothenic acid and its salts in
pharmaceutical preparations a simple me-
thod, which may be used in the daily rou-
tine of our laboratory, We find it simpler

(13 Trabalho realizade na Seclo de Quimica Bioiégicé e Espectrografia do Institute Adolfo Lutz.

2) Do Imstituto Adolfc Lutz
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to make the hydrolysis first and purify the
resulting beta-alanine by paper chromate-
graphy,

Pharmaceutical = preparations may dete-
riorate on storage and its pantothenate may
be decomposed producing beta-alanine, To
avoid any errors in the determination of
the pantothenate actually present, an aqueous
extract of sample not hydrolysed must be
chromatographed simultaneously to verify
the possible presence of any beta-alanine
resulting from decomposition of pantothe-
nate on storage. The method involves:

1) Acid hydrolisis of the mixture con-
taining pantothenate,

2) Separation of the beta-alanine for.
med by cirenlar paper chromatography.

33 " Reaction of heta-alanine with ninhy-
drin.

4} Elution and spectrophotometric de-
lermination of the compound formed.

METHOD

Reagents
E. Merck

a) Decalcium pantothenate

AG,

by Trichloroacetic acid solution -— 10%
aqueous sclution. |

c} Ethanol 80% v/v.

d) Niphydrin- selution -~ 04% p/v
ninhydrin in acetone 95% {(aquecus v/v).

e} Copper sulphate solution -— 0,029
aqueous p/v solution of CuS0,.5H.0.

f) Copper sulphate solution -~ 0,005%
p/v dilute solution e 1:4 with absolute
ethanol {prepare daily).

Determination

a) Hydrolysis — Transfer to separate
10 ml glass stoppered flasks a quantity of
samples containing 2-10 mg of caleium or
sodium pantothenate and approximately the
same quantity of pantothenate standard,
Add-0,5 ml of 10% trichloracetic acid solu-
tion per mg of pantothenate.

+*
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Stopper the flasks and let them stay at the
temperature of 90°C, in an oven. Release
the pressure within the flasks 2 few times, at
the beginning of the heating, After heating
for at least 12 hours, take the mixtures from
the oven, allow them to cool and transfer
them quantitatively into 10 ml volumetric
flasks, filtering if necessary.

b} Chromatography -~ Circular chroma-.
tography is done on Whatman paper n. 1,
40 % 40 em.  Transfer to the paper, with
micro-pipets, guantities of hydrolysed sam-
ple and standard containing 3.5-11 miecro-
grams of beta.alanine, corresponding to
approximately 10-30 micrograms of calcium
pantothenate. Transfer to the same chroma-
tograpbic paper an equivalent amount of
non hydrolysed sample. Develop the chro-
matogram with 809% ethanol, let it dry and
soak it by means of a2 brush, with 0,4%
ninhydrin. Heat the chromatogram in an
oven at exactly 65°C for 30 minutes. Eluete
the stain formed (Rf 0,77-0,83) with 4 mi
of 0,005¢ copper sulfate solution, letting the
elnest in contact with the paper, for 30 mi-
nutes. Filter and read in spectrofotometer
at 520 milimicra, setting the 1009 trans.
milance, with the eluent solution.

RESULTS AND DISCUSSION

Beer's law is followed over a suitable
working rarge for analysis of pharmaceuli-
cal preparations. It is advisable not to use
a standard curve though, but to run simul-
taneously a standard treated as for the sam-
ples, due to the small variations on the in-

~ tensity of the color resulting from variations

of - the heating temperature afier spraying
with ninhydrin.

Ten per cent trichloreacetic acid was sa-
tisfactory for hydvolysis. Beta-alanine was
completely decomposed by a final selution
of 3 N HCL after heating for 30 minutes
in an oven at 90°C.

From zll the solvents studied for the de-
velopment of the chromatogram, 809 etha-
pol gives the best results. We lried alo
butyl alcohol-acetic acidwwater (4:1:1);
40% fenol; sec. buiyl aleohol-88% formic
acid-water {75:15:10); water saturated bu-
tyl alcohol.
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Pharmaceutical preparations  containing
methionine, besides pantothenate, may be
analysed for this amino.acid by the same
method. '

The method described in this veport mea-
sures total pantothenate (d and 1 forms).

Recovering tests were made, by adding
a known amount of standard to pharmaceu-
tical preparations which did nol contain
paniothenic acid in any form. Volumes of
the hpdrolysates theoretieslly containing 11
micrograms of pantothenate were chromato-
graphed. The resulis obtaived from these
tests are given in the table below:

Amount of
Type of standard {re- Recovery
sample govered — mceg) %
Trivitamin injection 11,1 101
Liver injectlon 119 108
Liver tablet 12,0 109
vitamin and mineral 9,9
elixir 90
Muitivitamin elixir 11,0 100
11,2 4+ 0,76 102

Average

The figures given represent an average
of at least two determinations. The method
described in this report is being used in our
laboratory routine work for the last five
months,

SUMMARY

A simple method for the determination
of calcium or sodium pantothenate and pan-
tothenic acid in pharmaceutical preparations
is presented. The property of the mentioned
compounds of forming beta.alanine by a
acid hydrolysiz is used. The beta-alanine
formed is purified by paper chromatography
and detected with ninhydrin, The stain is
eluted and the absorbance measured aecord-

ing to Giri, Radhakrishram & Vaidyama-
than.  Hydrolysis conditions were studied
as well as the possible interference of other
amino-acid which may be present. Several
kinds of solvent for development of the
chromatogram were alse studied.
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PROTECAO IN VITRO CONFERIDA PELA GAMA-GLOBULINA (1)
CONTRA O VIRUS DO SARAMPO

PROTECTION “IN VITRO” BY GAMMA GLOBULIN AGAINST
THE MEASLES VIRUS

Appra RoTe ()
MARTHA IRENA MALACHOWSKA (2)
Luls FrorEnci dpE Sanies GoMEes (2)
CLELIa H., O, MaArTINEZ (2)

SUMMARY

The Q&mma globulin obtained from the ISA Laboratory was tested on conti-

nuous line of human kidney cells,

In experimental conditions the gamma globulin

showed a significant protection against measles virus, when used in doses of
0,1 mg per ml, and total protection with 0,2 or 0,3 mg per ml

INTRODUCAO

A gama.globulina tem sido usada® 23 %

% 7" como arma preventiva ou terapéutica em
numerosas infecgbes virais. Particularmente
no sarampo, é aconselhivel seu uso conjun-
tamente eom a vacinacio, tendo em vista
amenizar a infecgfo causada pelo virus va-
cinante e suas complicagBes.

_ Este trabalho feve como finalidade veri-
ficar, em culturas celulares, se a gama-glo-
bulina nacional ®) oferece protecio contra
o virus de sarampo.

MATERIAL E METODOS

A gama-globulina foi fornecida em forma
liofilizada (partida de 15-20/66) em fras-
cos contendo 250 mg de substincia. O ma-
terial {oi mantido em temperstura ambien-
te até a hora de usar,

Células — TForam escolhidas células de
rim humano (RH), linhagem continua, man-
tidas no laboratério de cultura de tecidos da
Secgiio de Virus déste Tnstituto.

Meios — Para o crescimento das células
foi usado o meic de Hanks com 20% de
gbro de vitelo e como meio de manutencio,
o de Hanks com 5% de sdro de vitelo,

Virus — Usou-se o virus sarampo, amos
tra Edmonston, ap0s 25 passagens nas cé-
lulss RH. O virus foi titulade em dilui-
¢Bes logaritmicas' comecando da  diluicie
1071, usando-se 4 tubos de células pars cada
diluigio; a temperatura de incubagio foi a
de 35°C e a leitura final fol feita apds 6-7
dias. O célculo do TCD 54, foi feito se
gundo método de Reep & MuencH* e
foi igual a 1024, '

Procedimento

A gama-globulina foi dissolvida em meio
de ‘manutengio num volume tal cuja con-
centraco final corregpondesse a 1 mg/ml

Procedemos & verificaciio de sua aclo de

trés maneiras diversas: a) inocnlamos con-
juntamente o virus mais a gama-globulina
nas células, apés 1 hora de contacto a 4°C;
b} adicionamos gama-globulina &s células
e, apbs 24 horas, inoculamos o virus; ¢} ino-

(1} ‘Erabalho rezlizadc na Seccleo de Virug Ectodermoirépicos do Imstituio Adolfc Lutz

{2) Do Instituto Adolfo Lutz.
(3} Fornecida peio Laboratdrio ISA {S. Paulo).
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culamos o virus nas células e, apds 3 horas,
adicionamos gama-globulina.

Nestes procedimentes foram utilizados seis
tubos de culturas celulares para cada uma
das diferentes quantidades de gama-globuli-
na combinadas com as diversas doses de vi-
rus utilizados. As quantidades de gama-glo-
bulina foram: 0,1; 0,2 ¢ 0,3 mg « as doses
de virus, 30; 100 e 300 TCD 304 .

Todos os tubos foram incubados a 35°C
¢ observados didriamente, A leitura final
foi feita aos 6.7 dias de incubacfe, isto 8,
quando os controles dos virus demonstravam
759 ou mais de cédulas lesadas pelo ECP
(b a ek

Além dos controles de células e das uni-
dades de virus usadas, foi controlada agama-
globulina iscladamente mnas concentragBes
usadas, para testar uma eventual acio toxica.

RESULTADOS E CONCLUSOES

Observamos que a gama-globulina adicio-
nada 3 horas apds a incculagie do virus
ndo conferiu qualquer protecio as células
contra a agio do virms. A gama.globulina
inoculada juntamente com o virus, apés 1
hora de contato a 4°C, ou quando adicio-
nada as células 24 horas antes da inocula-
¢do do viras, comportou-se da mesma ma-
neira, iste é, conferiu uma proteglio visivel
e da mesma intensidade, segundo o demons-
tra 2 tabela: '

Percentagem de protegdo dos células
pela gama globaling *

Unidades de virus,

Quantidade de gama TDC 5107,
giobulina i
mg 30 100 300
7
1 75 75 50
0.2 196 190 100
0.3 100 100 100

*  Chleule feito com média de 6 tubos,

Considerando-se 506, ou mais de prote-
¢io como dade significativo, podemos con-
cluir que a gama-globuling usada prolege
signilicativamente as células dentro das con-

120

dicbes experimentais, quando usada nas do-
sagens de 0}; 0,2 e 0,3 mg, sendo que
0,2 mg foi a menor guantidade de gama-
globulina que deu prote¢io total as células,
mesmo na presenca de 300 TCD spq de
virus de sarampo,

Em experi®neias preliminares observamos
gque 0,05 mg de gama-globuliva nfc pro
porcionou  protec@e  significativa contra g
menor dose do virus usada; por outro lado,
foi também observade que 0,4 mg de gama-
globulina ja acarretava algum efeito toxice
para as células, enquanto gue 0,5 mg da
subsldncia apresentou efeito 16xico apre-
cléved,

Estez resultados sugerem que a gama-glo-
bulina usada protege as culturas celulares
de rim humano contra a acfio de virus do
sarampo, O mecanismo da proteclio, segun-
do sugestes de varios autdres™® 7" deve
correr por conia de uma rteago antigeno-
anticorpo de neutralizagio que se processa
durante o periodo de incubagdo ow, ainda,
pelo blogueio dos receptores celulares, pela
gama-globulina ®, quande adicionada &s cé
lulas anteriormente & inoculagio do virus.

RESUMO

A gama-globulina fornecida por um labo-
ratério nasional experimentada em culturas
celulares de linhagem continna de rim hu-
mano conferiu protecio aprecidvel conira a
acio do virus do sarampo, em doses de 3,1
mg/ml, e proteciio total em doses de 0,2 ou
0,3 mg/ml
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