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ER-RATA

?ág. 8, 9 e 11: sempre que .aparecer a palavra cortatantóíde, l-ei~-se curiolantóide.

Pág, 9, I," col., li." llnha: onde se lê ... yates, leia-se Yates.

Pág. 11, 2.'" col., 26.'" linha: onde se lê ... lier-peeoirue, leia-se Herpesoirue.

Pág. 12, 2." coí., referência 7., leia-se: DOWNIE, A. W. & McCARTHY, K. - The antibody
response in man following infection with viruses of the poxgroup. IH. Antibody
response in smallpox. J. Hyg., Camb., 56:479-87, 1958.

Pág. 22, 2." coí., 8.'" linh~: onde se lê ... garantia, Iefa..se garganta.

Pág. 24: leia-se como título da f ig'ur'a : Comparação dos casos positivos e negativos em
percentagens

Pág. 30, 1.a col., 21.-a linha: onde se lê... rigidez, leia-se higidez.

Pág. 40, 2.a col., 16:" linha: onde se lê ... (quadro II)., leia-se (quadro da pág. seguinte).

Pág. 42, 1:" cot., 1:" linha: onde se lê L-triptofato, leia-se L-triptofano.

Pá.g. 43, 3.,a linha do "Summary>>, onde se lê ... casv, leia-se easy,

Pág. 43, 2.'" cOI., 7." linha: onde se lê... Transferiu, leia-se Transferir.

Pág, 66 e 67: nas legendas das figo 2 e 3, onde se lê Cromatografia, leia-se Cromatograma.

Pág. 83, 5." linha do «Summary>>' onde se lê .. , Nessler reaction or reaction ... , leia-se
Nessler reactíon or tne reaction ...

Pág. 94, na citação n.'O 163: onde se lê. .. NAZARI, leia-se MAZZARI.

Pág. 103, 1:" col., 2.'0 §, 3." linha; e 2." coí., 15." linha: onde se lê... bricromato, leia-se
bicromato.

Pág. 106, 1." col., 2,ID §, 3." linha: onde se lê ... gracial, leia_se glacial.

Pág. 114, 2." cot., 3.0 §, 2:a linha: onde se lê ... que foram encontrados, constatamos ...
leia-se ... que foram encontrados (quadro IV), constatamos ...
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CALDO-SELENITO-NOVOBIOCINA. UM MEIO DE MAIOR SELETIVIDADE
PARA O ISOLAMENTO DE SALMONELLA DE FEZES

NOVOBIOCIN-SELENITE BROTH. A MEDI UM OF IMPROVED SELECTIVITY
FOR THE ISOLATION OF SALMONELLA FROM FAECES

GIL VITAL ÁLVARES PESSÔA (1)

ETHEL SANDOVAL PEIXOTO (1)

SUMMARY

The addition of novobiocin to selenite broth (40/lg/ml) ímproved its activity
as an selective medium for the isolation of SaZmonella from faeces. Significantly
better results were obtained with the modified medium due to the reduction of
Proieus overgrowth by the antibiotic.

INTRODUÇÃO

Das enterobactérias não fermentadoras da
lactose, os Proteus estão entre os mais sen-
síveis à ação da novobiocina e as salmonelas
entre as mais resistentes à ação dêsse anti-
biótico (JEFFRIES 2). Baseado nesse fato, êsse
autor aumentou a seletividade do caldo tetra-
tionato no isolamento de salmonelas, acres-
centando a êsse meio de enriquecimento novo-
biocina na quantidade de 40 fLg/m1.

Os trabalhos de LECLERC et alii 3, 4 e
SPINA 5, sôbre o isolamento de salmo nelas de
águas poluídas, demonstraram a importância
da temperatura de incubação. LECLEHC et
alli 4 concluem que a temperatura é o fator
primordial para favorecer o crescimento de
salmonelas em meios seletivos, sendo a me-
lhor temperatura a de 43°C.

Repetindo as experiências dêsse autor, com
fezes em caldo-selenito, em banho-maria a
43°C, constatamos o crescimento exagerado
de Proteus, muito mais intenso que em caldo-
selenito a 37°C, o qual mascarava mesmo o
crescimento de outras bactérias.

Partindo dessas observações, foi feito es-
tudo comparativo entre caldo-selenito com
novobiocina, a 37°C e 43°C, e caldo-selenito
a 37°C.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizados os meios de cultura:

a) Caldo-selenito (Bacto Selenite Broth
Difco B275), preparado de acôrdo com as
especificações do fabricante, ao qual foi adi-
cionado novobiocina 2 (sal cálcico contendo
970 mgj g), na concentração de 40 ,ug/m1.
O antibiótico foi adicionado ao caldo resfria-
do. O meio foi distribuído em tubos de
20x200 mm, 20 ml por tubo, e conservado
em refrigerador.

b) Caldo-selenito (Bacto Selenite Broth
Difco B275).

c) Meio de Krístensen (Brilliant Green
Agar Modified, Oxoid CM 329), preparado
de acôrdo com as especificações do fabri-
cante.

d) Meio de Holth-Harris & Teague
(HHT), modificado:

Extrato de carne
Peptona .
Cio reto de sódio .
Lactose .
Sacarose .
Eosina amarela .
Azul de metileno .
Agar .
Água .

pH = 7,6

(1) Do Instituto Adolfo Lutz.
(2) Fornecída pelo Laboratório Upjohn Produtos Farmacêuticos Ltda.

5 g
10 g
5 g
5 g
5 g

3,99 g
0,05 g
20 g

1000 ml

1
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I I 364 56

I 420

37°C 1 420I (337,0)* (83,0)
I I-~--I [---- --_.-1- 273 I 101I

43°C I (300,0) ! (74,0) 374

I374 Total 637 157I 794
I

Foram semeadas aproximadamente 0,5-
1,0 g de fezes para 10-20 ml de meio, em
um tubo de caldo selenito e em dois tubos
de caldo-selenito-novobiocina. Um dos tubos
com caldo-seIenito-novobiocina foi incubado
a 43°C, durante 18-24 horas, e os dois outros
foram incubados a 37°C durante 18 a 24
horas.

Com bastão em L, foi semeada uma amos-
tra de cada tubo, primeiramente em placa de
Krístensen e, a seguir, com o mesmo bastão,
em placa de HHT. Após incubação a 37"C,
foram isoladas no máximo 10 colônias sus-
peitas de cada placa.

RESULTADOS

Os resultados estão relacionados no qua-
dro I:

QUADRO I

Freqüência de co16nias de enterobactêrias isoladas
a partir de caldo selenito simples e ctüâo-eelenito-

novobiocina, em relação à tem-peratwra de
incubação.

Meio

Total

Identificação

I proteUB! OutrasSalmo-
nella

Selenito
37°C I

131 I 156 .
(252,7)' (62,4) I

-36-4--1--1-9-1--
3
-
7
-

(272,9) (67,9), (79,8)
I

-- 1 __ -

389102
(73,9)

Selerríto-
novobiocina

37°C

Selenito- I 273 15 86
novobiocina (242,4) I' (60,3) (71,3)

__ 43°C _1 1 I

I
ITotal 768 I 190 225 1.183

I
* Os números entre parênteses referem-se à fre-

qüência esperada.

Com referência ao isolamento de salmo-
nelas, verificou-se um aumento significativo
do número de colônias suspeitas isoladas;
assim, a partir do caldo-selenito-novobiocina,
a proporção foi de 364 para 420 colônias
suspeitas a 37°C e de 273 para 374 a 43°C,

2

enquanto que a partir do caldo-selenito a
37"C foi de 131 para 389. O isolamento de
Proteus foi significantemente reduzido, pois
para o caldo-selenito-novobiocina a proporção
foi de 19 para 420 a 37°C e 15 para 374 a
43°C, enquanto que a partir do caldo sele-
nito foram obtidas 156 colônias para 389 sus-
peitas. Com referência ao isolamento de
outras colônias suspeitas isoladas (não Ier-
mentadoras da lactose), verificou-se signifi-
cativa redução; a partir do caldo-selenito-
novobiocina a proporção foi de 37 para 420
a 37°C, de 86 para 374 a 43°C, enquanto
que a partir do caldo-selenito a 37°C foi de
102 para 389.
Mediante procedimento estatístico adequa-

do, podemos concluir que a variação obser-
vada no isolamento de salmonelas é signifi-
cativa e que, portanto, existe estreita relação
entre o meio testado e o isolamento de co-
lônias supeitas (X2 = 338,63).

A influência das temperaturas de incu-
bação (37°C e 43'oC), no isolamento de sal-
monelas é mostrada no quadro lI.

QUADRO II

Freqüência de colônias de Salmo nelas e de ou-
tras colônias suspeitas, isoladas, a· partir de cal-
do-selenito-novobiocina, em relação às tempera-

turas de incMbação.

Temperatura
COlônias suspeitas

Salmonella Outras Total

* Os números entre parênteses referem-se à fre-
qüência esperada.

Houve variação significante (X2 = 2,3,22),
que demonstrou que a temperatura de 43°C
é prejudicial ao isolamento de salmonelas de
fezes, com os meios utilizados.

DISCUSSÃO E CONCLUSõES

A inspeção dos dados obtidos (quadro I)
demonstra evidente ação inibidora da no-
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vobiocina no crescimento de Proteus. O con-
comitante aumento do isolamento de salmo-
nelas corroborou a hipótese de BUTTIAUX et
alli 1 de que "o desenvolvimento de Proteus
num meio de enriquecimento inibe e até
mesmo suprime o de salmonela".

Com referência à influência da temperatu-
ra, os resultados obtidos diferem dos de
LECLERC 4, no isolamento de salmonelas de
águas poluídas. Poder-se-ia explicar tal
comportamento, além da diversidade do ma-
terial em estudo, pela ação favorecedora da
temperatura no crescimento competitivo de
outras enterobactérias.
Obviamente, tendo em vista os resultados

obtidos, deve ser indicado o emprêgo do cal-
do-selenito-novobiocina para isolamento de
salmonelas em coproculturas.

RESUMO

A adição de novobiocina ao caldo-selcnito
(40 ,ugjml) determinou o aumento de sua
atividade seletiva no isolamento de Salmo-
nelas a partir de fezes. Obtivemos resulta-
dos significativamente melhores devido à re-
dução do crescimento de Proteus pelo anti-
biótico.
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SUMMARY

In 332 specimens of materials from suspected smallpox cases collected by
the Smallpox Erradication Campaign between June 1967 and August 1970, virus
cultures, electron mícroscopy, detection of viral antígen and serologic tests were
done for etiological diagnoses purposes.

One hundred and seventy seven samples or 53.6% were positive for smallpox
ín chorioallantoic membrane and/or tis sue cultures methods.

Ten smallpox strains were ídentified as variola minor or alastrim.
One hundred and ninety two samples were studied simutaneously by virus

culture methods and electron microscopy with 89% of identical results.
Three hundred and seven samples inoculated in the chorioallantoic membrane

of hen egg's and human kidney tissue cultures line showed 92% identical results
The statistical analysis showed no significant diference between the two

methods of virus culture and also between theses two methods and electron
microscopy.

Only 4 out of 56 samples of blood showed titres suggesting recent poxvirus
infection trough hemaglutination inibition and complement fixation tests.

The clinical and epidemiologycal diagnoses of smallpox was correlated with
etiological laboratory results.

INTRODUÇÃO

A varíola, infecção conhecida há séculos,
ainda hoje apresenta, em cêrca de 10-20% dos
casos, dificuldades de diagnóstico clínico-
epidemiológico. Nos países onde a varíola
raramente ocorre, é óbvio que a grande maio-
ria dos clínicos e epidemiologistas não está
atenta para o diagnóstico desta infecção; por
outro lado, nos lugares em que ela é endê-
mica não é raro ocorrerem surtos paralelos
de varicela, confundindo o quadro clínico-
epidemiológico. É simples fazer o diagnós-
tico da varíola quando o quadro clínico se
apresenta igualou semelhante àquele que
se convencionou classificar como "clássico"
ou típico da varíola; entretanto, existe difi-

cuida de de diagnóstico quando nos defron-
tamos com casos não usuais ou ainda rnodi-
ficados principalmente pela vacinação anti-
variólica prévia com pega. Segundo Dixon,
a varíola, seja ela major ou minar, pode apre-
sentar uma série de nove quadros clínicos di-
ferentes, variando desde a varíola purpúrica,
até a "sine eruptione", sem que, entretanto,
a maioria dos tipos se afaste daquele que
se convencionou classificar como clássico. Em
nosso país é comum observar, durante um
surto epidêmico, vários tipos clínicos da va-
ríola com predominância do tipo VI de
DrXON 15. É óbvio quc, seja qual fôr o tipo
clínico que se manifeste, o isolamento e as
medidas epidemiológicas devem ser impostas.

(1) Diretor do SerViço de Virologia do Instituto Adolfo Lutz.
(2) Do Instituto Adolro Lutz.
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Nos países onde a varíola não é endêmica,
e naqueles em qúe se propõe sua erra dica-
ção, como é o nosso caso, a confirmação etio-
lógica através dos exames virológicos espe-
cializados é de suma importância sob os mais
variados aspectos da saúde pública. Neste
particular, nosso laboratório vem há alguns
anos colaborando com a Organização Pan-
Americana de Saúde e o Govêrno Federal,
realizando diagnósticos etiológicos das in-
fecções por vírus que causam exantemas.

Apresentamos neste trabalho os dados obti-
dos com os exames dos materiais proceden-
tes de várias regiões do país, através da Cam-
panha de Erradicação da Varíola, e evidên-
cias laboratoriais do tipo de vírus da Varíola
que grassou em nosso meio, bem como co-
mentários de interêsse sôbre o trabalho de-
senvolvido.

MATERIAL E MÉTODOS

O material que chega regularmente ao Ser-
viço de Virologia é constituído, na maioria
das vêzes, por 2 a 4 lâminas bacteriológicas
com esfregaço de vésico-pústulas e por cros-
tas de lesões em latas de metal tipo "vaseli-
na" ou em tubos de vidro fechados com rô-
lhas de cortiça. Raramente recebemos capi-
lares ou vidros tipo "penicilina" com con-
teúdo de vésico-pústulas, Todos os materiais
sem exceção chegaram através do correio
aéreo ou não, sem qualquer refrigeração, acon-
dicionados em invólucros apropriados cedidos
pela Campanha de Erradicação da Varíola,
ou ainda em caixas improvisadas de madei-
ra ou de papelão. Geralmente o material vem
acompanhado de ficha com dados clínico-
epidemiológicos, pessoais, do local de origem
e suspeita diagnóstica.

Imediatamente após sua chegada ao la-
boratório, abertos os invólucros e verifica-
das suas condições, os materiais eram regis-
trados em série numérica e de acôrdo com
a quantidade de material recebido de cada
caso, separava-se parte destinada ao labora-
tório de microscopia eletrônica e o restan-
te, de acôrdo com sua natureza, era suspen-
so e/ou macerado em 0,5-1,0 ml de solução
fisiológica tamponada (PBS, pH 7,2)
acrescido de antibióticos (2.000 U Peno +
350 y de Estreptomicina), controlados em
meios bacteriológicos e conservados em tem-
peratura de -27°C até o momento da feitu-
ra dos exames.

6

T écnicas Viro lógicas : Cultivo e Identificação

As inoculações para a tentativa do isola-
mento do vírus foram feitas em membrana
corioalantóide de ovos embrionados de ga-
linha de 11-12 dias de incubação e/ou em
cultura celular contínua de rim humano
(RH), original de Ness Ziona, Israel, de
acôrdo com a disponibilidade dos meios de
cultivo. A técnica de inoculaçâo em ovos
embrionados foi a usual (WHO), e a quan-
tidade inoculada nos meios foi sempre de
0,1 ml. O número de ovos inoculados foi
de 4-6, e de 3-4 o de tubos de culturas ce-
lulares, para cada material. Os meios ino-
culados foram incubados a 36°C; os ovos
foram abertos após 72 horas de incubação.
a membrana corioalantóide excisada e colo-
cada em placa de Petri contendo solução fi-
siológica tamponada e examinada com luz
incidente contra fundo escuro. Observaram-
se as culturas celulares diàriamente para a
verificação ou não da presença do efeito
citopático até 7-8 dias após a inoculação.

A identificação do vírus em membrana
corioalantóide foi feita pelo aspecto macros-
cópico e características morfológicas das le-
sões 6 verificando-se crescimento confluente ..
realizávamos passagens seriadas com dilui-
ções do vírus até obtermos lesões isoladas
de aspecto típico. Se os caracteres morfoló-
gicos não exibissem tipicidade, procedíamos
à identificação de grupo através da reação
de hemaglutinação com hemácias de galinha
previamente selecionadas. A identificação do
vírus nos sistemas celulares também foi feita
pelo caráter de efeito citopático quando as
lesões ou focos eram isolados; porém, quando
o crescimento era total, procedíamos às pas-
sagens seriadas com diluições de vírus iso-
lado. Se ainda persistisse qualquer dúvida
com relação ao agente isolado, realizávamos a
reação de hemadsorção com hemácias de ga-
linha também previamente seleciona das, para
identificá-lo (grupo).

Microscopia Eletrônica

Os exames feitos pela microscopia eletrô-
nica consistiram em colorações do material
pelo método do contraste negativo pelo ácido
fosfotúngstico (PTA) e pesquisa microscópi-
ca exaustiva para visualizaçâo do corpús-
culo elementar do vírus 4. No mínimo 2-3
grades de cada material eram examinadas.
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Dijusão em Ágar

--------- .._------

Na dependência da quantidade de material
da amostra recebida, realizávamos também
a prova da dupla difusão em ágar para de-
monstrar o antígeno viral !''. A leitura final
da reação foi feita em 18-24. horas e o sôro
hiperimune antivacínico foi por nós prepa-
rado segundo a técnica usual. Foram sem-
pre incluídos no teste contrôles positivos já
conhecidos e sôro de coelho normal. O re-
sultado só era considerado positivo de gru-
po quando uma linha de precipitação do des-
conhecido unia-se ou fundia-se com uma li-
nha do contrôle positivo e os contrôles nega-
tivos não exibiam qualquer linha de precipi-
tação.

Em certo número de soros recebidos em
condições de serem manipulados, realizaram-
se reações de fixação de complemento e ini-
bição da hemaglutinação para dosagens de
anticorpos específicos de grupo pela micro-
técnica de rotina usada em nosso labora-
tório 12.

Identijicação do Tipo de Vírus

Todos os vírus isolados foram sistemàti-
camente guardados em refrigerador a -70°C
algumas amostras foram seleciona das para a
prova de identificação do tipo de vírus da
varíola; a técnica usada foi a descrita por
NIZAMUDIN& DUMBELL1", que consiste em
comparar o crescimento ou a inibição do vírus
à temperatura de 35°C e 38,5°C.

RESULTADOS

No período de Junho de 1967 a Agôsto de
1970 recebemos amostras de materiais sus-
peitos de varíola que puderam ser examina-
dos por alguns métodos laboratoriais para a
confirmação etiológica do diagnóstico clíni-
co-epidemiológico da varíola. Do total de 332
materiais provenientes de várias Unidades da
Federação, 177 resultaram positivas para va-
ríola, correspondendo a 53,6% de positivi-
dade no material estudado (Quadio I).

Das cinco Unidades da Federação tivemos
materiais representativos de quatro, nas quais
despistamos casos positivos de varíola com
comprovação etiológica no laboratório. Com
base nestes resultados podemos afirmar que

MateTiais que pudeTam ser trabalhados e diagnos-
ticados p01' me'io de isolamento e 'identificação do
vín,s, recebidos através da Ca-mpanha da Errtuii-

cação da Varíola, de junho de 1967 até
ag6sto de 1970

Sul

00 tn

'" '" o «l
ades da 'C h .;:; '"~Estados "'-' h o
Ieracão 00 .., ro'Cº o 'U;

~ ~ o o.«l
p.. '"

Maranhão 1 O
Ceará 5 4

este Rio Grande elo Norte 2 (J

Par alba 4 3
Perriambuco 4 O
Alagoas 3 2
Minas Gerais 50 31

ste Rio de Janeiro 3 O
São' Paulo 98 43
Paraná 17 13
Rio Grande do Sul 70 42

ro-ocste Distrito Federal 29 11
Goiás 29 20

proce-
neta 17 8

-

332 177
53,6%.

.-----

Unid
Fea

Nord

Sude

Cent

Sem
dê

a infecção variólica grassou durante o perío-
do acima citado, pràticamente em todo o país.

Foram realizadas em dez cepas de vírus
isolados de diferentes regiões do Brasil as
provas do crescimento ou inibição do cresci-
mento do vírus da varíola em temperaturas
de 35°C e 38,5°C. Dos resultados do qua-
dro H, verificamos que houve nítida inibi-
ção do crescimento dos vírus usados no ex-
perimento, na realidade 100% de inibição,
quando foram incubados a temperatura de
38,5°C. A cepa padrão do vírus da varíola
major, cepa Harvey, demonstrou, a 38,5°(,
relativa inibição do crescimento evidenciada
pela diminuição do número de lesões e ainda
apresentou discreta diferença morfológica em
relação ao seu crescimento típico à tempera-
tura de 35°C. Todos os vírus autoctones usa-
dos neste experimento tiveram comportamen-
to segundo o teste da temperatura como cepas
de varíola minor ou alastrim, Comportamen-
to semelhante aos vírus usados foi também
verificado com a cêpa Butler, padrão repre-
sentativo da varíola minor. Obviamente, de
acôrdo com os resultados, podemos afirmar,
generalizando, que durante o período estuda-
do os casos clínicos de varíola corrcsponde-
ram etiolàgicamente aos de varíola minor ou
alastrim,
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QUADRO II

-- ----~---------

ReS1lltados de 10 cepas submetidas a prova de
temperaturo. para distinção entre varíola major'

e 11Ii.n,ar.

I

Procedência I
N.o de lesões na Mel\'

Amostra após 72 horas
N.IO

I
35'oC a 38,5°C

1561 Par a iba 137 - 105 O - O
> 200 > 200 O - O

1571 Alagoas > 200 > 200 O - O
185 > 200 O - M

1600 Ceará > 200 > 200 O - O
150 180 O - M

1fi27 Goiás > 200 > 200 O - O
200 M O - M

1642 Distrito 80 - 68 O - O
Federal > 200 - 25sc O - O

1725 Brasília 100 - 75 O - O
85 - 200 O - M

Harvey Inglaterra 150 > 200 42 - 57
> 200 170 10sc 18sc

Butler I Inglaterra > 200 120 O - O
> 200 150 O - O

2581 Paraná 125 > 200 O - O
160 > 200 O - O

3159 iVI. Gerais 130 90 O - O
70 150 O - O

3166 R. Grande 60 - 110 O - O
do Sul 150 > 200 O - O

3199 S. Paulo 50 - 35 O - O
42 29 O - O

Harvey Inglaterra i 50so 35sc 30 - 78C

I 100 > 200 138C M
I

Butler

I

> 200 120 O - O
85 M O - O

~-~,---- ---------- - _._~-------
> 200 ~ confluente

sc ~ semíconrtuente
O ~ ausência de lesões
M '= morte.

192 materiais suspeitos de varíola foram
estudados simultâneamente pela microscopia
eletrônica e por cultivo do vírus em mem-
brana corioalantóide e/ou cultura contínua de
células de rim humano. 97 materiais resul-
taram positivos para varíola nos meios de
cultivo para o vírus, correspondendo pràtioa-

8

mente a 50% de positividade nos materiais
estudados. Em microscopia eletrônica tive-
mos 88 materiais positivos ou seja pràtica-
mente 46% de material estudado. A concor-
dância nos dois métodos foi de 89% porque,
seis materiais foram positivos em mícrosco-
pia eletrônica e negativos em membrana co-
rioalantóide e/ou sistema celular, por outro
lado 15 materiais foram positivos em culti-
vo porém foram negativos em rnicroscopia
eletrônica. Os resultados dêste experimento
estão demonstrados no Quadro lU; o tra-
tamento estatístico demonstrou não haver di-
ferença significativa entre os métodos em
relação ao diagnóstico etiológico da varíola.
O teste usado foi "x?", com correção de Yates,
obteve-se um valor de x2 = 0,66 com um
grau de liberdade que seria estatisticamente
significativo somente a um nível de P = 50%.

QUADRO III

Resultados obtidos pela microscopio. eletrõnicu
e cul.tviro em membrana corialantóide e/ou

cultura cetuiar (RH).

Resultado
<,

<, + - Total-,

Prova
,

ME

I
88 104 192

(92,5) (99,5)

MCA e/ou 97 95 192
CT (92,5)

I
(99,5)

Total __ L~_5 ~9 __ 1~__~~:_~~_
x' ~ 0,66
df ~ 1
(N."') ~ freqüências teóricas.
ME ~ microscopia eletrônica.
MCA ~ membrana corialantóic1e
CT ~ cultura de tecidos.

307 materrais suspeitos de varíola foram
inoculados em membrana corioalantóide de
ovos embrionados de galinha e em cultura
contínua de células de rim humano para tes-
tar a sensibilidade dos dois meios de cultivo
para o vírus da varíola. Os resultados estão
ilustrados na quadro IV. 170 materiais fo-
ram positivos em membrana corioalantóide
correspondendo a 55,3'% de positividade no
material estudado. 156 materiais foram po-
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SltlVOSem cultura celular correspondendo a
50,8'% de positividade. As diferenças de da-
dos obtidos nos dois métodos quando anali-
zados sob o ponto de vista estatístico, não
demonstraram ser significativas. O teste usa-
do foi o "x2" com correção de yates. Obte-
ve-se um valor de "x?" = 1,10 com um grau
de liberdade, nêste caso só haveria signifi-
cância estatística a um nível de P = 30%.

QUADRO IV

Resultados obtidos pelos métodos de cultivo em
membrana corialantóide e linhagem continua de

células de rim humano (RH)

Total+

CT

137
(144)

156
(163)

151
(144)

307

307170
(163)

MCA

Total 614326 288

x2 = 1,10
df = 1
(N.oS) = freqüências teóricas
MCA = membrana cortotantótdc
CT = cultura de tecidos.

Apenas 56 amostras de sangue chegaram
ao nosso laboratório em condições de serem
trabalhadas e, destas, sômente 8 vieram acom-
panhadas de fichas completas, contendo dados
informativos de valor. Das 56 amostras, sõ-
mente 4 tiveram títulos iguais ou acima de
1: 10 em fixação de complemento, e sàmente
uma teve título de 1 :160 em inibição da he-
maglutinação. Em tôdas as amostras posi-
tivas para inibição da hemaglutinação, o tí-
tulo foi de 1:10 ou 1 :20. De nenhum caso
recebemos a 2." amostra para verificação do
aumento ou não significante do título. De
acôrdo com o critério dos autores inglêses 1,

generalizando, podemos afirmar que sômente
quatro amostras examinadas correspondiam
a uma infecção atual ou recente pelo poxví-
rus, isto porque em um caso o título de ini-
bição da hemaglutinação de 1: 160 corres-
pondeu a um título de fixação de comple-
mento de 1 :40.

Em relação às provas de dupla difusão em
ágar para demonstração da presença do an-
tígeno viral, realizamos sõmente 18 provas em
virtude da exigüidade do material recebido.
A experiência que tivemos em 1967 (Luís
Florêncio de SalIes Gomes e John Noble Jr.) ,
de que há necessidade de no mínimo 10-12
crostas maceradas de varíola minor para obter-
mos resultados positivos nesta prova, impediu
a realização de maior número de testes. Do
total de 18 provas, 16 exibiram resultados
concordantes quando relacionados com o cul-
tivo do vírus; dos 8 materiais que foram
positivos para difusão em ágar, 6 eram cons-
tituídos por crostas e 2 por esfregaços de con-
teúdo de lesões em lâminas; dos 10 negati-
vos, 9 eram crostas e 1 esfregaço de conteúdo
de lesões em lâminas.

QUADRO V

Varíola no laboratório
Diagnóstico

clinico-epidemio!ógico I PosítividadeCasos

a) Varíola 122 88'

b) Não é varíola 25 1

c) Duvidoso 28 12
----------- --------~----------------
" 3 casos de Vacínia generalizada.

QVADRO VI

Dados compal'ativos entre os resultados obtidos
pelo diagnóstico clínico e do Iaborutório

__ o

<; DL~
"" + - Total<,

<,

DC "<,

".
+ 88 34 122

- 1 24 25

Total 58 14789

x2 = 29,25
df = 1
P < 0,001
DL = diagnóstico laborutortal
De = diagnóstico clínicO
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Em -175 casos clínicos, relacionando os 1C-

sulatdos etiológicos com as três alternativas
diagnósticas contidas nas fichas clínico-epi-
demiológicas a saber: varíola; não é varíola
e "duvidoso", quadros V e VI, eliminando
os 28 'casos classificados como "duvidosos"
para o estudo estatístico, podemos concluir
que os diagnósticos clínico e etiológico dife-
rem significativamente quanto à proporção
de casos positivos em laboratório. O teste
usado foi o das mudanças de McNemar, obte-
ve-se um valor de x2 = 29,25 com um grau
de liberdade, portanto uma probalidade de
p < 0,001, o que quer dizer que o valor
encontrado é altamente significativo,

COMENTÁRIOS

Com exceção da Região Norte do país,
foram examinados materiais procedentes de
tôdas as Unidades da Federação; 53% re-
sultaram positivos para varíola. Com base
nos estudos etiológicos, verificamos que a in-
fecção grassou pràticamente em todos os re-
cantos do país.

Sob o ponto de vista clínico-epidemioló-
gico êste fato é sobejamente conhecido; en-
tretanto, reafirmamos a verificação, com a
comprovação etiológica pelo fato de ainda
existir em nosso meio certa "crença" de que
determinadas zonas são isentas da varíola,
ocorrendo sômente casos de "varicela". Ora,
êste êrro é muitas vêzes determinado pelo
desconhecimento do polimorfismo do quadro
clínico da varíola c motivado ainda mais
pela ocorrência entre nós de grande número
de casos benígnos, classificados como tipos
6, 7 e 8 de Dixon l5.

É comum ouvirmos, em assuntos referen-
tes à varíola, a afirmação de que em nosso
país não existe varíola e sim alastrim. Ora,
a verdade é que o alastrim é nome regional
da varíola minor. Epidemiolàgicamente, é
considerado uma variante estável do vírus
da varíola major, causando uma entidade
nosológica, muito afim, somente distinguível
através dos dados epidemiológicos e de testes
laboratoriais 5.

Na literatura nacional, existe uma refe-
rência de CLAUSELL2, no Rio Grande do
Sul, que publicou um estudo com bases epi-
pemiológicas e laboratoriais afirmando que
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seis cepas de vírus por êle isolados foram
diagnostieadas como varíola major. Por ou-
tro lado, DOWNIE8 e NOBLEJR- e col. H 1968
estudando materiais colhidos em São Paulo
no Hospital Emílio Ribas, e BRICENO-RosSI",
na Venezuela, trabalhando com materiais de
indígenas da fronteira com o Brasil, con-
cluiram que tôdas as tepas por êles isoladas
eram de varíola mino r ou alastrim,

Ainda, sob o ponto de vista clínico-epi-
demiológico, há em nosso país a descrição da
epidemia ocorrida em 1926 no Rio de Ja-
neiro, com um índice de letalidade de 45,12%
(COUTülHO3) ; portanto sob êsse aspecto não
há dúvidas de que o agente etiológieo em ques-
tão foi a varíola major. CLAUSELL2 sugere que,
devido aos índices de letalidade de 8,5 e 5,6%,
houve possibilidade de, no Rio Grande do
Sul, em 1960 c 1961, ter havido etiologia
mista, isto é, varíola minor e major. Pa-
rece-nos, entretanto, que a ocorrência mais
freqüente é a de surtos paralelos de vírus
diferentes como a varíola e a varicela, ou
ainda, quando um vírus é introduzido arti-
ficialmente, como é o caso da vacinação an-
tivariólica.

Das cepas por nós estudadas em tempera-
tura de 35°C e 38,5°C, nenhuma pôde ser
classificada como varíola major, isto é, todos
os vírus comportaram-se no teste da tempe-
ratura como varíola minor ou alastrim. Usan-
do um termômetro que demonstrava variações
de décimos de grau, embora não possuísse-
mos um registrador que demonstrasse essas
variações, a validade de nossos experimentos
não pode ser contestada porque introduzimos
no teste as duas amostras padrão dos vírus
da varíola. O contrôle interno do experi-
mento afasta qualquer dúvida da veracidade
dos resultados.

Êstes resultados ainda são consuhstancia-
dos pelos Índices de letalidade apresentados
nos relatórios da Campanha de Erradicação
da Varíola, índices que são compatíveis com
os da varíola minor ou alastrim.

Seria interessante ainda ressaltar que o
teste de diferenciação pela temperatura, en-
tre varíola major c minor, segundo os auto-
res inglêses, é válido para as amostras de va-
ríola procedentes da Holanda, Inglaterra c
América do Sul e pode dar resultados equí-
YOCOS com as amostras do Leste da África n.
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É óbvio que existe um interêsse imediato
em verificar durante o início de um surto
de varíola qual o vírus responsável, devido
à alta mortalidade pela varíola major em
contraste com a baixa mortalidade pela va-
ríola minor.

Em relação aos dados da microscopia ele-
trônica, merece algum comentário o fato de
seis materiais serem positivos para poxvírus
em microscopia eletrônica e negativos em
membrana corioalantóide e/ou cultura celu-
lar. Poderíamos imediatamente interpretar
êste achado como normal, isto é, partículas
de vírus encontradas na microscopia porém
não viáveis, daí a falha no cultivo do mate-
rial. Porém, deve ser lembrado que é pos-
sível isolar poxvírus a partir de crostas em
temperatura ambiente por mais de doze
meses 9.

Um êrro na caracterização do vírus na
microscopia também não parece aceitável, de-
vido à experiência dos microscopistas e ao
achado constante de mais de uma partícula
no mesmo material para a conclusão diagnós-
tica. Outra explicação seria provàvelmente
determinada pela escassez do material ino-
culado nos meios de cultivo, tendo em vista
que a relação partícula/infectividade em mem-
brana é de 6:1-10:111.

A concordância obtida com os dois mé-
todos de 89% pode ser considerada como boa
se levarmos em consideração o fato de que
os materiais examinados não foram colhidos
por especialistas. Ainda, os materiais não
eram uniformes, eram constituídos na maioria
por crostas e esfregaços de vésico-pústulas em
lâminas e chegavam ao laboratório com al-
guns dias cm temperatura ambiente sem qual-
quer tipo de refrigeração. Apesar dêstes
problemas, o estudo estatístico dos resulta-
dos não revelou diferença significante entre
os métodos.

Temos tido, nos últimos cinco anos, vasta
experiência demonstrando que, quando o ma-
terial é colhido em condições técnicas ideais,
seja nas fases vesicular, pustular ou de cros-
tas, os resultados têm sido pràticamente de
100% de concordância. Índices de alta con-
cordância por êstes métodos são citados por
CRUICKSHANK, BEDSON & WATSON4 e por
NOBLE ]R. et alii H. A microscopia eletrô-
nica é extremamente util para o diagnóstico
de grupo no caso dos poxvírus, podendo for-

-- -- --- --- ------- ---

necer o resultado em menos de uma hora e,
por outro lado, pode ainda detectar infecções
pelos herpesvírus, dando informações também
imediatas para a orientação das medidas pre-
ventivas cabíveis.

Os resultados obtidos com as inoculações
em membrana corialantõide e cultura ce-
lular contínua de rim humano indica ser in-
diferente o uso de um ou ou outro meio para
as tentativas de diagnóstico e isolamento do
vírus da varíola, qualquer que seja o mate-
rial recebido. Evidentemente, a cultura ce-
lular substituirá o ôvo embrionado de galinha
quando não dispuzermos de fornecimento
constante de ovos ou não tivermos ovos com
tempo de incubação apropriado para as ino-
culações, Deve ser também levado em con-
sideração que o Hcrpesoirus hominis, de ori-
gem genital, pode causar lesões semelhantes
às de varíola na membrana corioalantóide, di-
ficultando a identificação macroscópica do
vírus porém, nestas membranas sempre en-
contramos lesões características dos herpes-
vírus. No sistema celular usado - linhagem
contínua de células de rim humano - jamais
tivemos com o herpes vírus hominis um efei-
to citopático semelhante ao produzido pelo
vírus da varíola.

Em relação ao diagnóstico clínico-epi-
demiológico contido nas fichas, é prová-
vel que, com a evolução clínica da in-
fecção, parte dêstes casos estudados tiveram
seu diagnóstico clínico reavaliado. Obvia-
mente, em vista dos resultados devemos insis-
tir da necessidade de comprovação laborato-
rial .dos casos clinicamente evidentes ou sus-
peitos de varíola. Atualmente, num país on-
de se caminha para a erradicaçãoda varíola,
não se pod- admitir qualquer relaxamento
ou descaso nas medidas de contrôle e de diag-
nóstico clínico e etiológico dos casos suspei-
tos ou duvidosos desta infecção.

RESUMO

Com 332 materiais suspeitos de varíola,
encaminhados ao Inst. Adolfo Lutz através
da Campanha de Erradicaçâo da Varíola no
período de junho de 1967 a agôsto de 1970,
foram realizadas provas de cultivo do vírus,
pesquisa direta em rnicroscopia eletrônica,
pesquisa do antígeno solúvel viral e reações
sorológicas para detectar anticorpo específico
de grupo, no sentido de estabelecer o diag-
nóstico etiológico da infecção.
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4. CRUICKSHANK, J. G.; BEDSON, H. S. &
WATSON, B. H. - Electron microscopy
in the rapid diagnosís of srnal lpox.
Lancet , 2(1) :527-30, 1966.

177 materrais ou 53,6% resultaram posi-
tivos para varíola nos meios de cultivo.

Dez cepas do vírus da varíola foram iden-
tificadas no teste da temperatura como cepas
de varíola minor ou alastrim.

192 materiais foram estudados simultânea-
mente em meios de cultivo e em microsco-
pia eletrônica. 89% dos resultados foram
concordantes.

307 materiais foram inoculados em mem-
brana corioalantóide de ovos emhrionados de
galinha e em cultura contínua de células de
rim humano. Houve concordância de 92%
nos resultados.

O estudo estatístico revelou não haver di-
ferença significante entre os dois métodos de
cultivo do vírus e entre o cultivo do vírus e a
microscopia eletrônica.
Foram realizadas ainda, as reações de ini-

bição da hemaglutinação e fixação do com-
plemento em 56 amostras de sangue, sôrnen-
te quatro demonstraram títulos que sugeriam
uma infecção recente pelos poxvirus.
De 18 materiais foram feitas a reação de

dupla difusão em ágar para detectar antígeno
solúvel viral, 16 reações exibiram resultados
concordantes quando relacionados com o cul-
tivo do vírus.

Foi relacionado o diagnóstico clínico-epi-
demiológico da varíola com os resultados ob-
tidos em laboratório.
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RESÍDUOS DE PESTICIDAS CLORADOS EM LEITE CONSUMIDO
EM SÃO PAULO (1)

CHLORINATED PESTIClDE RESlDUES lN FLUlD MILK CONSUMED
IN SÃO PAULO, BRAZIL

MARIAELISA WOHLERSDE ALMEIDA(2)
HELOISAHELENACORBEBARRETTO(3)

SUMl\'IARY

Gas liquid chromatography with electron capture detector was applied for the
qualitative and quantitative analysis of fluid milk consumed in the city of São
Paulo, Brazil.

The pesticides were extracted according to the Mili's procedure. Peak iden-
tifications were accomplished by comparison with the retention time of the stan-
dards and by the addition of the supposed pesticide to the samples.

BHC isomers were identified in all samples. The total BHC content in the
samples varied from 0.007 to 0.055 ppm and the different isomers: alpha-BHC
from 0.001 to 0.046 ppm; beta plus gama-BHC from 0.001 to 0.028 ppm; delta-BHC
from 0.000 to 0.005 ppm.

Four samples of cheese type "Parmegiani" were also analysed with the following
results: alpha-BHC from 0.115 to 1.300 ppm; beta plus gama-BHC from 0.145 to
1.350 ppm: delta-BHC from traces to 0.650 ppm, in the fato

INTRODUÇÃO

o emprêgo cada vez mais difundido de
pesticidas na agricultura para combater pra-
gas e doenças de vegetais e para a proteção
de grãos armazenados, como também na pe-
cuária para controlar os ectoparasitas do ga-
do, trouxe para a Saúde Pública mais um
problema toxicológico resultante da conta-
minação de alimentos com resíduos dêstes
defensivos agropecuários.

Até cêrca de 1940, os agricultores con-
tavam com poucas substâncias químicas para
combater algumas das pragas existentes. En-
tretanto, atualmente, mais de cem mil tone-
ladas de formulações de inseticidas são uti-
lizadas por ano, no Brasil, além de outros
pesticidas como acaricidas, fungicidas, er-
vicidas e moluscocidas.

Após sua aplicação, resíduos destas subs-
tâncias tóxicas permanecem nas fôlhas, fru-
tos e grãos. A absorção freqüente de resí-
duos de pesticidas pode conduzir ao estabele-

cimento de intoxicações cromcas, se êstes
estiverem presentes nos alimentos, acima dos
limites de tolerância.

O limite máximo de tolerância de pestici-
das em produtos alimentícios está regulamen-
tado por lei, no Brasil, e a matéria é revis-
ta, periôdicamente, pela Comissão Nacional
de Normas e Padrões para Alimentos, com
a finalidade de manter atualizados êsses li-
mites de tolerância.

Entretanto, resíduos de pesticidas presen-
tes nas pastagens, forragens e rações de ga-
do são transferidos para a carne e para o
leite dêstes animais; são êstes os chamados
resíduos não intencionais. Por outro lado,
a aplicação eventual de medicamentos tópi-
cos e de banhos carrapaticidas contendo pes-
ticidas, que são absorvidos por via cutânea,
também contribuem para o aparecimento dês-
tes pesticidas tanto no leite como na carne.

(1) Trabalho apresentado ao 18.0 Congresso Brasileiro de Higiene, realizado em S. Paulo de 26 a
31 de outubro de 1970.

(2) Do Instituto Adolfo Lutz.
(3) Do Fundo de Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz.
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Ainda, a persistência de inseticidas clora-
dos em solos cujas culturas anteriores foram
tratadas com êsses pesticidas também con-
tribue para a contaminação de pastagens e
forragens. Resíduos de lindana, DDT, aldrin,
dieldrin, clordana e heptacloro já foram en-
contrados em solos vários anos após sua
aplicação (EDWARDS5).

A determinação do teor de pesticidas em
alimentos tem sido solicitada pela FAO (Food
Agricultural Organization) a todos os países
membros das Nações Unidas, com a finali-
dade de permitir uma avaliação real da quan-
tidade de resíduos de. diferentes pesticidas
ingeridos por populações locais. Êstes estu-
dos permitiriam verificar se está ou não
sendo excedida a dose diária aceitável para
o homem.

Com a finalidade de avaliar o grau de
contaminação do leite, foram analisadas di-
ferentes amostras de leite consumido na CI-

dade de São Paulo.

MATERIAL E MÉTODOS

Analisamos 17 amostras de leite de qua-
tro marcas normalmente existentes no comér-
cio de S. Paulo, sendo 14 amostras do tipo
B e 3 do tipo C. As diferentes amostras fo-
ram adquiridas no comércio durante os me-
ses de julho, agôsto e setembro de 1970.
Foram também analisadas 4 amostras de
queijo tipo "parmezão", proveniente de 4
partidas diferentes de um mesmo fabricante.

O método seguido foi o indicado em "Cuide
to the Analysis of Pesticide Residues" 2 ba-
seado em trabalhos de MILLS 7 e ONLEY 8. O
processo compreende as seguintes fases:

a) Extração da gordura e dos pesticidas
dissolvidos na gordura

Transfira 100 g de leite para um frasco
de centrífuga de 500 ml. Adicione 1 g de
oxalato de potássio p. a., 100 ml de metanol
p. a. e agite com cuidado. Adicione 50 ml
de éter etílico e agite o frasco vigorosamen-
te. Adicione 50 ml. de éter de petróleo P: a.
(p.e. 30 a 60°C) e agite o frasco de novo,
vigorosamente. Centrifugue a 1500 rpm du-
rante 10 minutos. Com o auxílio de uma pi-
peta de 50 ml munida de pera de borracha,
transfira a camada superior (contendo dis-
solvidos gordura c pesticidas) para um funil
de separação de 1 litro contendo 500 a 600
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ml de água. Adicione ao resíduo remanes-
cente no frasco da centrífuga, 50 ml de uma
mistura de éter de petróleo e éter etílico
(1 + 1), agite, centrifugue e transfira a ca-
mada superior para o mesmo funil de sepa-
ração. Repita mais uma vez esta última ex-
tração. Agite cuidadosamente para mistu-
rar as 2 fases, evitando a formação de emulo
são permanente; deixe em repouso até a
separação das camadas e despreze a camada
inferior aquosa. Lave o extrato etéreo com
2 porções de 100 ml de água. Passe o ex-
trato etéreo através de 1 coluna de sulfato
de sódio anidro, granulado (aproximadamen-
te 5 em de altura por 2 cm de diâmetro)
para retirar a umidade c receba em um
hequer de 400 mI. Lave a coluna várias
vêzes, com pequenas porções de éter de pe-
tróleo. Evapore o extrato etéreo da seguin-
te maneira: Coloque o béquer em um ba-
nho de água a 50°C (não ultrapasse essa tem-
peratura) e evapore o éter sob uma corrente
de nitrogênio ou ar sêco, (Tanto o ar como
o nitrogênio devem passar, previamente, por
uma pequena coluna de sulfato de sódio ani-
dro ou sílica gel. Tôda a evaporação deve
ser efetuada em capela com boa tiragem).
Neste ponto, a análise pode ser interrompi.
da por tôda a noite; guarde o bequer cober-
to com uma fôlha de alumínio.

b) Separação dos pesticidas da gordura pOi
partição em acetonitrila-éter de petróleo.

Dissolva a gordura acima obtida com pe-
quenas porções de éter de petróleo (redesti-.
lado, com p. e. 30-60°C) e transfira para um
funil de separação de 125 ml com rôlha de
teflon. Lave o bequer com éter de petróleo
(o volume total da solução etérea deverá
ser aproximadamente de 25 ml}. Coloque no
funil 25 ml de acetonitrila satura da com éter
de petróleo. Agite bem o funil; deixe as fa-
ses separarem e transfira a camada inferior
de acetonitrila para um funil de separação.
de um litro contendo 500 a 600 ml de água.
Repita a extração mais 3 vêzes, usando de
cada vez 25 ml de acetonitrila satura da com
étcr de petróleo. Adicione, então, 100 ml de
éter de petróleo aos extratos reunidos no funil
de 1 000 ml e agite, cuidadosamente, a fim de
evitar formação de emulsão. Depois da se-
paração das 2 fases, a camada inferior aquo-
sa é retirada. Lave a camada etérea com mais
2 porções de 100 ml de água. Passe a cama-
da de éter de petróleo por uma coluna de
sulfato de sódio ani dro, como no processo.
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anterior de extração, lave a coluna com 3
porções de 10 ml de éter de petróleo e recolha
em um bequer de 400 ml. Evapore o éter,
observando os mesmos cuidados do processo
anterior, até reduzir o volume a 5 ml.

c) Purificação (Clean-up) em coluna de
Florisil

Preparo do Florisil e dos solventes

Florisil - Ativação: Florisil, adquirido Ja
ativado a 650°C, deve ser distribuído em fras-
cos menores com tampa de rôsca e conservado
ao abrigo da luz. Antes de usar. deve ser no-
vamente ativado aquecendo a 130°C, durante
S horas, no mínimo. Deve ser conservado a
130°C em frascos de vidro, fechados. ou en-
tão pode ser conservado em dessecador, no
escuro, à temperatura ambiente, mas é neces-
sário reaquecê-Io a 130°C, cada 2 dias.

Caso o fIorisil não tenha sido tratado pre-
viamente, coloque-o em uma cápsula de por-
celana e aqueça em mufla a 65Ü"C durante
2 horas. (A mufIa deve ser ligada, no míni-
mo 2 horas antes. para que a temperatura
seja adeauadamente elevada). Coloque a
cápsula de porcelana no fundo da mufla.
Depois de 2 horas de ativação. transfira a
cápsula para uma estufa a 130°C, até que a
cápsula alcance a temperatura da estufa (cêr-
ca de 30 minutos). O florisil é então trans-
ferido para frascos de vidros e conservado
como descrito acima.

Éter etílico - Transfira um volume ade-
quado de éter etílico, isento de peróxidos,
para um funil de separação e lave 2 vêzes
com uma quantidade de água igual à me-
tade do volume do éter. Adicione ao éter
lavado 100 ml de uma solução satura da de
cloreto de sódio; agite e retire a camada
aquosa de solução de NaCI. Transfira o
éter para um frasco com rôlha esmerilhada,
contendo um grande excesso de sulfato de
sódio anidro. Agite vigorosamente o frasco
durante 15 a 30 minutos para remover tôda
a água.

Separe para cada análise aproximadamen-
te 50 ml do éter etílico acima preparado e
adicione álcool etílico a 95% em quantida-
de necessária para obter uma solução ál-
cool-éter contendo 2% de álcool v/v.

Éter a 6%
Dilua 12 ml da solução éter-álcool a 2%

com éter de petróleo redestilado até o volu-
me de 200 ml; adicione de 2 a 5 g de
Na2S01 ani dro e agite bem.

Éter a 15%

Dilua 30 ml da solução éter-álcool a 2%
com éter de petróleo redestilado até o volu-
me de 200 ml ; adicione de 2 a 5 g de Na2S04
anidro e agite bem.

Prepare uma coluna com florisil usan-
do uma coluna cromatográfica de vidro
de 25 mm de diâmetro interno e 30 em de
altura, com rôlha de teflon e placa filtrante,
de porosidade média. Adicione o ílorisil aos
poucos, batendo de leve na coluna para ha-
ver sedimentação uniforme, até a coluna al-
cançar 10 em de altura. Sôbre o florisil, adi-
cione sulfato de sódio anidro, granulado (não
use em pó) até uma altura de 2,5 em. Passe
pela coluna 40 ml de éter de petróleo e co-
loque sob a coluna um frasco Erlenmeyer
de 500 mI. Assim que o menisco superior al-
cançar a superfície do sulfato de sódio, trans-
fira para a coluna os 5 mI de éter de pe-
tróleo contendo os pesticidas obtidos no pro-
cesso anterior. A solução deve percolar atra-
vés da coluna na velocidade de 5 m1 por mi-
nuto. Lave o bequer com 2 porções de 5 ml
de éter de petróleo. Lave, também, as pa-
redes da coluna com pequenas porções de éter
de petróleo. Quando o menisco superior al-
cançar a superfície do sulfato de sódio, co-
mece a passar pela coluna 200 ml do éter
a 6% na mesma velocidade de 5 ml./min.
Quando as últimas porções do solvente al-
cançarem a superfície do sulfato de sódio,
troque o frasco Erlenmeyer por outro e co-
mece a passar pela coluna 200 ml do éter
a 15%. Na fração A (éter a 6%) são eluí-
dos os seguintes pesticidas dorados: aldrin,
BHC, clorbenside, clordana, DDE, DDT, hep-
taclor, heptaclor epóxido, keltana, lindana,
metoxiclor, pertana, strobana, TDE e toxa-
feno. Na fração B (éter a 15'%) são elui-
dos: dieldrin, endrin e endosulfan I.

d) Preparo da solução para ser injetada no
cromatágraio

Transfira os 200 ml de éter a 6%, cluí-
dos através da coluna, para um frasco de
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evaporação Kuderna-Danish. Lave o frasco
Erlenmeyer com 5 ml de éter a 6%. Adapte
a coluna e coloque o conjunto em um banho
de vapor, de maneira que, no mínimo, o terço
inferior do frasco de ebulição fique mergu-
lhado no vapor. (A evaporação deve ser fei-
ta em capela). Deixe evaporar até reduzir
o volume a alguns ml. (Não evapore até a
secagem). Retire o tubo receptor do apare-
lho Kuderna-Danish e complete a evapo-
ração até a secagem sob uma leve corrente
de nitrogênio ou ar sêco. Pare a evaporação
assim que desaparecer a última gôta do sol-
vente (caso contrário haverá perda de pesti-
cidas) e dissolva o resíduo, imediatamente,
em 5 ml de benzeno P: a., redestilado.

Evapore a fração de éter a 15%, de ma-
neira idêntica.

e) Cromatografia

Estas soluções foram injetadas em um cro-
matógrafo a gás da marca Varian, modelo

2.100, com detector de captura de elétrons.
Foi utilizada uma coluna de vidro de 6 pés
de comprimento e lj4de polegada de diâ-
metro interno com fase estacionária consti-
tuída por uma mistura de 2,5% de QF.1 e
2,5% de DC-200 em Aeropak. As condições
de operação foram as seguintes: temperatu-
ra da coluna, 170°C; temperatura do inje-
tor, 200°C; temperatura do detetor, 200°C;
gás de arraste, nitrogênio tipo U; fluxo, 30
mlJseg; sensibilidade, 4 X 10-°.

Os pesticidas foram identificados por com-
paração dos tempos de retenção obtidos com
os tempos de retenção de padrões injetados
e, ainda, pela adição do pesticida esperado
às amostras. Os pesticidas foram dosados
com o auxílio de uma curva preparada com
pesticidas padrões.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados obtidos estão reunidos nos
quadros I e II e nas figuras 1 e 2.

QUADRO I

Teor de inseticidas ctoraâos em leite consumido na cidade de São Paulo, 1970

Amostra C< BHC I' + ""HC
o BHC

n.O (ppm) (ppm) (ppm)

1 0,044 0,007 tr

2 0,035 0,006 tr

3 0,007 0,028 0,004

4 0,039 0,005 tr

5 0,046 0,006 tr

6 0,039 0,008 tr

7 0,007 0,013 0,001

8 0,003 0,019 0,005

9 0,002 0,021 0,004

10 0,001 0.021 0,004

11 0,047 0,008

12 0,004 0,018 0,001

13 0,002 0,011 0,004

14 0,028 0,006 0,001

15 0,006 0,006 0,001

16 0,006 0,001

17 0,025 0,004

BHC total
(ppm)

composto não
identificado

0,051

0,041

0,039

0,044

0,052

0,047

0,021

0,027

0,027

0,026

0,055

0,023

0,017

0,035

0,013

0,007

0,029

a **

a

• tr - 'I'racos
.* a - Composto com tempo de retenção de 31 mín. na fração A.
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QUADRO II

Teor * de inseticidas clor ados em queijo tipo "pa rrnezâo", produzido
no Estado de Minas Gerais. 1970.

Amostra

I_ •.._--- --~ ---

a BHC
(ppm)n.O

1 0,430

0,115

0,960

1,300

2

3

4

fi + 'Y BHC
(ppm )

8 BHC
(ppm)

BHC total
(ppm)

1,350

0,145

0,295

0,200 1,980

0,260tr **

0,500

0,650

1,755

0,395 2,345

e calculado na gordura do queijo.
"* tr = traços.

Em tôdas as amostras analisadas foram
encontrados os isômeros de BHC.

O BHC empregado como inseticida é cons-
tituído por uma mistura de isômeros em pro·
porção variável, porém todos os produtos são
padronizados de modo a conter 12 a 30%
do gama isômero (lindana) que é o único
isôrnero ativo com propriedades inseticidas.
A partir dêste BHC técnico é que são pre-
paradas as formulações e diluições.

A coluna utilizada no cromatógrafo a gás
não permitiu a separação dos isômeros beta
e gama, porque êstes isômeros apresentam
os mesmos tempos de retenção.

Comparando os teores encontrados para os
diferentes isôrneros do BHC, observamos que
o delta-BHC sempre apareceu em pequenas
quantidades, variando de traços ou não apa-
recimento a 0,005 ppm.

Ao contrário, o isômero alfa-BHC foi en-
contrado em níveis bem maiores, variando
de 0,001 a 0,046 ppm, sendo que em 8 amos-
tras o teor encontrado foi acima de 0,025
ppm.

Lindana, ou melhor, a soma dos isôrne-
ros beta e gama variou de 0,001 a 0,028 ppm.

Quanto ao BHC total, isto é, a soma das
quantidades encontradas para cada isôrnero,
o teor variou de 0,007 a 0,055 ppm, sendo
que as amostras de leite de marca x. corres-
pondente às 6 primeiras amostras do qua-
dro I, apresentaram um teor mais elevado
de BHC em relação às outras 3 marcas de
leite analisadas.

Nas amostras n.OS 3 e 15 apareceu na fra-
ção A (éter a 6%) um pico com O' tempo
de retenção de 31 minutos, que não foi pos-

sível identificar por não corresponder a ne-
nhum dos seguintes padrões disponíveis:
a-clordana, y-clordana, heptaclor, heptaclor
epóxido, aldrin, DDT.

Na fração B (éter a 15,%) de 2 amos-
tras Ioi encontrado um pico amplo, com um
tempo de retenção de 30 minutos. Devido à
magnitude do pico, essas frações foram eva-
poradas e os resíduos foram identificados por
espectrofotometria no infra-vermelho, como
sendo lipídios. Tal ocorrência pode acontecer
quando há transferência de alguma porção
de gordura por ocasião da extração dos pes-
ticidas.

As 4 amostras de queijo tipo "parmezâo"
revelaram a presença dos isômeros alía, be-
ta + gama e dclta-Bl.l C; não foram encon-
trados outros pesticidas. Essas amostras de
queijo foram analisadas em março de 1970
e correspondem, portanto, a queijos prepa-
rados com leite produzido alguns meses an-
tes; é de interêsse, por isso, salientar que a
presença de BHC em leite está sendo cons-
tante e vem de longa data.

RUZICKA et alii 10, na Grã-Bretanha, des-
quisaram resíduos de pesticidas organoclo-
rados em diversos alimentos e, em 18 amos-
tras de leite, acharam os seguintes teores de
BHC: alfa-BHC, de 0,0009 a 0,0068 ppm;
beta·BHC, de 0,0005 a 0,0035 ppm e ga-
ma-BHC, de 0,0007 a 0,0024 ppm, valores
êstes bem menores do que os teores por nós
encontrados.

DUGGANf realizou, nos Estados Unidos, um
levantamento de resíduos de pesticidas elo-
rados em leite, nos anos de 1964, 1965 e
1966 c encontrou uma média de 0,007 ppm
para BHC total e de 0,004 ppm para lindana.
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----_._-- -------------------------- - --------

Êstes teores encontrados são significativamen-
te menores que os valores por nós referidos.

K<\.WAR et alii"; no Líbano, aplicaram BHC
em vacas leiteiras para contrôle de ectopara-
sitas e, 3 semanas após a pulverização,
encontraram de 0,006 a 0,016 ppm de BHC

A

Fig. 1

total no leite dêsses animais. Os valores mí-
nimos por nós obtidos são comparáveis ao
mínimo citado; entretanto, os valores máxi-
mos por nós encontrados são cêrca de 3,5
vêzes maiores do que os referidos por Kawar
et alii.

DrcKES & Nrcnor.xs ", em 1968 pesquisa-
ram, na Inglaterra, diferentes pesticidas em
vários alimentos e, em 17 amostras de leite,
não encontraram resíduos de gama-BHC (Iin-
dana); não fazem menção aos outros isôme-
ros do BHC.

B

Cromatogramas de pesticldas clorados presentes em leite (São Paulo - 1970).
A - Amostra com alto teor de alfa-BHC.
B - Amostra com alto teor de beta+ gama-BHC, apresentando também um picc

não identificado.
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Fig. 2 - Cromatograma de mistura de alguns pesticidas padrões.

CONCLUSÃO

Os teores máximos de BHC por nós obti-
dos são bem mais elevados do que os refe-
ridos na literatura ao nosso alcance; isto in-
dica um grau de contaminação do produto
bcm maior do que nas regiões citadas.

A legislação brasileira específica para to-
lerância de resíduos de pcsticidas em alimen-
tos l não permite resíduos de BHC em leite
c seus derivados.

Entretanto, queremos lembrar que a Co-
missão de Resíduos ele Pesticidas da FAO/

OMS 9 aprovou, em 1968, tolerâncias de
0,004 ppm de lindana para o leite e 0,1 ppm
para derivados do leite, calculado, neste úl-
timo caso, no conteúdo de gordura. A refe-
rida Comissão não propôs nenhuma tolerân-
cia para os demais isômeros do BHC, em
virtude da grande variabilidade dos estéreo-
isômeros na composição do produto técnico,
não sendo portanto possível a determinação
de uma dose diária aceitável para homem.

Face aos resultados encontrados, todo o
leite consumido em São Paulo, quanto a re-
síduos de BHC, está contaminado c em de-
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sacôrdo com a legislação vigente '. O pro·
blema, agora, embora pertença à Saúde Pú-
blica não é de resolução fácil nem imediata,
pois seria impraticável e impossível uma con-
denação em massa do leite exposto à venda.
Necessàriamente, questão de tal gravidade e
importância tem que ser enfrentada e resol-
vida com o entrosamento entre organismos da
Saúde e da Agricultura, no sentido de uma
fiscalização enérgica para a aplicação cor-
reta dos pesticidas na lavoura, a fim de ser
evitada a contaminação de pastagens, forra-
gens e grãos destinados à alimentação do ga·
do, como também de um contrôle severo
quanto à pulverização e aplicações tópicas
com BHC em vacas leiteiras.

RESUMO

Com a finalidade de avaliar o grau de con-
taminação do leite consumido na cidade de
São Paulo, quanto a resíduos de pesticidas
organocIorados, foram analisadas amostras de
leite de diversas marcas.

Os pesticidas foram extraídos da gordura
do leite de acôrdo com a técnica de MilIs e
depois identificados e dosados por cromato-
grafia em fase gasosa, em aparêlho com de-
tector de captura de eletrons.

Em tôdas as amostras analisadas foram
encontrados lindana e demais isômeros do
BHC. O teor total de BHC variou de 0,007
a 0,055 ppm e os diferentes isômeros: alfa-
BHC, de 0,001 a 0,047 ppm; heta mais gama·
BHC, de 0,001 a 0,028 ppm; delta·BHC, de
0,000 a 0,005 pp,rn.

Foram também analisadas 4 amostras de
queijo com os resultados: alfa-BHC, de 0,115
a 1,300 ppm; beta + gama-BHC, de 0,145
a 1,350 ppm; deIta-BHC, de traços a 0,650
ppm, teores calculados na gordura.

Em decorrência dos resultados obtidos,
destaca-se a urgência de um entrosamento
entre os serviços de Saúde Pública e da
Agricultura, no sentido de uma aplicação
adequada e correta de pesticidas a fim de
se evitar contaminação não intencional de
alimentos tais como carne, leite e derivados
do leite.
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SUMMARY

Results of isolation and identification of poliovirus from stools, oral swab and
spinal fluid in 800 cases are related.

We worked with HeLa and AV3 celIs usíng the Lepine's concentration technique.
Four hundred ninety cases resulted positive: 379 for Poliovirus I, 35 for polio-

vírus lI, and 76 for Poliovirus lII.

INTRODUÇÃO

Em nossos trabalhos durante os anos de
1967 a 1970 tivemos a oportunidade de iso-
lar e identificar poliovírus de pacientes com
suspeita clínica de poliomielite de diferentes
unidades assistenciais da Cidade de S. Paulo
e de alguns materiais enviados de outras ci-
dades do interior. Também, em material
de crianças com menos de 1 mês de idade,
apresentando distúrbios intestinais mas sem
paralisia, foram pesquisa dos poliovírus nas
fezes e em material de garganta.

Não podendo contar com culturas celulares
primárias de rim de macaco rhesus confor-
me descrevem ~T ALLIS, LEWIS & MELNICK1
e culturas primárias de âmniom humanos se-
gundo ZITCER9, utilizamos sõmente células
de linhagem contínua para isolamento e iden-
tificação dos vírus.

Usamos HeLa e AVs com pequenas mo-
dificações nas inoculações e passagens do
material para fazer frente a menor sensibi-
lidade das células. Com estas modificações
passamos a isolar vírus de 85 a 90% dos
casos.

Durante essas pesquisas pudemos constatar
que na maioria dos casos os vírus foram mais
fàcilmente isolados em HeLa do que em
AV3, quando procedíamos à inoculação si-
multânea nas duas linhagens de células.

MATERIAL E MÉTODOS

Utilizamos para o isolamento de vírus fe-
zes colhidas em latas para exame parasito-
lógico ou de "swab" retal. Na maior par-
te dos casos foram colhidas duas amostras
de material com 24 ou 48 horas de interva-
lo. O material de garganta foi colhido em
"swabs" por ser mais fácil. O líquido céfa-
lo-raquidiano, colhido em tubo estéril, sen-
do levado ao laboratório em seguida.

O material proveniente da Capital foi co-
letado em "swab" e levado ao laboratório a
temperatura ambiente pois o tempo de trans-
porte foi curto. Já o material proveniente
de outras localidades com transporte demo-
rado veio acondicionado em latas seladas com
esparadrapo e transportado sob refrigeração
com gêlo comum.

(1) Trabalho realizado na Seção de Virus Respiratórios e Entéricos do Instituto Adoíro Lutz. Pa-
trocinado pelo Fundo de Pesquisas do LA.L.

(2) Da Seção de Vírus Respiratórios e Entéricos do I.A.L.
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1. Preparo de inoculo de "swab"

O material recebido ficou congelado a
-70°C até o momento da manipulação. Uma
vez descongelado, o algodão foi espremido
contra a parede do tubo para extração do
material e então, adicionados 8 ml de meio
de Hanks, pH 7,4, para lavar o algodão.

2. Preparo de inoculo de fezes

Preparamos uma ernulsâo a 20% r/v" do
material em meio de Hanks. Aproximada-
mente 4 g de fezes foram colocadas em gral
estéril e trituradas, adicionando-se pequenas
quantidades de meio para facilitar a emul-
são e depois o resto do meio completando o
volume para 20 mI.

3. Centrifugação dos inóculos

Centrifugamos em centrífuga refrigerada a
4°C por 1 hora e a 12 000 g (10000 r.p.m.J.
Assim eliminamos as bactérias e substân-
cias tóxicas para as células. O sobrenadan-
te foi cuidadosamente separado para não res-
suspender o sedimento e transferido para
frascos apropriados para estocagem e trata-
do com antibióticos na quantidade de 2000
unidades de penicilina, 1 000 mg de estrepto-
micma e 2,5 mg de Fungison por ml de lí-
quido.

4. lnoculação em células

Passamos a utilizar inoculação de volumes
maiores por tubo conforme descreve LEPINE 4

para concentração de vírus, com a finalida-
de de suprir a menor sensibilidade das cé-
lulas por nós utilizadas em relação às cul-
turas primárias.

Nas inoculações iniciais e mesmo nas pri-
meiras passagens inoculamos de 0,3 até
0,7 ml de material por tubo de célula em vez
de 0,2 ml recomendado na maioria das téc-
nicas virológicas.

Cada material foi inoculado em dois tu-
bos de células HeLa e dois de AV3 previa-
mente lavados com salina para retirar o meio
de crescimento e adicionado de 1 mI de meio
de Hanks com hidrolizado de lactoalbumina,
extrato de levedura e triptose fosfato.

Preferimos para o isolamento utilizar meio
sem sôro, pois conforme descrevem vários
autores - BARTELL& KLEl"í c, ALLEN, FI;'>;-

* li/V = pêso em volume.
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KELSTEIN& SULKIN1 e SMULL & Lunwrc 6,

o sôro de bovinos e de outros animais podem
conter inihidores para vírus que impedem o
isolamento.

O líquido céfalo-raquidiano foi inoculado
em células nas mesmas quantidades empre-
gadas para os inóculos de fezes, de "swab"
ou de material de garantia, isto é, 0,3 a 0,7 ml
por tubo. Para êste tipo de material fi-
zemos passagens adicionais, chegando a 4
ou 5 passagens cegas para conseguir isola-
mento de vírus.

Os vírus isolados foram titulados e tipa-
dos nas mesmas linhagens de células nas
quais o isolamento foi conseguido. Fizemos
a sôro-neutralizaçâo com soros imunes para
pólio tipos I, II e Ill contendo 20 unidades
neutralizantes para 100 DCT5o/O,1 ml, In-
cluímos nas identificações uma mistura dos
três tipos de sôro para determinar possíveis
misturas de tipos diferentes de vírus.

;). Sorologia

Realizamos na maioria dos casos, em duas
amostras de sôro, uma primeira colhida o
mais cêdo possível em relação ao início da
doença, e uma segunda, de 10 a 15 dias
após a primeira amostra.

O sôro foi diluído em solução de Hanks
de 1:8 a I: 1024 e, a um volume de sôro nes-
tas diluições, distribuído em 3 séries de tu-
bos, colocamos volume idêntico de vírus dos
tipos L II e III com 100 DCT5o/O,1 ml. em
cada uma das séries respectivamente. Esta
'mistura permaneceu em estufa a 37°C, 4 ho-
ras, e depois uma noite em geladeira antes
de ser inoculada em tubos de células.

RESVLTADOS

Observando os dados obtidos constatamos
que a partir de outubro de 1967 passamos
a isolar poliovírus tipo I todos os meses. No
final do ano seguinte tivemos uma ascen-
são no número de identificações de pólio I
que atingiu o maior valor em janeiro e abril
de 1969. De 1968 para cá, o isolamento de
poliovírus tipo II diminuiu sensivelmente e o
de poliovírus tipo III teve ligeiro aumento
no ano de 1969, declinando em seguida.

Entre nós, o número de isolamento de
poliovirus do tipo I sempre foi bem maior
que o dos outros dois tipos; isto pode ser
comparado, em porcentagem, no quadro I:
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QUADRO I

Porcentagem dos três tipos de polioví1"l/8 isoliuios

Pólio
tipo

19701967 1968 1969
% %

I
------------------1

1

--~ ..~---! ---l--
I 37,5 70,6 78,2 88,2

II 37,5 15,2 3,3 1,4

III 25,0 14,2 18,5 I 10,4

:\'0 início de 1969 tivemos o maior índice
de isolamento em relação ao total de casos
pesquisa dos, atingindo nos quatro primeiros
meses 84%, 86%, 83% e 88% de casos po-
sitivos.

O número total de casos pesquisados e o
número de casos positivos, nos diferentes me-
ses do ano, estão relacionados no quadro lI.

QUADRO 11
N'úrnero de pOlioJ;írus isolados nos diferentes

meses

.. __ 1_ .~=~~__ 1968 __ 1:~ ~970 _-- -I -. ---- . -------
Jan 0/2 0/11 26/31 2/4
Fev 1/4 5/21 26/30 7/13
Mar 1/3 3/14 24/29 5/7
Abr 2/4 14/23 30/34 4/10
Mai 1/2 4/11 20/25 10/21
Jun 0/6 9/12 21/35 11/17
Jul 5/16 6/8 14/15 6/8
Ago 3/21 6/11 14/20 6/13
Set 3/15 10/17 10/16 11/18
Out 2/9 21/30 13/23 10/12
Nov 4/18 15/20 7/14 30/38
Dez 2/4 19/26 5/12 31/37

Totais 210/284 144/20824/104 112/204

O numerador representa os casos positivos
e o denominador, o total de casos pesquisa-
dos.

QUADRO IIr

Nicniero de amostras de poliovíl'US r, II e IIIisoladas

1967 1970Ano

III

:Meses

iI~--~-I
Tipo

I

I lUr II

Jan

Fev

Mar

(J

3

2

3

3

o
O

1

O

1

O
2

1

O

1

2

1

O

1

O

2

O

O

2

1

O

1

1

(J

O

O

O

O

O

1

1

3

O

1

O

Abr

Mai

Jun

.rui 3

4

9

17

13

Ago

Set

Out

Nov

Dez 17

17
16 1

164 I 7
2 15

1

Totais 9 6 799

:\0 Quadro Ill apresentamos o número dc
amostras isoladas de cada tipo de vírus, on-
de notamos logo a maior quantidade de iden-
tificações de poliovírus tipo I a que já nos
referimos.

1968 1969

Ir r II IIIrII I II

________~ ,~ i________=:--_. -,-----. --_
I

O

2

O

8

1

2

1

1

O

1

1

o

o
1

o
1

o
o
2

1

3

1

o 26 o
o 20 o
1 16 o
3 26 2

o 16 o
2 17 1

2 10 1

1 9 1

1 5 2

3 8 o
1 6 o
2 5 o

(J

6

S

2

4

3

3

1

3

5

1

o

12

2

5

3

10

10

5

6

9

9

27

29

o
o
o
o
o
o
1

O

o
o
o
1

5

39 127

Dos 800 casos examinados foram colhidas
126 amostras de material de garganta, com
o isolamento da 10 amostras de poliovírus
tipo I, uma do tipo II e 8 do tipo IH. Em
3 casos isolamos o mesmo tipo de vírus de
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fezes e de material de garganta. Em 8 ca-
sos em que isolamos vírus só de orofaringe,
as crianças tinham menos de um mês e nos
outros 8 casos positivos pesquisarnos o vírus
apenas em orofaringe.

Examinamos 47 amostras de líquido céfalo-
raquidiano e isolamos 7 amostras de vírus;
de poliovírus tipo I, encontramos 6 amos-
tras e, do tipo lII, uma amostra.

Fizemos a sôro-neutralização em aproxi-
madamente 85% dos casos e, na maioria, o
título já era alto na primeira amostra e não
houve alteração na s.- amostra. Em 20%
dos casos encontramos aumento de título para
o tipo de vírus isolado e em raros casos cons-
tatamos o aumento de título sem conseguir
isolamento das fezes.

DISCVSSÃO

No início de nossos trabalhos em entero-
vírus, verificamos que o índice de isolamento
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de poliovírus de casos com paralisia era in-
ferior ao descrito na literatura WENNER 8 e
CHADWICK 3.

Tentando reparar esta falha empregamos
técnica de concentração do material LEPINE4

e MELNICK o, para obter maior número de·
partículas virais por volume de inóculo.

Inoculando de 0,3 a 0,7 ml por tubo, o
efeito tóxico foi mínimo não sendo preciso
troca de meio de manutenção, facilitando o
trabalho. Com o uso desta técnica obtive-
mos isolamento de 88% dos casos pesquisa-
dos.. mesmo utilizando células de linhagem
contínua para o isolamento de vírus. Outras
técnicas de concentração foram por nós expe-
rimentadas porém logo abandonadas devido
ao maior número de manobras e dificuldades
de operação.

Durante estas pesquisas, os vírus foram
isolados de material fecal e somente de ra-
ros casos de material de garganta. De al-
gumas crianças com poucos dias de idade
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(de 10 a 35 dias) foram isolados poliovirus
da garganta, mas sem a confirmação soro-
lógica; de adultos, obtivemos isolamento de
vírus e a confirmação sorológica correspon-
dente.

Chamamos a atenção para o fato de, nos
casos positivos para poliovírus encontrarmos
predominância acentuada para o tipo I (Qua-
dro I). Na sorologia também êste fato é
notado pois, em muitos casos, encontramos
título igual a 1024 para pólio tipo I e tí-
tulos de 8 ou 16 para os outros dois tipos,
em crianças não vacinadas. Com títulos
mais elevados, variando até 128 em crian-
ças de maior idade e com uma ou duas do-
ses de vacina. Títulos de anticorpos maio-
res são encontrados nos adultos e em algu-
mas crianças.

Nos casos estudados, não caberia fazer um
estudo dos níveis de anticorpos encontrados
e dos grupos etários, pelo fato dc serem as
amostras colhidas na fase aguda e em pe-
ríodos diversos do 1l1lClO da doença, poden-
do acarretar uma idéia errônea do estado
imunitário.

RESUMO

Foram apresentados resultados obtidos no
isolamento de poliovírus em fezes, líquido
céfalo-raquidiano e material de garganta de
pacientes suspeitos de poliomielite. Foram
examinados materiais de 800 pessoas, com
a idade variando de 10 dias até 70 anos,
provenientes, na maioria dos casos, de pa-
cientes hospitalizados.

De 490 pacientes foram isoladas amostras
de poliovírus assim distribuídas: 379 de po-
liovírus tipo I, 35 de poliovírus tipo II e 76
de poliovírus tipo lU.
A sorologia por neutralização em cultu-

ras celulares foi realizada para confirmação
pelo aumento do título de anticorpos, e tipo
de vírus isolado.
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INCIDÊNCIA DE REAGENTES À PROVA DA IMUNOFLUORESCÊNCIA
INDIRETA PARA O DIAGNóSTICO DA TOXOPLASMOSE ENTRE

DOADORES DE SANGUE EM SÃO PAULO (1)

THE INCIDENCE OF REAGENTS TO INDIRECT IMMUNOFLUORESCENCE TEST
FOR DIAGNOSiS OF TOXOPLASMOSIS AMONG BLOOD DONORS

IN SÃO PAULO, BRAZIL

SABUROHYAKUTAKE(2)
MARCELOOSWALDOALVARESCORRÊA(2)

SUMMARY

The authors checked through the indirect immunofluorescence test for diagnosis
of toxoplasmosis, samples of 270 blood donors from different blood banks in São
Paulo, to obtain source of "accessory facto r" . They verified high incidence of
reagents, mainly when compared with previous findings obtained by Nussenzweig
in 1957 in our environmente, who found 28,74% of incidence of non reagents in blood
donors, while in this paper is reported only 4,08% of non reagents, so as the ínci-
dence of high titers was greater. .

Critical and comparative studies with similar investigations done ín Roma,
São Paulo and Belo Horizonte, were made.

INTRODUÇÃO

Ao coletarmos amostras de sangue de 270
doadores assim considerados por diferentes
"Bancos de sangue", não era nossa intenção
fazer o levantamento do número de reagen-
tes para detecção de anticorpos anti-toxoplas-
ma mas sim a de selecionar um grupo de
doadores considerados como não reagentes
para dentre êles conseguir fontes de "fator
.acessório". Êste intento não foi logrado pois
-dentre os não reagentes nem um só apresen-
tou o referido fator.

Impressionados pela alta incidência de rea-
gentes, máxime em se comparando com os
resultados previamente obtidos, em nosso meio,
em doadores de sangue do Hospital da Clíni-
cas, por NUSSENZWEIG 6, pareceu-nos de bom
alvitre publicar os dados que obtivemos atri-
buindo-lhes sobretudo o caráter ilustrativo
das incidências de anticorpos anti-toxoplas-
ma entre doadores de sangue em nosso meio.
A propósito deve ser referido o achado de
AMATO NETO et. a!. 1 que isolaram Toxo-

plasma gondii do sangue de doador do Hos-
pital das Clínicas de São Paulo.

MATERIAL E MÉTODOS

A amostra de sangue foi retirada por pun-
ção venosa; separado o sôro, era o mesmo
submetido à prova da imunofluorescência
indireta para o diagnóstico de toxoplasmose
de acôrco com a técnica descrita por CA-
MARGO 3 ligeiramente modificada por Hyaku-
take. Segundo a experiência dêste autor,
os resultados obtidos na prova de imunofluo-
rescência indireta são superponíveis, até cêr-
ca de 98%, àqueles da prova de Sabin-
f eldman. As modificações introduzi das por
Hyakutake na técnica da reação são as se-
guintes:

1) Com referência ao tempo da reação
antígeno-anticorpo, preferimos incubar as lâ-
minas da reação durante meia hora à tempe-
ratura de 37°C dentro da câmara úmida, em
vez de uma hora a 37°C.

-(1) Trabalho apresentado ao 18.0 Congresso Brasileiro de Higiene, São Paulo, S. P., de 26 a 31 de
outubro de 1970.

0(2) Do Instituto Adolfo Lutz,
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2) A observação da lâmina no microscó-
pio de fluorescência é feita através de tubo
monocular, pois o binocular acarretaria 40%
de redução da luminosidade da imagem.

3) Na preparação de antígeno, em vez
de usar a centrifugação diferenciada, isto é,
o uso de baixa rotação para sedimentar os
leucocitos (GOLDMAN 4), antes de forrnolaçâo
do antígeno, rompemos os leucocitos utili-
zando uma seringa munida de agulha BD n."
3 ou n.? 4 (US n.? 27 ou 30), com a qual
praticamos a expulsão e aspiração do exsu-
dato, repetindo de 10 a 15 vêzes a manobra.

4) Para a titulagem do conjugado esco-
lhemos um sôro reagente padrão, ou melhor,
um sôro reagente de título estável conhecido

~ Conj,

~
Sóro ~

1:641:321:16

1:512

1:1024

+

++++ ++++
++++ ++++

1:2048 +

RESULT ADOS, DISCUSSÕES E
CONCLUSÕES

No quadro I estão discriminados os dados
obtidos entre duzentos e setenta doadores de
dois Bancos de Sangue particulares, de acôr-
do com a idade e de acôrdo com o título al-
cançado.

A comparação do quadro I do nosso traba-
lho, com o quadro de NUSSEKZWEIG6, mostra
de início uma incidência de reagentes a tí-
tulos considerados elevados muito maior em
nosso inquérito. Com efeito, ao título de
1: 1024 obtivemos 34% de reagente enquanto
que Nussenzweig obteve apenas 3,29%; êste
autor obteve apenas 0,29% de incidência para
título maior de 1 :4096 (um caso a L:16.384) ,
enquanto obtivemos 21,8:% ao título de
1 :8000 e 0,7'% a 1 :16.384.
No quadro I figuram na segunda coluna

os títulos menores de 1 :256 que discrimina-
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obtido através da reação de Sabin-Feldman,
como por exemplo um sôro de título 1: 1024.
Com êste sôro fazemos as diluições sucessivas
a partir de 1:16, obtendo assim as diluições
de 1 :512, 1: 1024 e 1 :2048 distribuídas cada
uma delas em uma lâmina quadriculada e
incubamos meia hora a 37°C. Em seguida,
preparamos as diluições sucessivas do con-
jugado a testar, isto é, as diluições de 1 :16,
1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512 e 1:1024 e
distribuímos sôbre as três lâminas das dilui-
ções mencionadas do sôro padrão. Feita a
leitura elegemos como título do conjugado
aquela diluição que apresenta fluorescência
de média intensidade (+ + ).

O quadro abaixo ilustra uma titulagem em
que o título do conjugado foi de 1:128.

1:128

mos com maior detalhe no quadro II a fim
de tornar possível a comparação com os da-
dos de Nussenzweig.

Enquanto Nussenzweig obteve em nosso
meio em 1957 a incidência de 28,74% de
não reagentes na mesma categoria de pacien-
tes examinados ou seja, doadores de sangue,
encontramos apenas 4,08% em nosso mate-
rial examinado em 1969. Como aquêle au-
tor não utilizou a diluição 1 :32 passando de
1: 16 para 1:64, onde encontrou a incidên-
cia de 30,13.%, computamos neste título aquê-
les casos que se mostraram reagentes a 1 :32,
resultando pois sob aquela cifra o número de
33 casos correspondendo a 12,2:%. Finalmen-
te, ao título de 1 :256 Nussenzweig obteve
13,4.7'% de reagentes enquanto nossos resul-
tados alcançaram 11,8'%, para o mesmo tí-
tulo.

É discutível o critério de positividade ou
melhor, de reagência para esta ou aquela
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QUADRO I

Grupo
etário

Títulos da ímunofluorescêncía indireta
Número
exami-
nado Não re-

agente 1:256 11:1024

~~~-==~~,.===~=~=====~"==~=

18 a 30

31 a 40

41 a 50

> de 51

175

< 1:256

9 27 21

6

2

3

1:4000 1:160001:8000

55 2

27

5

5

43

11

3

18

6

1

1

o

o

o

Total 2

Percentagem

68

16

11

'nO

2

o

O

11

16

5

o

48 32 92 59

2

26

100 4 17,7 11,8 34 21,8 9,6 0,7

QUADRO II

Discriminação dos casos de título menor que 1: 256.

Grupo
etário

18 a 30

31 a 40

41 a 50

51 a 60

I

I
Titulos obtidos em 59 casos

--------;-------;---~-

I Negativos ,," r.ss

---=-=-=-==--~~===-=-=-=-~----

Número
examinado

36

18

5

o

9

2

o

o

11 10

6

1

o

1:64

6

7

3

o

Total 1659 11

3

1

o

15 17

diluição; em outras palavras, é muito varia-
vel para os diferentes autores de diferentes
países o critério de positividade ou de deli-
mitação destas categorias de dados:

1 = aquêles considerados não reagentes ou
absolutamente negativos;

2 = aquêles considerados reagentes cuja
significação seria a de uma cicatriz
imunológica;

3 = aquêles reagentes cujos títulos tradu-
ziriam doenças em atividade, particu-

larmente quando disponíveis duas ou
mais amostras colhidas em períodos de
tempo variáveis.

Quaisquer que sejam os critérios adotados
para individualizar títulos significativos crí-
ticos, fica evidente que houve radical mu-
dança em nosso meio na categoria de doado-
res de sangue. Com efeito houve aumento
indiscutível no número de reagentes dentro
das diferentes parcelas definidas pelos títulos
utilizados no levantamento por nós efetua-
do em 1969, quando comparados com os re-
sultados de Nussenzweig efetuados em 1957
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dentro da mesma categoria por aSSIm dizer
profissional.

Para fins comparativos, podemos utilizar
os dados da Tabela 2 de JA:\IRA S, que efe-
tuou um inquérito sôbre toxoplasmose entre
moradores de uma área da cidade de São
Paulo (1961-62) considerando-se 'apenas os
dados correspondentes aos grupos etários de
mais de 20 anos: dentre 209 soros de pessoas
examinadas foram encontrados 173 com tí-
tulo de Sabin-Feldman igualou maior que
1 :16, ou seja aproximadamente uma incidên-
cia percentual de 82,7 na amostra conside-
rada.

Em Roma, ZARDI et al, 7 encontraram
33,lS% (250 casos) de reagentes dentre 754
doadores de sangue e 56,2 de reagentes den-
tre não doadores, o que parece demonstrar
que em Roma, em face dos exames médicos
de critérios rígidos para os doadores de sano.
gue, ocorre seleção de rigidez física. Em
nosso meio, dentro do critério comparativo,
ocorre cêrca de 96% de positividade expli-
cável quer pelo baixo nível econômico-social
dos doadores examinados quer pela inope-
rante ou inexistente seleção médica prévia,
que deveria ser aplicada como mínimo de
garantia exigível.

Quando já estava redigido este artigo,
tomamos conhecimento do trabalho de ARAC-
Jo·2 no qual expõe os resultados das reações
de Sabin-Feldman e imunofluorescência in-
direta em 729 amostras de sôro provenientes
de doadores de sangue em Belo Horizonte.
Em todos os testes, considerando a diluição
do sôro de 1: 16 ou mais como título indica-
tivo de infecção pelo Toxoplasma gorulii, fo-
ram detectados 371 reagentes alcançando o
percentual de 50,39é.

RESUMO

Os autores examinaram. através da prova
de imunofluorescência indireta para o diag-
nóstico dc toxoplasmose, amostras de sangue
de 270 doadores de diferentes bancos de san-
gue em São Paulo, a fim de conseguir fontes
de "fator acessório", verificando alta inci-
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dência de reagentes, maxime em se compa-
rando com os resultados previamente obtidos
em nosso meio por Nussenzweig. Êste autor
em 1957 encontrou a incidência de 28,74%
de não reagentes, em doadores de sangue.
enquanto que os autores encontraram ape-
nas 4,08'% de não reagentes, assim como in-
cidência' quantitativamente maior de títulos
diagnósticos elevados. Foi efetuado estudo
crítico comparativo com inquéritos semelhan-
tes realizados em Roma, São Paulo e Belo
Horizonte.
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INFESTA!ÇÃO DE PRODUTOS ALIMENTíCIOS NAS FONTES DE
PRODUÇÃO E DURANTE O ARMAZENAMENTO. UMMÉTODO PARA
A PESQUISA MICROSOóPICA DE SUJIDADES E IMPUREZAS (1)

CONTAMINATION or FOODSTUFFS AT THE SOURCE OF PRODUCTION
AND DURING STOCKAGE. A METHOD FOR MICROSCOPIC RESEARCH OF

FIL TH AND IMPURITIES

MARIA VIRGINIA DECANIO (2)

SUMMARY

Microscopical examination performed on 2,667 samples of foodstuffs showed
that about 25 per cent of the samples were contaminated by insects, larvae, mold,
and parasites. These contaminations occurred during stockage of raw material
and by manipulation, packing 01' stocking of the finished products.

A procedure of analysis was introduced to retain in one step these contamí-
nants.

INTRODUÇÃO

Os produtos alimentícios podem ser con-
taminados e infestados por microrganismos,
parasitas, insetos, larvas e ovos, excrementos
de insetos e de animais, matéria terrosa, pó
atmosférico, detritos de vegetais e de animais.
Estas contaminações e infestações podem ocor-
rer: durante o armazenamento da matéria-
prima, durante a fabricação e embalagem dos

Fig. 1 - Excremento de rato encontrado em
aveia em flocos destinada à alimentação in-

fantil. Aum. 2 x.

produtos alimentícios, ou após a fabricação
dos mesmos e durante a sua estocagem.

F'ig, 2 - Infestação ele carne ele suíno por
Cysticerc1is ceitulosue (cisticercose)

Muitas vêzes o parasita requer uma peso
quisa minuciosa para a sua identificação. É
o caso de produto infestado por pequeninos
ovos, ou larvas de pequenos insetos ou para-
sitas intestinais do homem, como a cisticer-
cose, encontrada em linguiças, presuntos e
outros produtos dc origem animal, geralmen-
te de fabricação clandestina.

(1) Elaborado na Seção ele Microscopia Alimentar elo Instituto Adolf o Lutz.
(2) Do Instituto Adolfo Lutz,
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As principais fontes de contaminação e in-
festação dos alimentos são os depósitos de
lixo, locais onde vivem ratos, gatos e cães,
criações de porcos e de aves, insetos, princi-
palmente moscas e baratas, águas estagnadas
onde proliferam larvas de insetos; fontes de
fuligem, como chaminés e outras.

As baratas e os roedores por exemplo, ao
atacarem os alimentos, deixam sinais de mor-
deduras e excrementos sôbre os mesmos.

Os insetos, além de depositarem os seus
ovos e conseqüentemente as larvas sôbre os
alimentos, transmitem grande número de mi-
crorganismos nocivos ao homem.

A matéria-prima infestada, se utilizada pa-
ra a fabricação de produtos alimentícios, acar-
reta para os mesmos os seus contaminantes, co-
mo é o caso do leite colhido e transportado
sem os devidos cuidados de higiene, utilizado
na fabricação clandestina de alimentos. É co-
mum encontrarmos em exames microscópicos
de queijos, manteigas, geralmente vendidos a

Fig. 3 - Cysticercus cellulosae (larva) evagi-
nada, vista ao microscópio. Encontrada em

carne de suíno. Aum. 3000 x.

Fig. 4 - Inrestacão de presunto por ovos e
larvas de insetos.
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granel, larvas de moscas, carrapatos de gado,
pêlos de animais, fungos e outras sujidades 5_

Os exames microscópicos de pães e simila-
res têm revelado a presença de fragmentos de
ratos, cascas de ovos, fragmentos de cabelos,
unhas, papel e numerosas outras sujidades,
muitas vêzes oriundas da matéria-prima 1, 2,
:3,4

F'ig. 5 - Fungos e esporos encontrados em
extrato de tomate. Aum. 250 x.

Fí g, 6 - Infestação de carne bovina por larvas
de Drosophila (mõsca).

Considerando a grande quantidade de pro-
dutos alimentícios contendo sujidades e impu-
rezas, condenados pelos exames microscópi-
cos, nestes últimos anos, sentimos a necessida-
de imediata de um método mais simples, rá-
pido e eficiente para a pesquisa e identifi-
cação dêsses elementos contaminantes em pro-
dutos amiláceos (pães, massas alimentícias,
bolachas, farinhas e similares).

O método que descrevemos mostrou bons
resultados práticos, pois evita principalmen-
te o cansaço ao analista que anteriormente
examinava o produto campo por campo ao
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microscópio esterioscópico. Permite, a um
só tempo, a retenção e concentração, em pa-
pel de filtro, dos elementos contaminantes do
produto em exame. Fragmentos de insetos,
larvas e ovos são fàcilmente identificáveis,
pois são retidos de forma concentrada com-
pletamente limpos, livres de poeira e de
possíveis amidos.

MATERIAL E MÉTODO

kJaterial

Frasco de 2 000 ml, água destilada, hidró-
xido de sódio a 5%, ácido acético a 3'%,
glicerina a 20%, placas de Petri, lâminas e
lamínulas, espátula, funil de Buchner, papel
de filtro tipo xarope, microscópio estereos-
cópico.

Método

Homogeneize a amostra a ser examinada,
transfira 20 gramas para um frasco de
2000 ml, junte 100 ml de água destilada e
deixe em contacto por 30 minutos. Junte
100 ml de hidróxido de sódio a 5% e 100 ml
de água destilada previamente aquecida a
1000e, e agite bem o conteúdo do frasco.
Aqueça em banho-maria durante 60 minu-
tos e junte 600 ml de água destilada previa-
mente aquecida a 100°(, Agite e deixe a
mistura novamente em banho-maria por mais
60 minutos, agitando a cada 10 minutos.
Deixe em repouso durante 24 horas, agitan-
do de vez em quando; complete então o vo-
lume do frasco com água destilada prévia-
mente aqueci da a 100°C e agite. Filtre to-
do o conteúdo do frasco a vácuo através de
papel de filtro, tipo xarope, em funil de
Büchner. Desligue a bomba' de vácuo e adi-
cione ao funil de Büchner 40 ml de ácido
.acético a 3%. Deixe em contacto por 15 mi-
nutos. Ligue a bomba de vácuo até a secura.
Desligue a bomba e iunte ao funil 20 ml de
glicerina a 20%. Ligue novamente o vácuo
e termine a filtração por sucção lenta. Retire
-do funil de Büchner, o papel de filtro com o
material retido e transfira-o para uma placa
.de Petri. Examine ao microscópio estereos-
cópico, pesquise e identifique os contaminan-
tes presentes (ovos, larvas, insetos e sujida-
des). Com o auxílio de uma pequena espá-
tula, transfira do papel de filtro os fragmen-
tos de cascas vegetais (súhcr, epicarpo, etc.)

para um lâmina contendo uma gôta de água
destilada, cubra com uma lamínula, examine
e identifique ao microscópio.

Os excrementos de roedores são reconhe-
cidos pelos seus caracteres morfológicos; es-
tão envolvidos por uma mucilagem esver-
deada, são alongados, afilados nas duas extre-
midades, escuros e medem em média 10 mm
de comprimento, os maiores medem até 16 mm
de comprimento.

O principal diagnóstico para reconhecer
o excremento de rato é a presença do pró-
prio pêlo do roedor no excremento.

Os fragmentos dêstes excrcmentos são re-
conhecidos ao microscópio por formarem um
aglomerado escuro constituído por partículas
envolvidas por substância muculaginosa, e
contendo grande número de bactérias.

Os excrementos de insetos são truncados
nas duas extremidades e seu tamanho varia
com o tamanho do inseto.

F'íg. 7 - Excremento de insetos em farinha.
Aum, 2 x.

F'Ig. 8 - Parasitas e larvas retidos de 20 g de
macarrão infestado. Aum. 3 x.
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CONCLUSÕES E RECOMENDAÇÕES

Usando o método descrito, analisamos 2667
amostras de alimentos (pães, bolachas, mas-
sas alimentícias, açucarados, sucos, geléias,
farinhas, condimentos, etc.) , enviadas ao Ins-
tituto Adolfo Lutz para análises fiscais e
orientação, durante o período de janeiro de
1968 a novembro de 1970. Êstes exames mos-
traram que 25'% das amostras são impró-
prias para o consumo' humano, por estarem
infestadas por insetos, larvas, ovos, fungos,
acarinos e outros parasitas.

Os acarinos, por exemplo, o Tyroglyphus,
freqüentemente atacam os queijos nas queija-
rias. Reproduzem.se fàcilmente por meio de
ovos e larvas e o seu ataque começa na casca
de queijo, perfurando-a e formando cavernas
onde se alojam; continuam perfurando, cavan-
do galerias de fora para dentro e atacam tôda
a massa de caseína, chegando a pulverizá-Ia
totalmente, comunicando ao queijo um odor
desagradável e modificando todos os seus
caracteres organolépticos. O pó dêste queijo
acumula-se nas fendas das prateleiras e as-
soalhos e, se não sofrerem limpeza e desinfec-
ção constante, todos os queijos aí depositados
serão atacados ràpidamente e a infestação se
alastra.

Êste parasita ataca também os produtos
açucarados, principalmente as frutas crista-
lizadas, dessecadas, e as farinhas. Os bom-
bons e similares fabricados e recheados com
as frutas e açúcares atacados por acarinos
serão, após o acondicionamento, infestados
pelos parasitas, de dentro para fora.

F'lg. 9 - TYJ'og/yplws sp, (acarino) encontra-
dos em produtos destinados à alimentação

infantil. Aum. 1200 x.
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F'íg. 10 - ovo de Tyroglyphus (ácaro) encon-
trado em produto destinado à alimentação in-

fantil. Aum. 1800 x.

O acarmo, conhecido vulgarmente com o
nome de "a sarna dos vendeiros", produz
uma forte coceira principalmente nas mãos
e no rosto, causando inflamações cutâneas.
Quando ingerido, o parasita causa perturba-
ções digestivas no homem, sendo encontrado
no exame de fezes.

Para combater êste parasita, recomenda-
se vaporizar com formol, durante 20 horas,
os depósitos infestados.

O 'I'urbatrix aceti, nematóide vulgarmen-
te conhecido pelo nome de "a praga das vi-
nagreiras" ataca os vinagres. Êstes parasitas
reproduzem-se ràpidamente e infestam, por
meio de numerosas larvas, os depósitos de vi-
nagre. Se êstes depósitos infestados não
forem lavados e desinfetados periàdicamente,
todos os vinagres neles depositados serão con-
taminados pelo parasita. Êstes produtos podem
ser vendidos ao consumidor ou empregados em

Fig. 11 - T'urb arrto: aceti (angüí lula) encon-
trada em conserva vegetal. Aum. 1200 x.
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fábricas de conservas vegetais, contaminando
assim os alimentos com êles fabricados. En-
contramos, nos exames microscópicos de pi-
cles e outras conservas vegetais, muitos dêstes
parasitas, oriundos dos vinagres empregados
em sua preparação.

Os vegetais empregados no preparo de
produtos alimentícios devem estar desprovi-
dos das partes não comestíveis, como pedún-
culos, caroços, galhos, raizes, cascas, e da
terra aderente. É comum, nos exames mi-
croscópicos, encontrarmos condimentos, co-
mo orégano e outros, contendo até 50% de
galhos, fôlhas estranhas e matéria terrosa;
também, temperos e môlhos contendo cascas,
raizes e pedúnculos de alho, cebola e pimen-
ta, etc.

Fig. 12 - Pcdúncu los, cascas e raizes encon-
trados em temperos destinados ao consumo

humano.

A erva-doce é comumente substituída, par-
cial ou totalmente, por funcho de péssima qua-

Fig. 13 Infestação de Pirn.p+n ell a. C/nisum.
(erva-doce) por parasitos, e falsificação com

Foenicuticni vu[gcue (funcho). Aum. 2 x.

lidade, infestado POI; larvas e insetos. As pa-
darias, restaurantes, pizzarias que adquirem
êstes produtos fabricam. pães, pizzas, brôas e
similares e, conseqüentemente, os consumi-
dores, vão ingerir tais sujidades.

Fig. 14 - Parasitas de Foeniculum vulgare
(funcho). Aum. 8 x,

F'ig. 15 - Infestação de Cicer arietinum (grão-
-de-bico) por parasitas e larvas. Aum. 2 x.

F'Ig. 16 - Infestacão de peixe dessecado por
insetos e larvas. Aum. 15 x.
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Fig. 17 - Infestação de carne bovina por lar-
va de Dermatobia hominis (berne).

Os rizomas, raízes e tubérculos utilizados
para a fabricação de farinhas, doces, conser-
vas vegetais, etc., não desprovidos das cascas
e da terra aderente, acarretam, para os pro-
dutos com êles fabricados, ovos de parasitas
intestinais e outras sujidades.

A terra muitas vêzes está presente nos
alimentos, adicionada propositalmente com a
intenção de aumentar o pêso dos mesmos,
como é o caso de várias amostras examina-
das de pimenta do reino em pó, condimen-
tos moídos, café e outros. É comum encon-
trarmos, em doces de batata-doce, grande
quantidade de súber \ cascas) e matéria ter-
rosa.

As principais fontes de contaminação dos
produtos alimentícios são: uso de maquiná-
ria e equipamentos suj os, contendo resíduos
acumulados; falta de higiene do local de tra-
balho e falta de asseio do operário.

Os moinhos sujos com resíduos de moa-
gens anteriores contaminam os produtos que
por êles passam e, assim, teremos farinhas
misturadas com elementos estranhos e sujida-
des, as quais, naturalmente, serão condena-
das nos exames microscópicos. Os resíduos
de fabricação devem ser retirados diàriamen-
te para não se constituírem em alimentos
para ratos e insetos, ou em fontes de conta-
minação.

O local de trabalho deve ser mantido lim-
po e sêco, pois a umidade e as águas para-
das nas pias e tanques favorecem o desenvol-
vimento de ovos e larvas de insetos que po-
dem infestar os produtos.
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O chão, teto, paredes, prateleiras, janelas,
armários, cadeiras e mesas dos locais de fa-
bricação e armazenamento devem ser lim-
pos e desinfeta dos periodicamente, para eli-
minar a poeira acumulada, carvão, teias, in-
setos e outras sujidades. Os ralos e todos
os buracos por onde possam penetrar ratos
e insetos devem ser bem tampados.

O ar, se possível, deve entrar nas salas de
fabricação filtrado e sob pressão.

Os sanitários requerem limpeza constan-
te e desinfecção diária.

Recomenda-se, para a limpeza cuidadosa
e freqüente do local de fabricação e acondi-
cionamento. bem como dos utensílios e má-
quinas, lav"á-Ios com grande quantidade de
água potável e detergentes adequados, o que
reduzirá ao máximo a contaminação.

O asseio corporal do operário é fator pri-
mordial na fabricação dos produtos em boas
condições de higiene. Deve êste usar vesti-
menta limpa e adequada e estar sempre com
a cabeça coberta, para evitar a queda dos
cabelos sôbre os produtos, durante a fabrica-
ção. Deve, após utilizar-se do sanitário, la-
var as mãos e desinfetá-Ias adequadamente.

Recomenda-se por fim, como medida pro-
filática para diminuir, e mesmo evitar, a in-
festação dos produtos alimentícios, manterem
as autoridades sanitárias uma supervisão pe-
riódica tanto dos locais de produção, arma-
zenamento, transporte, como dos locais pró-
ximos a essas fontes.

RESUMO

Os exames microscópicos realizados em
2 667 amostras de produtos alimentícios de-
monstraram que 25% das mesmas estavam
infestadas por parasitas ou por insetos, lar-
vas, ovos, fungos ou sujidades. Estas in-
festações ocorreram durante o armazenamen-
to da matéria-prima, ou na fabricação, em-
balagem e estocagem dos produtos.

Foi introduzido um método microscópico
que permite, a um só tempo, a retenção e
concentração, em papel de filtro, dos elemen-
tos contaminantes, que se apresentam com-
pletamente limpos, livres de poeira ou ami-
dos.



DECANIO, M. V. - Infestação de produtos alimentícios nas fontes de produção e durante o ar-
mazenamento. Um método para a pesquisa microscópica de sujidades e impurezas. Rev. Inst.
Adolto Lu.te, 31:31-37, 1971.

Agradecimentos Ao Sr. Justino da Sil-
va, Chefe da Seção de Fotomicrografia do
Instituto Adolfo Lutz, pela valiosa colabora-
ção prestada ao nosso trabalho na obtenção
das fotografias e microfotografias.

À Sra. Maria Aparecida Carvalhaes Guil-
laumon, cuja colaboração se fêz presente em
várias etapas dêste trabalho.

REFERÊNCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. TOWNSEND, C. T.; SOMERS, r. L; LAMB, F.
C. & OLSON, N. A. - A íaboratory ma-

nu al for the canníng índustry. 2nd. ed.
Washington, Nac. Cano Assoe., 1956.

2. VILLIERS, A.; COLLIN, E. .& FAYOLLE, M.
- Traité des falsifications et altérations
des substances alimentaires. v.5: Ali-
ments féculents - matiêres coíorantes et
produíts antisséptiques. 2 ême ed. Paris,
Octave Doin, 1909-1911.

3. WINTON, A. L. - A course in food analysis.
New York, Wiley, c1917. 252 p.

·4. WINTON, A. .& WINTON, K. B. - Tre struc-
ture and composítíon of Ioods, New York,
Wiley, 1932. p. 28.

Recebido para publicação em {2 de julho de 1971.

37





Rev. Inst. Adolf c Luto
31:39-42, 1971.

AÇÃO DA ASSOCIAÇÃO L-TRIPTOF ANO E CITRATO DE FERRO
AMONIACAL SôBRE A FORMAÇÃO DE BAFO DE PROTEUS

L- TRYPTOPHAN ANO FERRIC AMMONIUM CITRATE AS AN INHIBITORY
ASSOCIATION ON PROTEUS SW ARMING

GIL VITAL ALVARES PESSÔA (1)

DILMA SCALA GELLI (1)
MARIA ELISA FERNANDES DE FIGUEIREDO (1)

JOSÉ FERREIRA BRANDÃO (1)

SUMMARY

Inhibitory effect of L-tryptophan pIus ferric ammonium citrate on Proteus
swarming was tested with good results in sheep blood-agar pIates.

INTRODUÇÃO

A formação de bafo por espécies do gêne-
ro Proteus é um fenômeno bem conhecido,
causador de inúmeras dificuldades na rotina
laboratoriaI. Segundo J ONES & PARK \ duas
teorias poderiam explicar êste fenômeno: a
primeira é que a superpopulaçâo local exau-
re os nutrientes na área de crescimento, o
resultante gradiente dêsses elementos esti-
mulando o crescimento e o movimento em
direção à periferia; a segunda, que é êle
uma resposta aos produtos metabólicos acu-
mulados durante o crescimento dos organis-
mos não formadores de bafo.

As várias substâncias estudadas como nu-
bidoras da formação de bafo de Proteus
(azida sódica 6, ácido hórico 7, sais biliares 3,

desoxicolato de sódio 2 e outras) apresentam
também efeito inibidor secundário sôbre o
crescimento de outras bactérias. NAYLOR 4

faz uma revisão e classificação dos métodos,
mecânicos e químicos, usados até então para
inibição do bafo. Jones & Park, estudando
22 aminoácidos adicionados ao meio mínimo
de Fildes, verificaram que a estimulação do
fenômeno não era devida a um simples ami-
noácido ou a um grupo específico de ami-
noácidos, agindo êles, talvez, de maneira não
específica dada a possibilidade de existir re-
lação entre formação de bafo e aumento re-
sultante do metabolismo daqueles elementos.

(1) Do Instituto Adolfo Lutz.

Com base em observação prévia 5 de que
L-triptofano associado ao citrato de ferro
amoniacal (como contrastante de colônias)
inibia a formação do bafo de Proteus, no
presente trabalho foi estudada possível ação
sinérgica dessas substâncias para inibir a
formação de bafo em placas de agar-sangue
de carneiro.

MATERIAL E MÉTODOS

1. Meio de cultura

Foram utilizadas placas de agar-sangue de
carneiro preparado como segue:

Proteose peptona

Cloreto de sódio

n." 3 (Difco ) 1,0 g

0,5 g

0,3 g

1,2 g

0,5 ml

100,0 ml

Extrato de carne (Diíco)

Agar n. ° 3 (Oxoid)

Sangue desfibrinado de carneiro

Água destilada .

pH = 7,6

o L-triptofano e o citrato de ferro amo-
niacal foram adicionados, em diferentes con-
centrações, ao agar-base, antes da adição do
sangue.
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2. Cepas

Foram utilizadas três cepas de Proteus
mirabilis, isoladas de coproculturas (n.?"
IAL-45 7, IAL-458 e IAL-466).

3 . Provas realizadas

3.1 Para verificação da proporção
ideal inibitória, foram testadas concentra-
ções variáveis das duas substâncias em es-
tudo (quadro I) adicionadas ao meio de
agar-sangue de carneiro. A partir de uma
suspensão de Proteus mirabilis em solução
fisiológica, com turvação correspondente ao
tubo n.? 1 da escala de Mac Farland, foi fei-
ta diluição aI: 10 em solução fisiológica;
dessa diluição foram inoculados 0,05 ml nas
placas do meio de cultura em prova por
espalhamento com bastão em L. Após incu-

bação a 37°C durante 24 hs foi feita a veri--
ficação da presença ou não de bafo.

3.2 - Para verificação da possível ação ini-
bitória da associação em prova sôbre o cres-
cimento de outras bactérias foram inoculadas
diluições seriadas dobradas de suspensões,
em solução fisiológica, de cepas de Sh.
sonnei, S. byphimurium, E. coli, St. aureus
e estreptococos alfa e heta-hemolíticos, em
placas de agar-sangue de carneiro contendo
L-triptofano e citrato de ferro amoniacal na
proporção inibitória mínima ideal, verifica-
da anteriormente, e em placas de agar-san-
gue; após incubação a 37°C, durante 24 hs,
procedeu-se à contagem comparativa das co-
lônias (quadro lI).

RESULTADOS
A observação dos resultados das verifica-

ções para determinação da proporção inibitó-
ria ideal do gráfico abaixo mostra que o

Relação entre concentrações de L-triptofano e citrato de ferro amoniacal na inibição de
bafo pelo Proteus mirabilis, em placas de agar-sangue de carneiro.
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Verificação de ação inibitória da associação de L-triptofano (0,5 g%) e citraio de ferro amonuiccü (0,02 g%), sôbre o crescimento de outras
bactérias, no meio em estudo e em agar-sangue de carneiro.
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L-triptofato, na concentração rmruma de
0,5 g%, associado ao citrato de ferro amo-
niacal em concentrações superiores a 0,01 g%,
impediu em tôdas as placas do meio em estu-
do a formação de bafo.

Tendo em vista os resultados acima, foram
estabelecidas as concentrações mínimas de
0,5 g% de L-tripofano e 0,02 g% de citrato
de ferro amoniacal como as adequadas.

Examinando-se os resultados do quadro da
pág. anterior referentes ao comportamento de
várias espécies bacterianas nas placas em
estudo, em comparação ao verificado em pla-
cas de agar-sangue comum, foi constatado
não ter havido efeito inibitório sôbre seu
crescimento, nem alterações aparentes na
morfologia das colônias.

CONCLUSõES

Êstes resultados preliminares evidenciam
a utilidade do emprêgo da associação de L-
triptofano e citrato de ferro amoniacal para
inibir a formação do bafo de Proteus. Re-
sultados semelhantes foram obtidos por um
dos autores 5 quando estudou essa associação
para isolamento de enterobactérias. O meio
descrito está sendo, no momento, experimen-
tado para o isolamento de germes patogêni-
cos de urina, com a finalidade de estudar-se
sua aplicação em laboratório.

RESUMO

Foi verificado o efeito inibitório da asso-
ciação de L-triptofano e citrato de ferro
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amoniacal sôbre a formação de bafo por
Proteus.
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NOVA TÉCNICA DE MONTAGEM DE COLôNIAS PERMANENTES
DE FUNGOS EM PLACAS DE PETRI (1)

A NEW MOUTING TECHNIC OF PERMANENT GIANT COLONIES
OF FUNGI IN PETRI DISHES

HASSIB ASHCAR (2)

SUMMARY

The author presents the results obtained with the use of a new mounting technic
of permanent giant colonies of fungi in Petri dishes. This technic provides an
casy and economical way in preparing a museum of f'ungí useful for both demons-
trative and teaching purposes.

INTRODUÇÃO

A grande variedade de caracteres macros-
cópicos e de estruturas microscópicas dos fun-
gos se destaca, sem dúvida, entre as maio-
res dificuldades encontradas pelos que ini-
ciam o estudo de micologia. :Êste estudo,
entretanto, pode ser consideràvelmente faci-
litado desde que se disponha de uma cole-
ção de colônias gigantes permanentes e, tam-
bém, de lâminas de estruturas microscópicas
das espécies de fungos de maior interêsse.

Para o preparo de lâminas permanentes
para o estudo dos caracteres microscópicos
dos fungos, já é bem conhecida a técnica de
Rivalier & Seydel.

No entanto, com relação ao estudo dos ca-
racteres macroscópicos dos fungos, embora
muitos autores recomendem o preparo de co-
lônias gigantes, não encontramos referência
a qualquer técnica de fixação e conservação
de tais colônias em caracter permanente. Por
êsse motivo fizemos uma série de ensáíos, no
sentido de obter uma coleção de colônias gi-
gantes permanentes de fungos de modo a pos-
sibilitar, a qualquer momento, a observação
dos seus caracteres macroscópicos.

MATERIAL E MÉTODO

Os nossos primeiros ensáios foram feitos
em 1950, ocasião em que usamos frascos de

Kolle para o preparo dc colônias gigantes
permanentes das seguintes espécies de fun-
gos: Trichophyton gypseum, Trichophyton
granulosum, Trichophyton ferrugineum,
Achorium. gallinae e Sporotrichum: schenckii.
A técnica usada foi a seguinte:

Transferiu, com fio de platina, pequena
porção de cultura de estoque para o centro
de um frasco de Kolle com camada delgada
I ± 3 milímetros) de agar Sabouraud glico-
sado. Incubar à temperatura ambiente du-
rante 30 dias. Conservar o frasco deitado,
com o meio para o lado de cima, e aspergir
pela parede inferior 2 ml de formol a 40%.
Deixar, durante 48 horas, que os vapores de
formol fixem a cultura. Retirar o excesso
do fixador com pipeta de Pasteur. Vedar,
com lacre comum, o frasco tamponado com
chumaço de algodão revestido de gaze_

Empregando a técnica referida, foram tam-
bém preparadas, em ocasiões diferentes, co-
lônias gigantes das seguintes espécies de fun-
gos; em 1955, Candida albicans em fase
rugosa, Pullularia pullulans, Paecilomyces sp,
Geotrichum sp e, em 1965, Epidermophyton
floccosum, Nocardia brasiliensis, Sporotri-
chum schenckii e Hormodendrum sp. A ob-
servação dessas colônias, durante vários anos,
mostrou-nos que a montagem, segundo a téc-

(1) Realizado na Seção de Micologia do Instituto Adolfo Lutz.
(2) Do Instituto Adoíro Lu tz e do Departamento de Mícrobtotogia e Imunologia do Instituto de Ciên-

cias Biomédicas da Universidade de São Paulo.
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nica acima descrita, apresenta certos Incon-
venientes, tais como, dificuldade de manu-
seio dos frascos de Kolle e ocorrência even-
tual de roturas no lacre de vedação. Esses
inconvenientes nos levaram a modificar essa
técnica de montagem. As principais modifi-
cações introduzi das foram: a) preparo das
colônias gigantes em placas de Petri; b)
vedação por colagem da tampa com o fundo
da placa com adesivo Araldite. Passaremos
a descrever a nova técnica.

Preparar placas de Petri com agar Sabou-
raud glicosado com a espessura de +- 3 mi-
límetros. As placas devem ser de vidro re-
sistente e bem transparente. Com fio de
platina, retirar pequena porção de cultura
jovem do fungo e semear no centro da placa
para obter uma única colônia gigante. Para
se preparar duas ou três colônias gigantes
numa mesma placa, deve-se fazer as semea-
duras correspondentes em pontos equidistan-
tes do centro do meio de cultura. Incubar
até desenvolvimento completo das colônias,
observando-se as condições de temperatura e
de tempo de cultivo adequados para cada es-
pecie, Fixar as colônias gigantes por meio
de vapôres de formol da seguinte maneira:
colocar as placas em posição invertida, fi-
cando a cultura para o lado de cima; asper-
gir 1 ml de formol puro a 40% no interior
de cada tampa, selar as placas com fita ade-
siva e deixar em fixação durante 48 horas.
Retirar a fita adesiva e substituir as tampas
das placas com restos de fixador por tam-
pas de outras placas iguais e estéreis.

Passar adesivo Araldite sômente nas bor-
das livres dos fundos das placas, colar as res-
pectivas tampas e deixar o adesivo secar du-
rante 2 a 3 dias. Vedar os espaços livres,
resultantes da sobreposição das tampas com
os respectivos fundos, com cêra constituída
da seguinte mistura: parafina 40%, cêra de
carnaúba 25%, cêra de abelhas 25% e breu
10%.

Com essa nova técnica foram preparadas,
em 1969, colônias gigantes de numerosas
espécies de fungos patogênicos e de saprófi-
tas, incluindo-se entre elas: Trichophyton
tonsurans, Microsporum canis, Histoplasma
capsulatum, Sporotrichum. schenckii, Candida
albicans, Trichosporon beigeli, Aspergillus
niger, Aspergillus terreus, Penicillium. no-
tatum, Hormodendrum sp. e Rhodotorula mu-
cilaginosa.
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RESULTADOS

Colônias gigantes em frascos de Kolle

A observação, durante o período de 1950
a 1971, das colônias giga'ntes montadas em
frascos de Kolle nos quais o lacre de veda-
çâo se manteve integro, mostrou que se con-
servaram os caracteres morfológicos tanto
da superfície como do reverso das colônias.
Nos frascos em que houve rotura do lacre,
o meio de cultura ficou dessecado e escuro,
e as colônias apresentaram alterações no as-
pecto.

Em certos casos foram observadas altera-
ções de tonalidade de côr da colônia ou do
pigmento elaborado e difundido no meio de
cultura. Assim, a superfície da colônia de
Penicillium. notatum mudou de verde--azul
para verde-cinza, e, a colônia de MicTOSpO-
rum canis mostrou esmaecimento da pigmen-
tação amarela observada no reverso.

Colônias gigantes em placas de Petri

A observação, durante dois anos (1969-
1971), das colônias gigantes permanentes pre-
paradas em placas de Petri, mostrou sempre
conservação de todos os caracteres morfoló-
gicos das colônias.

No entanto, com relação à côr das colô-
nias e dos pigmentos difundidos no meio de
cultura, foram também observadas, após al-
gum tempo, as alterações de tonalidades já
referidas para os frascos de Kolle. Com a
colônia de Rhodotorula mucilaginosa, de côr
avermelhada peculiar, houve total descolora-
ção durante a fixação pelo vapôres de for-
moI.

A Fig. 1, placa montada com Araldite há
dois anos, mostra conservação dos caracteres
morfológicos e da côr da superfície de colô-
nia gigante de Aspergillus niger. A Fig. 2
mostra o reverso da mesma colônia.

DISCUSSÃO

Os dois tipos de montagem já referidos
são de fácil execução. No entanto, o uso de
placas de Petri apresenta, a nosso ver, as se-
guil tes vantagens, sôbre os frascos de Kolle:
a) manuseio mais simples, permitindo, com
maior facilidade o exame da superfície e do
reverso das colônias; b) necessidade de me-
nos espaço, simplificando o alojamento e
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Ftg. 1 - Superfície da colônia gigante permanente de Aspergiltj8 niger
em placa de Petri (tamanho natural)

Fig. 2 - Reverso da mesma colônia.
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transporte; c) obtenção mais fácil no comér-
cio, com menor custo; d) maior resistência;
e) melhor estética.

CONCLUSõES

1. As placas de Petri, de vidro resistente e
bem transparente, são recomendáveis à
montagem de colônias gigantes permanen-
tes de fungos.

2. O adesivo Araldite é satisfatório para a
colagem e vedação de placas de Petri.

3. A fixação pelos vapôres de formol con-
serva os caracteres morfológicos das co-
lônias gigantes de fungos.

4. As causas de alterações de tonalidade de
côr das colônias de certas espécies de
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fungos, assim como dos pigmentos por
êles elaborados não foram por nós deter-
minadas.

RESUMO

O autor apresenta os resultados obtidos na
montagem de colônias gigantes permanen-
tes de fungos, com o emprêgo de técnica ori-
ginal. Por essa técnica pode-se preparar,
de modo fácil e econômico, material perma-
nente para fins demonstrativos e didáticos.

Agradecimentos - Desejamos consignar
nossos agradecimentos ao Sr. Januário José
Delle Cave pela valiosa colaboração na par-
te técnica dêste trabalho.

Recebido para publicação em 15 de julho de 1971.
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A OCORRÊNCIA DE "PONTOS DE QUEBRA PREFERENCIAIS"
EM VÍRUS ALONGADOS

THE OCCURRENCE OF "PREFERENTIAL BREAKING POINTS"
IN ELONGATED VIRUS PARTICLES

KARL MARTIN SILBERSCHMIDT (1)

DALTON RAMALHo WEIGL (2)

THEREZINHA ApPARECIDA SALOMÃO (3)

SU:M:M:ARY

The authors, starting from the concept of the "normal length" of virus particles
point out the dependency sometimes observed of the length of virus particles on
lhe method of preparation, to which the virus sample had been submitted.

ln preparations, obtained by the relatively mild methods of "dipping" or "exu-
dation", higher percentagens of large particles can be seen, when observed with
the electron microscope than in preparations of samples deriving from the same
vírus source, but involving greater mechanical stress (ultra-centrifugation, alcali
desintegration, ultrason-waves etc.).

Generally, in preparations of this second type, the group of additional small
particles (not represented in preparations obtained by milder methods) consists of
rods of approxímately the same size, what agrees with the idea, that thc smaller
elements are fragmente of the larg.rr particles.

The rather uniform size of such fragments suggests the occurrence, in large
particles, of "weak points", where a breakage under stress would easily occur.
Such observations are considered .indirect proofs for the occurrence of "preferen-
tial breaking points" of virus particles.

The electronmicrographies of particles of several types of vírus supply also
direct evidence for the occurrence of such preferential breaking points. Sornetimes
in such micrographies the particles are seen during the very process of breaking,
exhibiting intact one síde of the particles borde r line and a gap on the opposite
side.

Based upon references of the literature and on their own observations regarding
the tobacco rattle virus, the authors point out that the supposed position of the
"preferential breaking poíntsvís often acentric, what results in the fragmentation
of the particle in pieces corresponding f. i. to 1/3 and 2/3 of the original size of
the particle.

Attention ís called upon the occurrence of biochemically weak points on the
vírus particle, a phenomenon, whích does not explain but markes easier understan-
dable the occurrence of comparable weak points in relation to mechanical stress.

INTRODUÇÃO tamanho das partículas. Essa propriedade é
muito significativa, especialmente nos vírus
cujas partículas são alongadas.

BRANDES & WETTEH 2 (1959» usaram o
tamanho das partículas como base auxiliar
na classificação e identificação de alguns
vírus vegetais que apresentam aquela carac-
terír-ica morfológica. Utilizaram, para es-

1. O "tamanho normal" das partículas

Com o desenvolvimento da microscopia
eletrônica surgiu a possibilidade de obser-
vação das partículas vir ais. Com isso se
estabeleceu, para a caracterização de um
vírus, uma nova propriedade importente: o

(1) Do Instituto Biológico, São Paulo. Pesquisador conferencista do CNPq.
(2) Do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo.
(3) Da Faculdade de Medicina Veterinária e Agronomia, Jaboticabal, São Paulo.
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tabelecer O tamanho das partículas de cada
vírus, o conceito de "tamanho normal", isto
porque, na preparação de um determinado
vírus, quando observada ao microscópio ele-
trônico, nem tôdas as partículas virais têm
exatamente o mesmo tamanho. Puderam as-
sim, estabelecer um tamanho médio, resul-
tante de uma distribuição das partículas em
classes crescentes de tamanho. Êsse tama-
nho é chamado de.tamanho normal. Para
citar alguns exemplos ,escolhidos do traba-
lho de Brandes & Wetter, podemos mencio-
nar que um vírus de trigo, transmitido atra-
vés do solo, possue tamanho normal de 130
ID,f.é, que o vírus do mosaico do fumo (TMV)
caracteriza-se por um tamanho normal de
300 m,f.é e que o vírus X da batatinha tem
tamanho normal de 515 mJL.

O "tamanho normal" como uma das pro-
priedades características de um vírus, não é
prejudicado pelo fato de que alguns vírus,
como o "rattle" do fumo, possuem partícu-
las que se distribuem, quando em histograma
representativo da freqüência das partículas,
de modo a apresentar dois tamanhos no r-
mais.

Nas nossas pesquisas sôbre o vírus "rattle"
do fumo, atribuímos às partículas pequenas
e grandes do vírus tamanhos normais de 57
e 223 m,C/.,respectivamente.

Muitas vêzes, nas preparações ao micros-
cópio eletrônico, constatamos partículas vi-
rais de tamanhos bem diferentes do tamanho
normal e que, de forma alguma, se enqua-
drariam dentro das freqüências próximas ao
tamanho normal. Tais partículas devem ser
compreendidas como frações ou pedaços de
partículas completas. O problema que que-
remos discutir nêste trabalho é a existên-
cia de "pontos fracos" nas partículas dos
vírus, onde haveria maior facilidade para
fraturas, o que explicaria o aparecimento
preferencial dos fragmentos pequenos de um
determinado tamanho.

2. Provas da ocorrência de. quebras da
partícula e da formação de fragmentos
de tamanhos uniformes

Dispomos de provas indiretas e diretas da
ocorrência freqüente de quebras da partí-
cula do vírus.

2.1 Provas indiretas - As provas indi-
retas apoiam-se nos dados relativos à influên-
cia que a técnica de obtenção das prepara-
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ções exerce sôbre a freqüência do tamanho
das partículas, desde a técnica mais branda
até aquela envolvendo mais agitação.

Em outras palavras, preparações obtidas
pelo método de "dipping" ou de exsudação
contêm maior porcentagem de partículas
grandes ou inteiras que preparações do mes-
mo vírus e do mesmo material, submetidas
à ultracentrifugação.

Observações comparativas da distribuição
de partículas do vírus "Stengelbont" da ba-
tatinha, variante do vírus "rattle" do fumo,
em preparação do mesmo material, obtido
por exsudação (método brando) e por ultra-
centrifugação (método agitado) já foram fei-
tas por PAUL & BODE 16 (1955). Interpre-
tando os resultados que reuniram numa ta-
bela do citado trabalho, os autores verifi-
cam que "a porcentagem das partículas pe-
quenas (na preparação submetida à centri-
fugação) aumentou, como parece, à custa
da porcentagem das maiores". "Êsse resul-
tado", continuam os autores, "é fácil de se
interpretar, ao admitir-se que em conseqüên-
cia da centrifugação é favoreci da uma que-
bra em frações menores".

Na discussão os autores voltam ao prohle-
má da fragmentação das partículas em con-
seqüência da centrifugação e aventam uma
hipótese segundo a qual para cada variante
do vírus o grau de resistência contra quebra
seria específico. Determinam ainda os au-
tores o quociente do tamanho dos fragmen-
tos como sendo 1 :2,6.

Nas nossas próprias experiências sôbre ví-
rus "rattle" do fumo, originalmente encon-
trado em tomateiros, incluímos também algu-
mas observações referentes à influência do
tratamento do suco de plantas infectadas
sôbre a distribuição porcentual de partícu-
las em classes crescentes de comprimento,
escolhendo, para essa observação classes de
12,5 mf.é. Foram medidas e incluídas nas
respectivas classes de freqüência 235 partí-
culas observadas em preparações obtidas pelo
método de "dipping" - Grupo A (Fig. 1) -
e 953 partículas observadas em preparações
resultantes de uma ultracentrifugação de su-
co - Grupo B (Fig. 2).

A distribuição porcentual das partículas
dos grupos A e B está demonstrada nas fi-
guras 1 e 2.

Uma comparação dêstes gráficos mostra
que:

a) O histograma representativo da fre-
qüência das partículas em classes crescentes
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Fig. 1 - Grupo A: Freqüência porcentual de 235 partículas de "rattle" - vírus do fumo,
em classes crescentes de 12,5 m«, Preparações obtidas com o método "Dipping".
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de tamanho exibe, no grupo A, dois picos si-
tuados nas classes 37,5-50,0 mjh e 137,5-150,0
mjh;

b) De tôdas as partículas do grupo A,
39,3% têm tamanhos que se enquadram nas
duas classes apontadas no item a;

c) O histograma correspondente à distri-
buição das partículas do grupo B, nas mes-
mas classes de tamanho, só tem um pico,
formado pelas partículas incluídas na clas-
se 25,0 - 37,5 mjh ou em classes vizinhas
a esta. Nota-se que êste pico está transferido
para uma classe representativa de partícu-
las de tamanho menor (25,0-37,5 mjh);

d) As classes onde se situam os dois pi-
cos do Grupo A englobam 39,3'% de tôdas
as partículas; as mesmas classes, no Grupo
B, apresentam apenas 28,2% das partículas.

A explicação mais viável para a diferen-
ça da distribuição das partículas em grupos
de tamanhos crescentes é a suposição de que,
em conseqüência de fôrças mecânicas agin-
do durante a ultracentrifugação sôbre as
partículas, algumas delas quebrem em fra-
ções menores. Se essa suposição é correta, de-
vemos, no histograma da Fig. 2, não só en-
contrar um sensível aumento de partículas
nas classes representativas de tamanhos pe-
quenos, mas provàvelmente ainda um aumen-
to correspondente da freqüência de partí-
culas em classes intermediárias. Isso cor-
responderia à suposição de que a partícula
grande, medindo cêrca de 146 mjh, que-
braria num ponto tal que determinaria um
componente menor (de um tamanho aproxi-
mado de 46 mjh) e um maior, de tamanho
aproximado de 100 m.jh. Essa suposição,
para a qual falta ainda prova segura ex-
perimental, não está, em todo caso, em desa-
côrdo com as conclusões que podemos tirar
da comparação dos dois gráficos.

Partículas pequenas, que se enquadram
na classe 37,5-50,0 m.jh constituem no gru-
po A apenas 14,8% das partículas contadas,
mas representam no grupo B, 28,4% dessas
partículas. Por outro lado, partículas gran-
des, enquadradas nas classes entre 125 e
175 mil, constituem, no grupo A, 24,0'% e
no grupo B apenas 13,5%. Ao mesmo tem-
po pode-se notar, no grupo das partículas
submetidas à ultracentrifugação (B), um au-
mento da freqüência de partículas de tama-
nho intermediário. Partículas do tamanho
.aproximado de 100 m,u (incluídas nas elas-

ses abrangendo os tamanhos de 75-125 mu )
constituem apenas 11,5% das partículas do
grupo A, mas 19,6% daquelas do grupo B.
Não podemos afirmar, por enquanto, que
são sempre as partículas grandes que sofrem
fração no curso da ultracentrifugação. É
muito provável que em certos casos também
algumas das partículas pequenas sofram que-
bras. Acreditamos, entretanto, que algumas
das peculiaridades dos histogramas A e B
podem ser explica das satisfatàriamente pe-
la suposição de que partículas .grandes, de
um tamanho de cêrca de 150 m,u, intactas
em preparações obtidas com o método de
"dipping", quebram, em conseqüência da ul-
tracentrifugação, em um pedaço menor ( de
cêrca de 46 m,u) e um maior (de cêrca de
100 m«}.

Observações relativas à influência da ul-
tracentrifugacão sôbre o tamanho das par-
tículas não foram apenas relatadas por Paul
& Bode, mas por diversos outros autores.
FRANCKI6 (1966), estudou o efeito da ul-
tracentrifugação e de alguns outros fatôres;
como o pH do sol vente e da solução dialisa-
dora sôbre a distribuição de partículas em
classes crescentes de tamanho. Queremos con-
siderar aqui, apenas a influência da ultracen-
trifugação e escolher, dos dados que o au-
tor reune na Tabela 1, pág. 392 só os re-
ferentes à preparação 3. O autor fez me-
dições de duzentas partículas de duas pre-
parações contendo TMV. A primeira (A)
tinha sofrido apenas uma centrifugação de
9000 g por 10 minutos, a segunda (B) tinha
sido submetida a duas ultracentrifugações
a 144,000 g durante uma hora cada vez.
Notou êle, na distribuição porcentual das
partículas em diversas classes, as seguintes
diferenças:

Partículas %

< 275 mil I 275-350 mil

===i===-=

> 350

A

56

23 73 4

42 2B

Isso mostra de novo que, em preparações
submetidas à ultracentrifugação, a porcen-
tagem das partículas pequenas aumenta à
custa das partículas maiores, o que se pode
explicar admitindo que, devido às forças me,
cânicas agindo sôbre as partículas grandes,
elas quebram dando origem a fragmentos.
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Com o vírus X da batatinha, resultados
semelhantes foram obtidos por CHICO &
GUTHRIE4 (1969). Em preparações obtidas
com método de "dipping" (brando), 57-80%
das partículas medidas apresentavam um ta-
manho de 500-600 m,u. Após centrifugação
diferencial, apenas 23-4s% das partículas
caracterizavam-se por êsse tamanho indicado.

Não podemos aqui analisar em detalhe
todos os fatôres que, de acôrdo com as indi-
cações da literatura, provocam uma frag-
mentação de partículas alongadas.

Queremos, porém, mencionar que a capa-
cidade de provocar fragmentação de partí-
culas foi atribuída a: 1) Raios ultra-viole-
ta (Me LAREN & KLINKOWSKI'", 1967);
2) Ondas ultra-sônicas (DE MONTGREMIER,
GRABAR& CROISSANT5, 1954 e HIDAKA&
KIRIYAMA", 1953); 3) Exposição das pre-
parações ao espaço - talvez conseqüência
da ação de raios ultra-violeta (ORLOB15,
1969); 4) Ação de algumas substâncias
químicas, como formalina ou extrato de
Phytolacca americana (HIDAKA & KIRIYA-
MA7, 1953); 5) pH neutro ou alcalino do
líquido em que as partículas se acham sus-
pensar (FRANCKI6, 1966) mas, principalemn-
te, a temperaturas elevadas ou muito baixas
(HIDAKA & KIRIYAMA7, 1953, KASSANIS&
MCCARTHY10, 1967, OLIVEIRA1G, 1967 e
KANNGIESSER& DEUBNER9, 19531.

Alguns trabalhos referem-se ao tamanho
dos fragmentos que se formam em conse-
qüência da quebra. Tais indicações são para
o assunto aqui tratado de interêsse especial,
porque permitem tirar conclusões relativas
a eventuais "pontos fracos" das partículas.

No primeiro trabalho que vamos conside-
rar (BURGI,HERSHEY& INGRAHAM"1966),
os pontos de quebra preferenciais foram de-
terminados não para a partícula de um vírus,
mas sim para a molécula de DNA do bacte-
riofago D5' Verificou-se, nos estudos reuni-
dos no referido trabalho, que as moléculas,
sob o impacto de fôrças mecânicas, formam
fragmentos que representam 0,6 e 0,4 res-
pectivamente do tamanho original da molé-
cula. Os pedaços maiores, expostos a fôrças
mecânicas ainda mais poderosas, quebram
em pedaços que representam respectivamen-
te 0,4 e 0,2 do tamanho original da molé-
cula. Merece ser destacado o fato de que
a molécula não quebra em dois pedaços
iguais, o que leva os autores a admitir a
existência de pontos de quebra acêntricos
que explicam a formação de fragmentos de-
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siguais. Uma das hipóteses formuladas pe-
los autores prevê a ocorrência de pontos de
quebra em posições distantes 0,4 e 0,6 do ta-
manho da molécula, medindo-se essa dis-
tância de cada extremidade da molécula. Ou-
tra hipótese admite a ocorrência de 4 pon-
tos fracos, dividindo a molécula em 5 seg-
mentos iguais. Êsses resultados são bastan-
te elucidativos para a melhor compreensão
da localização de pontos de quebra em par-
tículas completas do vírus, porque é prová-
vel que também nelas "os pontos fracos" se
situem na molécula do ácido nuclêico.

SCHRAMM17 (1954), referindo-se à decom-
posição alcalina do TMV, menciona a for-
mação de fragmentos que corresponderiam
à 6.a parte do valor original. Em estudos
mais recentes e ainda relacionados com a
decomposição alcalina do TMV, ONDA, TA-
NIGUCHI& MATSUI14 (1970), verificam que
a degradação pára quando um têrço do bas-
tonete é decomposto. Seria então uma frag-
mentação na proporção 2: 1. Hidaka e co-
laboradores, nos estudos já mencionados sô-
bre a influência de vários fatôres inativa-
dores sôbre o TMV,. chegaram a destacar
partículas medindo 25 m,u ou menos. O ta-
manho de 25 m,,u corresponderia exatamen-
te à metade do tamanho dos fragmentos ob-
servados por Schramm. A resultados com-
paráveis com os já relatados chegaram tam-
bém Kassanis & McCarthy em estudos rela-
cionados com a influência da temperatura
sôbre as propriedades de diversas variantes
do vírus TMV. Numa determinada fase dês-
ses estudos, em que preparações purificadas
de uma variante nova foram expostas a 20°C
em meio alcalino (pH 8), foi libertado RNA
numa quantidade correspondente a um ter-
ço da partícula. Finalmente, ainda em co-
nexão com o assunto, devem ser menciona-
dos os resultados, caracterizados como preli-
minares pelos próprios autores, DE MONT-
GREMIER,GRABAR& CROISSANT5 (1954),
que submeteram preparações purifica das de
partículas do vírus X da batatinha, a ultra-
som. Chegaram os autores a observar frag-
mentos da partícula do vírus X da batati-
nha, do tamanho normal de 466 m,u. Os
menores fragmentos mediram 33 mi),; os ou-
tros, múltiplos aproximados dêsse tamanho.

Os exemplos citados são suficientes para
mostrar que muitos dados, obtidos por mé-
todos indiretos, falam a favor da existên-
cia de "pontos preferenciais" de quebra nas
partículas de vírus.
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2.2 Provas diretas da quebra de partí-
culas e da ocorrência de "pontos prejeren-
ciais" de quebra - Falta ainda demonstrar
se as quebras de partículas, postuladas pelos
resultados obtidos com métodos indiretos, po-
dem ser observadas diretamente por meio do
microscópio eletrônico e se tais observações
podem fornecer algumas indicações a respeito
da ocorrência de "pontos preferenciais" de
quebra. Antes de fazer uma revisão suscin-
ta da literatura a respeito, devemos mencio-
nar uma das dificuldades que na resolução
dêsse problema deve ser levada em conside-
ração. Se alguns fatôres tendem a provo-
car uma quebra das partículas (por exem-
plo : pH neutro ou levemente alcalino), ou-
tros (por exemplo: pH ácido) causam agre-
gação das partículas, isto é, uma justaposi-
ção das extremidades das partículas. Na
interpretação de micrografias eletrônicas de-
ve-se então tomar o cuidado de estudar as
condições externas em que as preparações

foram obtidas, para poder diferenciar entre
partículas quebradas e agregadas. Achamos,
para a apreciação dêste problema, especial-
mente convincentes os casos em que as par-
tículas se acham em plena fase de quebra,
isto é, apresentam ao longo de um de seus
lados, o início de uma fenda transversal,
enquanto que o outro lado encontra-se in-
tacto. Nêsse ponto às vêzes os dois compo-
nentes da partícula formam um ângulo agu-
do (Fig. 3). Para o nosso problema pare-
cc-nos importante a observação em detalhe
de tais partículas, a que podemos chamar
aquí "partículas descontínuas", porque elas,
apresentando rachadura nítida, não podem
ser confundidas com partículas agregadas.

Tais partículas descontínuas são ilustra-
das p. ex. num trabalho de LEE 11 (1968),
sôbre um vírus do trigo, cujas partículas pos-
suem forma oval-alongada. Na Figura 9 do
referido trabalho pode-se ver nitidamente
que, nêsse caso, o ponto de quebra é acên-
trico e que os dois componentes da partícula,

F'Ig. 3 - Micrografia eletrônica de part ícutas de vírus "ratUe" do fumo, obser-
vadas em preparações obtidas pelo método "dipping". As setas indicam os

pontos fracos nas partículas "descontrnuas".
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ainda unidos, têm comprimentos relativos de
1 e 0,44. Na Figura 8d é ilustrada outra
partícula descontínua, cujo ponto de quebra
está localizado de maneira a favorecer a for-
mação de componentes dos tamanhos rela-
tivos de 1 e 0,5. Em outras figuras não é
fácil medir o exato tamanho relativo dos
componentes; entretanto, elas permitem dis-
tinguir a localização acêntrica dos pontos de
quebra e a acentuação da ruptura na me-
dula da partícula.

Outras partículas em vias de quebra ou
descontínuas podem ser observadas também
nas figuras que acompanham o trabalho de
ATABEKov et alii 1 (1970) sôbre proprieda-
des dos vírus "híbridos"; a Fig. 6 mostra
3 partículas descontínuas, tendo duas delas
pontos acêntricos de quebra, ao passo que a
terceira partícula parece ter quebrado no
centro.

No curso de nossos estudos sôbre o vírus
causador da doença "rattle" do fumo (SIL.
BERSCHMIDT,WEIGL & SALOMÃo19 (1969)
obtivemos preparações que permitiram a ob-
servação de um número relativamente eleva-
do (81) de partículas descontínuas dêsse ví-
rus. Para poder determinar o tamanho dês-
tes componentes, projetamos as micrografias
eletrônicas numa tela e medimos com régua
o tamanho dos componentes das partículas
descontínuas. Dos resultados se pode tirar
a conclusão de que, em muitos casos, os com-
ponentes das partículas descontínuas têm um
comprimento correspondente àquele do ta-
manho normal das partículas longas ou curtas
do vírus "rattle" do fumo. Interpretamos os
resultados admitindo que havia nas prepa-
rações numerosos "agregados" de partículas,
e que provàvelmente nos agregados as ex-
tremidades das partículas representam pon-
tos fracos. Mas o resultado das nossos me-
didas mostrou também que alguns compo-
nentes das partículas tinham um comprimen-
to ainda menor do que o tamanho normal
das partículas curtas do vírus "rattle". A
ocorrência de semifragmentos tão pequenos
só pode ser explica da admitindo-se que havia
pontos de quebra também nas partículas e
não só nos agregados. A maioria dos com-
ponentes pequenos das partículas descontí-
nuas, que podiam ser medidas com suficien-
te exatidão, caracterizava-se por um tama-
nho de cêrca de 35 m«, Componentes dêsse
tamanho podem resultar da ocorrência de
pontos de quebra ou no centro das partí-
culas pequenas ou, em partículas grandes,
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numa distância correspondente a 1/6 do
tamanho da partícula, a contar de uma das
extremidades. O caso mais freqiientemente
observado nas nossos micrografias eletrôni-
cas foi a fragmentação inicial no centro das
partículas pequenas.

3. Possíveis causas da ocorrencia de "pon-
tos [racos" nas partículas

Já ao expor as provas indiretas. da ocor-
rência de quebras de partículas, explicamos
que essas quebras são a conseqüência de fôr-
ças mecânicas que agem sôbre a partícula,
às vêzes de maneira tal que uma extremida-
de fica exposta a um potencial mais forte de
que a outra. Isso explica a ocorrência de que-
bras, mas não ainda a existência de pontos
fixos de quebra nas partículas. As partí-
culas "descontinuas" ilustradas por Lee, de-
monstram claramente que a ruptura ocorre
primeiramente na medula, isto é, na molé-
cula gigante do ácido ribonuclêico. Essa
molécula, composta de uma cadeia muito
grande, em que os nucleotídeos estão enqua-
drados numa seqüência significativa, pode
ser, no laboratório, decomposta pela ação de
diversas substâncias químicas. Algumas des-
sas substâncias agem de maneira drástica,
como o ácido clorídrico diluído ou uma so-
lução fraca de álcali; sob a influência desta
última ,por exemplo, ocorre uma hidrólise
completa de tôdas as ligações entre nucleotí-
deos, mas existem também substâncias que
causam degradações mais limitadas e espe-
cíficas na molécula. Entre estas, queremos
mencionar aqui, baseando-nos no esquema
apresentado por INGRAM8 (1966), apenas
duas - a ribonuclease TI, derivada da taka-
diastase, e uma outra ribonuclease - a pan-
creática. A primeira delas rompe a cadeia
do ácido nuclêico num ponto em que um dos
fragmentos resultantes termina em ácido gua-
nílico. A ribonuclease pancreática tem es-
pecificidade para bases pirimidínicas (citosi-
na e uracil).

Citamos os pontos específicos do ataque
dos enzimas apenas como exemplos da ocor-
rência de ligações bioquirnicamente distintas
na cadeia da molécula do ácido ribonuclêi-
co, sem dispormos de prova alguma para a
suposição de que tais ligações são vulnerá-
veis a um impacto mecânico. Podemos até
afirmar que nem tôdas as ligações, sujeitas
à ação da ribonuclease, constituem pontos
preferenciais de quebra, porque nêste caso
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provàvelmente a partícula fragmentar-se-ia
em grande número de pedaços pequenos.
Mas assim mesmo achamos interessante cha-
mar a atenção sôbre a ocorrência, já prova-
da, de ligações especificamente susceptíveis
à ação da ribonuclease, porque, já que exis-
tem na molécula pontos bioquimicamente fra-
cos, não é improvável que existam também
pontos mecânicamente fracos.

RESUMO

No trabalho focaliza-se primeiramente o
conceito do "tamanho normal" das partículas
e em seguida discute-se a relação existente
entre o método da preparação e o compri-
mento das partículas virais.
Preparações obtidas por métodos relativa-

mente brandos ("dipping", exsudaçâo) , quan-
do observadas ao microscópio eletrônico con-
têm maiores porcentagens de partículas lon-
gas que preparações obtidas por métodos que
envolvem grandes tensões mecânicas (ultra-
centrifugação, ultra-som, temperatura eleva-
da) . Estas apresentam maior porcentagem
de partículas pequenas, consistindo de basto-
netes aproximadamente do mesmo compri-
mento. Isso está de acôrdo com a hipótese
de que as partículas curtas, encontradas em
preparações que envolvem tensões, são frag-
mentos das partículas longas. O tamanho
uniforme dos fragmentos curtos sugere a ocor-
rência de pontos fracos nas partículas longas
nas quais, sob tensão, a quebra poderia ocor-
rer. Tais observações são consideradas nes-
te trabalho como provas indiretas da ocor-
rência de "pontos de quebra preferenciais"
das partículas virais.
Finalmente são aduzidas observações da

microscopia eletrônica a respeito de parti-
culas chamadas "descontinuas". isto é, em
vias de ruptura. A ocorrência de tais par-
tículas "descontínuas" e a relacão existente
entre o tamanho dos fragmentos são consi-
deradas neste trabalho como provas diretas
da existência de "pontos de quebra prefe-
renciais" das partículas longas.
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AÇÃO DO FERRO SôBRE O GRUPO DOS POXVíRUS IN VITRO (1)

ACTION OF IRON ON THE POX VIRUS GROUP IN VITRO

MARTA IRENA MALACHOWSKA (2)

ADELA ROTH (2)

SUl."l'IMARY

In experiments with embryonated hen eggs and continuous line of human
kidneys cells was dernonstrated a inhibitory action of iron-glycerophosphate on the
pox virus group.

INTRODUÇÃO

Ultimamente foram publicados vanos tra-
.balhos sôbre substâncias antivirais 4, 5, " 13, 15,

16 e realizadas pesquisas sôbre a ação de
metais leves na membrana celular 8, 18, Por
outro lado, os cations de ferro são conhe-
cidos como inibi dores de produção de to-
xinas de várias bactérias como Clostridium
perfringens e Corynebacteriae dipliteriae
1, 3, 6, 11, 14, 19.

Também foi demonstrado que o vírus da
influenza foi quantativamente absorvido pelo
óxido de ferro 17, e é conhecida a ação inibi-
dora dos cations de ferro sôbre os vírus de
plantas e animais 2,10, 12.

Neste trabalho apresentamos os resultados
da ação dos cations do ferro sôhre os poxvi-
rus em culturas celulares e em ovos embrio-
nados de galinha.

MATERIAIS E MÉTODOS

Vírus

Usamos o vírus da Varíola major, cepa
Harvey, Variola minar, cepa Butler e o vírus
vacínico usado no Instituto Butantã para pro-
dução de vacinas, todos adaptados a mem-
branas coriolantóides com passagens em nos-
so laboratório em ovos e em culturas celula-
res. Os títulos de V. major e V. minar foram

iguais, isto é, em ovos 106 e em culturas ce-
lulares 105; o título do vírus vacínico, em
ovos, foi de 105 e, em culturas celulares, 10",
todos em 0,1 ml.

Culturas celulares

Usamos linhagem contínua de células de
rim humano (RH) originárias de Ness Zion,
Israel, mantidas pelo laboratório de culturas
celulares de nosso Serviço.

11/1eios

Como meio de manutenção usamos o de
Hanks com 21% de sôro de vitela (HNV 2%).

Ovos

Foram usados ovos embrionados de gali-
nha de 10-11 dias de incubação e a inocula-
ção foi feita na membrana coriolantóide, pe-
la técnica usual.

Ferro

Dos diversos sais de ferro, escolhemos o
glicerofosfato de ferro (GFF) que é fàcil-
mente solúvel. Como solvente, usamos sali-
na tamponada estéril (PBS), ajustando-se
com bicarbonato de sódio o pH da solução
para 7,2-7,4. Em experiências preliminares
verificamos a quantidade de sal de ferro a

'(1) Trabalho realizado no Serviço de Vírologfa do Instituto Adolfo Lutz.
,(2) Do Instituto Adolto Lutz.
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ser usada na inoculação. Com doses variá-
veis, observamos que a dose máxima não no-
civa para ôvo embrionado de galinha foi de
500 y; para culturas celulares, foi de 100y
por tubo e de 30,0 y por frasco de 60 ml.

Teste de ação do ferro

Em ovos - Uma mistura de 4,0-80 par-
tículas de vírus em 0,1 ml. com 500 y de
glicerofosfato de ferro em 0,1 ml, inocula-
va-se numa série de 12-15 ovos para cada
vírus, em quantidade de 0,2 ml por ôvo. Após
3 dias de incubação a 36°C, abriam-se os
ovos para contagem das lesões nas membra-
nas corioalantóides. Simultâneamente abriam-
se os ovos contrôle inoculados só com vírus.

Em cultura de tecidos - De frascos de
60 ml com culturas de células RH retirava-se
o meio e inoculava-se com 0,3 ml de vírus
previamente titulado. Em seguida, adiciona-
vam-se 300 y de GFF dissolvido em PBS na
concentração de 100 y/O,1 ml. Após 1 hora,
de contacto em temperatura ambiente, adi-
cionavam-se 10 ml do meio nutritivo e in-
cubavam-se as culturas em estufa a 37°C, du-
rante 6 dias. Para cada vírus usava-se uma
série de 10-12 frascos. O mesmo número de
culturas foi inoculado só com vírus para con-
trôle. As culturas eram observadas diària-
mente. No 6.° dia, após a retirada do meio,
as culturas foram coradas pelo método de
LINDE:\'MANN 9 e contaram-se as lesões. Os
experimentos foram realizados também em
tubos com células RH, usando uma série de
10 tubos para cada vírus. O procedimento
foi o mesmo usado para os frascos, inoculan-
do-se 0,1 ml de vírus previamente titulado e
100 y de GFFjtubo.

As inoculações foram realizadas da se-
guinte maneira:

1. Inoculava-se o vírus simultâneamente
com o GFF.

2. Colocava-se o GFF 24 horas antes
da inoculação.

3. Deixava-se o GFF 24 horas em con-
tacto com culturas, em seguida retirava-se
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o meio de manutenção, inoculava-se o vírus
e, após 1 hora de contacto, adicionava-se no-
vo meio de manutenção.

RESULT ADOS E DISCUSSÃO

J'\as experiências em ovos, observamos ní-
tida diminuição do número das lesões nas
membranas corioalantóides inoculadas com
vírus mais GFF quando comparadas com con-
trôles inoculados só com vírus.

O quadro I ilustra os resultados de um dos
experimentos escolhidos ao acaso.

QUADRO I

Número de lesões nas membranas corioalantóides
inoculadas com. vírus vacínico

OVOS Vírus Vírus
n,o 0,1 ml 0,1 ml + 500 'l GFF

1 30 10
2 80 10
3 32 10
4 42 O
5 64 5
6 20 7
7 72 10
8 51 4
9 35 O

10 54 O
11 60 2
12 30 O
13 22 O
14 42 3

Total '635 61

Média 45,35 4,35

"t" calculado 8,939

"t" tabelado 2,779

P = 0,01

Embora obtivéssemos resultados significan-
tes, deixamos de trabalhar com ovos por cau-
sa da variação dos números obtidos nos expe-
rimentos, e pelas grandes diferenças entre
êsses números. Dos frascos com culturas ce-
lulares, onde foi inoculado o vírus e GFF.
simultâneamente, obtivemos os resultados ex-
postos nos quadros II e III.



Células normais

Vírus com ferro

Contrôle do vírus

Vírus com ferro

Contrôle
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QUADRO 11

Número de lesões em culturas celulares inocula-
das COln vírus vacínico

Frascos Vírus Vírus

n." 0,1 rol 0,1 rol + 300'( GFF

1 45 6
2 49 4
3 41 5
4 21 5
5 42 2
6 45 4
7 48 ;)

8 49 1
9 36 5

10 56 1

Total 432 36

:Média 43,2 3,6

"t" calculado

"t" tabelado

P = 0,01

5,380

2,878

QUADRO 111

Número de lesões em culturas celulares i1wc1da-
das com vínéS varíola, (Harvey)

Frascos
n.'>

Vírus
0,1 rol

Vírus
0,1 rol + 30'0 "y GFF

1 42 8
2 88 7
3 60 12
4 40 11
5 58 10
6 66 12
7 39 7
8 60 7
9 44 5

10 30 6
11 61 6
12 60 5

Total 648 96

:Média 54 8

"t" calculado 9,8

"t" tabelado 2,51

P = 0,01
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QUADRO IV

Resultado dos experimentos ieitos com 10 tubos
nos quais ,foi colocado o GFF, 24 horas antes

da inoc1,zaçe!O do vírus vacínico

Vírus
vaciníco

rol

GFF
"y

:Média das
lesões

0,1

0,1 100

43,2

5,3

Outros resultados obtivemos em experi-
mentos nos quais deixávamos o GFF nas cé-
lulas, 24 horas, retirávamos o meio, e inocu-
lávamos o vírus. O quadro V ilustra o re-
sultado:

QUADRO V

Resultado dos experimentos teitos com 10 tubos
nos quais foi colocado o GFF e, após 24 horas,
retirado o meio e inoculado o vírus vacínico.

Vírus
vacínico

rol

GFF
'/

Méd ia das
lesões

~----_._---------=-.---------

0,1

0,1

43,2

23,3100

Nossas observações demonstram que o ca-
tion de ferro na forma de glicerofosfato de
ferro exerce ação inibidora de crescimento
nos vírus usados, tanto nos ovos embrionados
de galinha como nas culturas celulares, con-
forme demonstram os resultados altamente
significativos obtidos pela aplicação do teste
Student "t".

Foi observada nítida inibição dos vírus
nos experimentos em que o vírus e ferro
foram inoculados simultâneamente. Uma
inibição em grau menor, porém também sig-
nificante, foi observada quando o GFF foi
deixado durante 24, horas em contacto com
as células, antes da inoculação do vírus. Nos
experimentos onde após 24 horas da inocula-
ção de GFF retirávamos o meio e inoculáva-
mos o vírus, observamos diminuída inibição
do número de lesões produzidas pelo vírus.
Poderíamos supor que sôrnente parte do fer-
ro foi aproveitada pelas células, enquanto
que a maior parte ficou no meio. Posterior-
mente, foi verificada a presença de ferro nas
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células, pelo método histoquímico específico
de Gomori. Nas células tratadas com ferro
e simultâneamento inoculados com vírus, ve-
rificou-se coloração azul intensa nos núcleos
c leve côr azulada no citoplasma, indicando
localização preferencial do metal.

Os esclarecimentos do mecanismo da fun-
ção inibidora de cation de ferro exige estu-
dos bioquímicos que já foram iniciados.

RESUMO

Em experiências com ovos embrionados de
galinha e em linhagem contínua de sistema
celular de rim humano, foi demonstrada a
ação inibidora de glicerofosfato de ferro sô-
bre amostras de poxvírus,
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RESíDUOS DE PESTICIDAS CLORADOS EM CONSERVAS
DE CARNE BOVINA (1)

CHLORINATED PESTICIDE RESiDUES lN PRESERVED MEAT

V/ALKYRIA H. LARA (2)

HELOISA H. C. BARRETTO (2)

MICKIKO Y. TAKAIIASHI (2)

SUMl\-IARY

A total of 120 samples of preserved meat were analysed for chlorinated pes-
tícide residues by gaz chromatographic methods. The alpha, beta and gamma
isomers of BHC were found in all samples. The delta isomer was found only in
very small amounts in the majority of samples. The amounts of total BHC (on
fat) varied from 0.02 to 1.69 ppm with an average of 0.39 ppm. This represents
an appreciable degree of contamination. In general it was found that "corned
beef" which contains deposit fat shows higher values than the "roast beef" which
contains interstitial fato

INTRODUÇÃO

Durante os últimos trinta anos, o uso de
um grande número de substâncias tóxicas
na agricultura e pecuária, como os insetici-
das, fungicidas, herbicidas e acaricidas, trou-
xe de um lado, benefícios para a produção
e proteção de alimento mas, de outro lado,
novos problemas. Estas substâncias tóxicas,
acumulando-se em pequenas quantidades no
solo, águas, plantas e animais constituem os
resíduos de pesticidas.

Com os estudos toxicológicos iá realiza-
dos, a melhoria dos métodos de detecção de
resíduos, a síntese de novos produtos mais
específicos e que deixam menos resíduos, fo-
ram estabelecidos limites de tolerância para
resíduos de pesticidas nos mais variados ali-
mentos e rações para animais.

Na década de 60, inúmeros levantamentos
foram feitos em vários países, a fim de de-
terminar resíduos de pesticidas nos mais va-
riados alimentos e rações e em sêres huma-
nos 1, 4, G, 6, 7, 8, ".

'\0 Brasil, onde o uso de pesticidas clora-
dos somente agora vem sendo substituído por
fosforados e onde o contrôle do uso correto de
pesticidas é dificultado por inúmeras razões
- falta de conhecimentos por parte dos apli-
cadores, e a extensão do país -- é de grande
importância o levantamento de dados a res-
peito de resíduos de pesticidas em alimentos,
a fim de se ter conhecimento da situação
existente, ou melhor, do grau de contamina-
ção já alcançado.

ALMEIDA e BARRETO 3, em determinações
em leite consumido na eidade de São Paulo,
verificaram a presença constante de resíduos
de BHC em tôdas as amostras analisadas.

O presente trabalho mostra os resultados
do contrôle de conservas de carne bovina.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisadas 120 amostras de con-
serva de earne bovina, enlatada. para expor-
tação; 45, de "Corned Beef", 45 de "Roast
Beef e 30, de "Chopped Beef" que, no mer-
cado interno, são vendidas com o nome de

(1) Trabalho realizado na Seção de Aditivos e Pesticidas Residuais do Instituto Adoíro Lutz.
Apresentado na 23." Reunião Anual da SOciedade Brasileira para o Progresso da Ciência, Curi-
t.íba, Paraná, 1971.

(2) Da Seção de Adittvos e Pesticidas Residuais do Instituto Adolfo Lutz.
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"Carne Bovina em Conserva" "Carne Assada
com Môlho" e "Fiambre de Carne Bovina",
Essas amostras correspondem a uma produção
de 3.000 toneladas de conservas, de um fri-
gorífico de São Paulo que recebe gado proce·
dente de vários pontos do estado, da região
norte e noroeste.

Os métodos de análise empregados foram,
em linhas gerais, os descritos nos "Métodos
Oficiais da A. O. A. C." 3.

Compreendem a preparação e homogeneí-
zaçâo da amostra, a extração com solventes,
da gordura e dos pesticidas dissolvidos na
gordura, a separação dos pesticidas por par-
tição em acetronitrila, a cromatografia em
coluna de Florisil, a concentração dos eluatos
e a determinação em cromatografia em fase
gasosa com detector de captura eletrônica.

Na eluiçâo dos resíduos na coluna de FIo-
risil foi empregada uma solução a 6%, e a
seguir uma, a 15'%, de éter etílico em éter
de petróleo 30-60°C. Na primeira, fração
A, podem ser encontrados os seguintes resí-
duos: aldrin, BHC, clordana, heptaclor, hep-
tacIor epóxido, DDT; na segunda, fração B,
endrin, dieldrin e endosulfan.

Para a cromatografia em fase gasosa foi
usado um aparelho Varian Aerograph mo-
dêlo 2100-00, com colunas de vidro em for-
ma de D, de 1/4 de polegada de diâmetro
interno, 6 pés de comprimento, uma com 2,5%
QF-1 c 2,5'% DC-200 em 100/120 Aeropack
30 c outra com OV, 225.

As condições de otirnizaçâo foram: 210°C
para a temperatura do detector, 200°C para
o injetor e 190°C para a coluna, e fluxo de
nitrogênio igual a 30 rnl por minuto. A iden-

tiíicação dos picos encontrados nos cromato-
gramas foi feita pela comparação dos tempos
de retenção com padrões submetidos às mes-
mas condições de análise, nas duas colunas.
A determinação quantitativa foi feita pelo
método de comparação de áreas.

Os resultados são expressos em partes por
milhão e calculados para a gordura da amos-
tra.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Em tôdas as amostras analisadas foram en-
contrado~ resíduos de BHC (alfa, beta, gama
e delta isômeros, sendo o delta quase sempre
abaixo de 0,01 p.p.m.).

Em algumas amostras, o cromatograma da
fração A mostrou um pico com tempo de re-
tenção próximo ao do aldrin, na coluna de
QF-1 e DC-200, mas distinto dêste na coluna
de OV 225. Êste pico não pôde ser identifi-
cado e não corresponde a nenhum dos pa-
drões disponíveis.

Nos cromatogramas da fração B não foram
detectados resíduos de aldrin ou dieldrin. Em
algumas amostras, apareceu um pico amplo,
após 60 mino e, por ser o único componente,
procuramos identificá-lo por meio de espec-
tro de absorção no Infra-vermelho. O es-
pectro obtido da fração concentrada leva a
crer que seja um glicerídeo. Êste provàvel-
mente foi eluido na coluna de Florisil junta-
mente com os resíduos.

Os resultados de tôdas as amostras para
o BHC total, isto é, a soma do alfa, beta,
gama e delta isômeros encontrados, estão
resumidos no quadro:

BHC total na gord1'ra.

Amostras
Conserva N.O encontrado

p.p.m.

Corned Beef 45 0,02

Chopped Beei 30 0,02

Roast Beef 45 0,02

64

Maior valor
encontrado
p.p.m.

,

Média aritmética i % de amostras
de todos os valores I· . d 03aCIma e , p.p.m

pvp vrn .

i------

1,20 0,40 60

1,30 0,37 66

1,69 0,41 46
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F'ig, 1 ~ Cromatograma de uma [ração A com os picos de sotventes seguidos
do pico de alfa BHC, beta mais gama BHC, e o pico não identificado

(QF-1. DC-200).
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Fig. 2 - Cromatografia de uma Fração A, com os picos de solventes seguidos
de pír-o de alfa BHC, gama BHC, picos não identificados, c neta mais delta

EBC (coluna OVo 225).
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Fig.3 Cromatografia de uma F1'aç{í0 R com os pioroR âo« sol"entes.

Os cromatogramas das figuras 1 e 2 mos-
tram os picos correspondentes a uma fração
A onde aparece o que não pôde ser identi-
ficado; e o da figo 3 corresponde a uma fra-
ção B onde aparecem apenas os picos dos
solventes.

Dos valores obtidos, um dado interessante
se refere à diferença nO' resíduo de BHC, em
relação ao tipo de gordura da carne. O
"Roast Beef" é obtido de carne magra, ape-
nas com gordura intersticial, branca, enquan-
to que o "Corned Beef" é obtido de carne

mais gorda, com gordura de depósito, ama-
rela.

Examinando os gráficos, figo 4, em que se
relacionam os valores, em partes por milhão
de BHC total, até o valor de 0,95 p. p. m.,
com o número de amostras, vemos a distri-
buição dos valores encontrados para as amos-
tras de "Roast Beef" e "Corned Beef" bem
distintas. Os gráficos da figo 5 mostram a
distribuição para o isômero alfa nas mesmas
amostras e, neste caso, são mais semelhan-
tes e, na maioria, abaixo de 0,3 p. p. m .
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GRAFICO I

N º DE'
AMOSTRAS

CORNED BEEF
BHC TOTAL

N9 DE
AMOSTRAS

10

de 3HC

Os valores para o BHC total variaram
dêsde 0,02 p.p.m. até 1,69 p.p.m. Pelo
exame dos gráficos pode-se ver que não há
uma distribuição regular dos resíduos, mas
em média estão em valores acima de 0,3
p. p. m. que é um limite prático em algu-
mas legislações. Também são mais elevados
que alguns referidos em levantamentos fei-
tos em outros países 5,9. Em relação à le-
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gislação hrasileira, vigente, estão em desa-
côrdo, pois não é tolerado nenhum limite
para resíduos de "hexacloreto de benzenn"
(BHC) em carne e derivados (Tabela II do
Decreto 55.871 de 26-3-65 modificada pela
Resolução 11.° 23/66 da C.N.N.P.A.).

É difícil precisar qual sej a a origem dos
resíduos, pois asi IIformações são contradi-
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N2 de
AMOSTRAS

12

11

10

BHC

0,05 0,10 O,15 0,20 0,25 O,3C

ppm

de BHC

tórias, Algumas confirmam o uso do BHC
cm vários produtos pecuários (tratamento de
hernes, carrapatos) e outras, que a maioria
das atuais pastagens iá foi campo de cultivo
de algodão onde se empregou largamente
HHC no combate à lagarta do algodão.

RESUMO

Usando técnicas cromatográficas, 120
amostras de conservas de carne bovina foram
analisadas para determinação de resíduos de
pesticidas clorados. Em tôdas foram detecta-
dos os isôrneros alía, beta, gama e delta do
hexadorociclohexano (BHC). Os valores va-
riaram de 0,02 a 1,69 p. p. m , para BHC
total, na gordura, sendo os valores de delta
BHC baixos - menos de 0,01 p.p.m.
- na maioria das amostras. A média arit-
mética dos valores ohtidos é de 0,39 p. p. m.
para BHC total o que representa um grau de

15 VI
"

~

13

12

11

10

Nf! de

AMOSTRAS

ROAST BEEF

O< B H C

Fig. 5

0,05 0,10 O,I!S 0,10 0,25 0,30

ppm

de B HC

contaminação bastante apreciável. Os resul-
tados mostram uma relação entre a natureza
da gordura da amostra (de depósito em
"Corned Becf" e intersticial em "Roast Beef')
e o resíduo de BHC.
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ELETROFORESE SÕBRE ACETATO DE CELULOSE (CAF).
REPRODUTIBILIDADE E VALORES NORMAIS (1)

CELLULOSE-ACETATE ELECTROPHORESIS (CAF). REPRODUCIBILITY
ANO l-<ANUE OF NORMALITY

CELIDÉIA A. COPPI VAZ (2)

RUBENS GUIMAR.1i.ES FERRI C,)
NIKOLAUS GEISDHOVEL (I)

ALCIRA NANCY DE PAULA CAMPOS (5)

SUMMARY

The authors present a study of the reproducibility of the cellulose-acetate
eJectrophoresis and the stablishment of the range of normallity for each component
by statistical analysis.

Comparative analysis were ma de by paper and cellulose-acetate electrophoresis
with the same samples.

Reproducibility of the method was considered cxcclent when carefully used.
The authors' results were very symillar to those obtained by Knedel, and to

the 'I'iselius' free electrophoresis.

INTRODUÇÃO

Acetato de celulose foi introduzido para
substituir o papel de filtro como suporte pa-
ra eletroforese, principalmente por não ad-
sorver proteína como o primeiro. Em vir-
tude disto não se forma, durante a migra-
ção, um tapete de Albumina (trailling) sô-
hre o qual migram as frações menos rápi-
das. Os componentes se localizam em faixas
mais definidas e a separação permite uma
densitometria mais exata em virtude da ex-
celente transparência e ausência de colora-
ção de fundo (back-ground). No caso do
papel, a albumina adsorvida contribui para
diminuir o valor dêste componente no ele-
troferograma.

Pelos métodos inicialmente propostos para
eletroforese sôbre acetato, como os de KOHN7,

utilizavam-se faixas largas e a densitometria
se fazia nos aparelhos convencionais tornan-

do o método dispendioso, razão pela qual
vários modelos de aparelhos têm permitido
ultimamente a realização de rnicrotécnicas,
com grande economia de acetato de celulose
e de todos os reagentes.

Mais recentemente KNEDEL G propôs mo-
dificações na metodologia de trabalho com
acetato de celulose utilizando densitôrnetro
especialmente construído, de modo a permi ..
tir leitura de extinção de zero a 1,1, muito
embora seja mais aconselhável a utilização
da faixa de extinção de zero a 0,8. Em
virtude disto, a quantidade de proteína a
ser aplicada fica extremamente reduzida em
relação aos métodos convencionais; no caso
de sôro, aplicam-se aproximadamente O,OS
microlitros.

TAUCH 9 estudou a reprodutibilidade e se-
lecionou cor antes verificando que no caso

(1) Realizado no Centro de Pesquisas Imunoqutmícas da Fac. Med. Univ. São Paulo.
(2) Do Instituto de Biociências da U. S. P.
(3) Responsável pelo Centro de Pesquisas Imunoquímicas do Depto. Microbiologia e Irnunolog ia

do Instituto de Ciências Biomédicas.
(4) Diretor do Depto. de Assistência Técnica da Carl Zeiss Cia. - óptica e Mecânica.
(5) Do Centro de Pesquisas Imunoqulmlcas da Fac. Med. Univ. são Paulo.
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do amidoschwarz 10 B a relação entre absor-
ção de corante e quantidade de proteína é
pràticamente linear, seguindo a lei de Lam-
bert e Beer.

Como os valores da literatura se referem a
populações de outros países, realizamos no
Centro de Pesquisas Imunoquímicas um es-
tudo de reprodutibilidade ao lado do estabe-
lecimento da faixa de normalidade.

Alguns tipos de acetato de celulose com
características várias têm sido produzidos e
muitos são os trabalhos em que êstes supor-
tes são utilizados para rotina eletroforética
ou investigação científica 2, 3,4, 5.

MATERIAL E MÉTODOS

1. 18 amostras de sôro de indivíduos
adultos foram analisadas quanto ao teor pro-
téico e frações eletroforéticas.

2. Proteínas totais foram dosadas pelo
método de GORNALL et alii 1.

3. A corrida eletroforética foi realizada
na câmara Mikrophor-Boshcamp utilizando
o aplicador de 0,05 microlitros, durante 20
minutos com 2 mA por membrana de ace-
tado (CAF) de 25,5x145 mm, em tampão
veronal-acetato, pH 8,6 e fôrça iônica 0,06.

4.. Após coloração com amidoshwarz 10
B e diferenciação com metanol-ácido acético
(9: 1), as fitas foram diafanizadas em dio-
xana-isohutanol (7:3) durante 2-4 minutos
e aqueci das a 70-80°C por 15 minutos.

5. Densitometria e integração foram fei-
tas simultâneamente em registrador de cx-
tinção e integrador combinados (Zeiss, mo-
dêlo EI-3).

6. Reprodutihilidade foi verificada ana-
lisando 10 vêzcs a mesma amostra de sôro.

7. A faixa de normalidade para cada
fração, determinada por eletroforese em ace-
tato, foi estabelecida considerados os 95%
como intervalo de confiança (1,96 S). Os
soros escolhidos para o estabelecimento da
faixa foram previamente selecionados por ele-
troforese sôiire papel de filtro.
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RESULTADOS

Reprodutibilidade

Os valores das frações eletroforéticas, re-
produzida a análise da mesma amostra 10
vêzes, apresentaram-se homogêneos panl ca-
da fração (Quadro I).

QUADRO I

Rep1"oclutibilidade elo método

I Pré-
Análise ! Albu- AI.bU-Alfa 1 Alfa 2 Beta Gama
n.» mma_~J:~a.. _
1 1,5 62,5 3,0 5,5 9,0 18,5

2 1,5 62,0 3,0 5,5 9,5 18,5

3 1,5 62,0 3,0 5,0 10,0 18,5

4 1,5 62,0 2,5 5,0 10,5 18,5

5 1,5 62,5 2,5 5,5 10,0 18,0

6 1,5 63,0 2,5 6,0 11,0 16,0

7 1,5 62,5 2,5 6,5 11,0 16,0

8 1,5 62,5 2,5 6,5 10,5 16,5

9 1,5 63,0 2,5 6,0 10,0 17,0

10 1,5 62,5 2,5 6,0 10,5 17,0

Faixa de normalidade

No quadro II são apresentados todos os
valores em percentagem relativa e gramas/
100 ml, de cada fração, para eletroforese
em acetato de celulose e sôhre papel de fil-
tro.

Os componentes .reveláveis cm CAF são
os habituais da eletroforese sôhre papel de
filtro, acrescidos de pré-albumina.

Os valores médios e os respectivos desvios
padrão (lS) para cada componente, em per-
centuais e gramas/l00 ml de sôro, encon-
tram-se no Quadro lIl.

A faixa de normalidade para cada fra-
ção foi estabeleci da, tomando-se como afas-
tamento das médias 1,96 S, isto é, pràtica-
mente 2 desvios padrão. Êstes resultados
estão resumidos no Quadro IV.



QUADRO II

Resultados da eletroiorese sôbre papel de filtro e acetado de celulose

10

11

12

13

14

~5

16

17

18

.cj

Porcentagem relativa

Pré A A ," t.t2

44,9 7,6 9,2 16,8 21,5 I 6,11

2

71,5 1,5 5,5 8,5

67,0 2,0 5,5 7,5

[3

14,0

18,0

14,5

18,0

14,5

17,0

16,5

18,0

16,0

48,4 6,4 8,6 12,4 24,2

1

' 6,4

44,4 6,8 8,8 16,1 23,9 7,0

48,4 8,1 9,2 14,1 20'21 7,8

48,1 7,7 9,4 16,0 18,8 6,2

49,5 7,5 8,0 11,0 24,0 6,7

52,1 7,8 10,8 10,8 18,5 7,5

54,3 7,5 8,7 13,8 15,7 7,8

50,5 7,7 11,0 14,3 16,5 6,8

50,4 7,8 10,5 11,7 19,6 7,3

45,0 7,1 10,0 14,8 23,1 7,3

Gramas por 100 ml de sôro

4,36 0,09 0,33 0,52

4,29 0,13 0,35 0,48

0,07 4,55 0,17 0,42 0,77

0,11 5,38 0,11 0,39 0,78

4,22 0,12 0,37 0,56

0,10 4,46 0,13 0,37 0,50

0,11 4,84 0,15 0,56 0,60

0,08 4,91 0,16 0,55 0,70

0,10 4,11 0,20 0,62 0,68

0,11 4,56 0,18 0,58 0,62 1,25

0,11 4,42 0,22 0,47 0,66 1,42

0,14 3,94 0,20 0,61 0,68 1,23

0,26 4,48 0,18 0,41 0,63 1,44

~W ~n ~n ~~ ~~ ~~
0,15 4,80 0,22 0,52 0,79 1,01

0,17 3,88 0,23 0,50 0,84 1,07

0,12 4,76 0,20 0,56 0,76 1,60

0,18 4,18 0,18 0,59 0,85 1,40

0,85

1,15

1,01

1,40

0,90

1,14

1,24

1,40

1,09

Papel de filtro

2,74 0,46 0,56 1,02

3,10 0,41 0,55 0,80

3,11 0,47 0,62 1,13

3,77 0,63 0,72 1,10

2,91 0,48 0,58 0,99

3,32 0,50 0,54 0,74

1,32

1,54

1,67

1,58

1,17

1,60

1,39

Sôro

n.s I·------ Acet~t;~-~~~~~~se-I· Papel de filtro I P.T. I Acetato de celulose .. __

't -I A 'XI.__ ~~__ {3 't__ I lc~ré A--;: - ,tl '>2 (3 't \ A <X1---"~-/J-- 't

3 i 1,0 65,0 2,5 6,0 11,0

5 68,0 2,0 6,0 9,0

43,0 6,4 11,4 14,1 25,1 I 6,8

44,2 7,8 9,2 13,8 25,0 7,4

47,2 9,2 13,1 12,2 18,3 6,9

47,5 9,2 9,7 13,4 20,2 7,5

43,9 7,6 11,0 17,7 19,8 6,7

45,3 8,5 9,8 13,2 23,2 8,0

43,7 7,5 9,0 15,1 24,7 7,4

3,91 0,58 0,81 0,81

4,24 0,59 0,68 1,07

3,44 0,52 0,75 0,97

1,22

1,12

4 I 1,5 69,0 1,5 5,0 10,0

6 1,5 66,5 2,0 5,5 7,5

7 1,5 64,5 2,0 7,5 8,0

8 1,0 63,0 2,0 7,0 9,0

9 I 1,5 60,5 3,0 9,0 10,0

1,5 62,5 2,5 8,0 8,5 17,0

1,5 60,5 3,0 6,5 9,0 19,5

2,0 58,0 3,0 9,0 10,0 18,0

3,5 60,5 2,5 5,5 8,5 19,5

3,68 0,57 0,77 0,85 1,43

3,28 0,52 0,73 1,08 1,69

2,92 0,42 0,77 0,96 1,72

3,27 0,58 0,68 1,02 1,85

3,26 0,63 0,90 0,84 1,27

3,56 0,70 0,73 1,00 1,51

2,94 0,51 0,74 1,18 1,33

3,62 0,68 0,78 1,06 1,86

3,23 0,55 0,67 1,12 1,83

1,5 68,5 2,5 7,5 8,0 12,0

2,0 64,0 3,0 7,0 10,5 13,5

2,5 58,0 3,5 7,5 12,5 16,0

1,5 59,5 2,5 7,0 9,5 20,0

~1,5 56,5 2,5 8,0 11,5 19,0
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QUADRO III

Eletl'oforcsc ccmvparai.iua: Acet ato-Papel

Acctato de Celulose Papel de Filtro

g/100 ml pO~~~;t~:!;~-I-g/l(;;;--~~'~
lV-I-é-d-ia'---D--e-s-V-iO--;--M-éd-i-a~ Desv;~-- -Média Des\'i~;I'~~-é~ia Desvio

Padrão Padrão Padrão i Padrãoc========~======~==============~============

Porcentagem
relativa

Pré Albumina

16,7

0,13

4,50

0,17

0,48

0,67

1,19

1,8

63,5

2,4

6,8

0,65

4,30

0,55

1,22

1,40

2,30

Alburnína

Alfa 1

Alfa 2

Beta 9,4

Gama

Proteinas totais

QUADRO IV

Foixo. de normalidade par'a eletroiorese em ace-
tato de celulose usando 2 desvios padrão

(Média :t 1,96 S)

Porcentagem
gramas/l00 ml

relativa

Pré-Albumina 0,53 a 3,07 0,032 a 0,228

Albumina 55,07 a 71,93 3,775 a 5,225

Alfa 1 1,32 a 3,48 0,092 a 0,248

Alfa 2 4,41 a 9,19 0,284 a 0,676

Beta 6,66 a 12,14 0,435 a 0,905

Gama 12,20 a 21,20 0,760 a 1,620

COMENTÁRIOS

Como se pode depreender do quadro I, a
reprodutibilidade da eletroforese em acetato
de celulose é muito boa, considerando-se que
muitas fases estão envolvidas no processo e

0,05

0,37

0,04

0,10

0,12

0,22 3,00

3,35 0,39

0,08

0,10

0,13

3,20

0,80

1,20

47,3

7.7 0,55

9,9 0,70

0,98

1,50

7,10

1,9014,0

21,:2 0,24

0,60

que 6 componentes são quantitativamente de-
terminados no decorrer de um único proces-
samento.

Os valores para cada fração eletroforética
diferem bastante dos encontrados por eletro-
forese sôbre papel de filtro., em virtude da
transparência do suporte e principalmente em
conseqüência da inexistência de adsorção
que, no caso do papel de filtro, além de au-
mentar a leitura de fundo (back-ground) di-
minui sensivelmente os valores de albumina.

As médias por nós encontradas são pràtica-
mente superponíveis às de Knedel, muito em-
bora os valores de globulina gama sejam li-
geiramente superiores em nosso meio. Por
outro lado, os valores obtidos em acetato de
celulose são muito próximos dos encontrados
por eletroforese livre de Tiselius, como por
exemplo os mencionados por LEVIN & OBER-
HOLZERs. No quadro V apresentamos os
dados comparativos de eletroforese livre e
sôbre acetato de celulose.

QUADRO V

El etroiorese compara.tiva

Pré
Albu-
mina

Albu-
mina

GamaAlfa 1 AIfa 2 Beta---'----l~- ----Acetato de Celulose - C. P. r. 1,8 63,5 2,4 6,8 9,4 16,7
Acetato de Celulose - KNEDEL 35 63,7 2,3 5,9 8,7 15,3
Eletroforese Livre - TISELIUS ~ 62,8 3,7 7,1 14,0 12,2
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RESUMO

Os autores estudam a reprodutibilidade
do micro método de eletroforese e apresentam
os resultados obtidos com soros normais.

Concluem pela excelente reprodutibilida-
de, e comentam algumas das vantagens do
método, especialmente a rapidez de sua rea-
lização permitindo em uma só corrida ele-
troforética, em 20 minutos, analisar 18
amostras.
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PESQUISA RÁPIDA, PRÁTICA E ESPECíFICA DA PRESENÇA DO
PERÕXIDO DE HIDROGÊNIO, NO LEITE "IN NATURA", PELA

UTILIZAiÇÃO DE TIRAS E FITAS REAGENTES (1)

QUICK, PRACTICAL ANO SPECIFIC TEST TO OETECT HYOROGEN PEROXIDE
IN MILK "IN NATURA" Vv'JTH THE USE OF REAGENT STRIPS ANO TEST-TAPE

ALEXANDRE MELLO FILHO (2)
Luís CELSO DE CASTRO (R)

SUMMARY

During the investigation concerning new detection method for hydrogen peroxide,
the authors attencion was called by the possible use of reagent strips in the dairy
field, - strips of the "dip and read" type, commonly used in clinical analysis: blood
and urine chemistry.

Among these, the Ames Clinistix reagent strips, used to determine glucose in
urine, has a reative are a with two enzymes. The gluco-oxidase that catalizes the
oxidation of the glucose realising the hydrogen peroxide wich is decompounded by
the second enzyme - peroxidase, releases the oxygen that changes the color of this
reactive area.

If the oxidation of the glucose in urina, caused by the gluco-oxidase, releases
the hydrogen peroxide, as long as this substance has been added to milk, the chro-
mogen reaction will occur immediately on the reactive area of the Clinistix reagent
strip.

The authors obtained the expected resulto
Knowing about Lilly test-tape, "Glico-fita", aIso used to detect glucose in urine,

they throught that this one could be employd in the same way. And this really
happened. Indeed it determined the presence of hydrogen peroxide added to the
milk sample, aIso by chrornogen raction.

Considering the possibility of reagent strips to replace classicaI methods, which
emplov guaiac solutions or vanadium acid, pipettes, samplers and vials, the authors
performcd comparative researches of these methods in order to determine the sensí-
tivity of the new methods in relation to the old ones,

INTRODUÇÃO

]\esta última década, marcada por gran-
des progressos científicos no campo da mi-
niaturização, contrôlc remoto e cibernética,
a autornatizaçâo e a eletrônica vêm invadiu-
do os laboratórios de análises e pesquisas
em todos os campos de atividade humana.

É natural, pois, que em laticínios surgissem
as unidades auto-técnicas, capazes de reali-
zar com perfeição, rapidez e alta precisão

um grande número de dosagens como a ve-
rificação em série do ponto de congelamento
ou do teor graxo do leite, afastando a sem-
pre presente possibilidade do êrro de apre-
ciação individual.

Entretanto, a par dêsses avanços, defron-
ta-se o técnico em laticínios com o emprêgo
de processos clássicos, como o da pesquisa da
presença do peróxido de hidrogênio no leite
pelo emprêgo da solução alcoólica de guaia-
col a 1%,4,9 baseada no tradicional mé-

(1) Trabalho realizado na Divisão de Contrôle de Qualidade e Pesquisa da Cooperativa Central de
Laticínios do Estado de São Paulo. Apresentado em caráter de nota preliminar na "22." Semana
do Laticinista", realizada no Instituto de Laticínios "Cándido Tostes", Juiz de Fora, Minas Ge-
rais, de 12 a 16 de julho de 1971.

(2) Da Divisão de Contrôle de Qualidade e Pesquisa da Cooperativa Central de La.tíci nlos do Es-
tado de São Paulo. Da Clínica Dermato-sifilográfica do Hospital Municipal de São Paulo.

(3) Da Divisão de Contrôle de Qualidade e Pesquisa da Cooperativa Central de Latíciníos do
Estado de São Paulo.
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todo de Din-ov D, que põe em evidência a
oxidação do guaiacol que, em presença do
sistema peróxido-peroxidase, se transforma
em guaiacoquinona, comunicando ao leite
uma nítida coloração vermelho-salmão.

Tais processos, como muitos outros utili-
zados em laticínios 1, 10, não prescindem do
uso de pipetas, tubos de ensaio, etc .. o

É, pois, compreensível que, investigando
novos métodos de pesquisa, nos Laboratórios
da Cooperativa Central de Laticínios do Es-
tado de São Paulo, nossa atenção se voltasse
para a possível utilização em laticínios do
valioso recurso representado pelo ernprêgo,
em análises clínicas, em medicina, das ti ras
reagentes do tipo conhecido como mergulhe
e lêia, utilizadas principalmente na verifica-
ção das alterações físico-químicas do sangue
e unna.

Dessas tiras, chamou-nos a atenção em es-
pecial a Clinistic (Anes Company}, desti-
nada à verificação rápida (10 seg.) da pre-
sença da glicose na urina e baseada em duas
enzimáticas.

A tira reagente Clinistix consiste em tira
de matéria plástica transparente com área
reagente rósea em uma das extremidades.
Essa área reagente contém duas enzimas, a
glico-oxidase que, na presença da glieose na
urina, catalisa a oxidação dêsse açúcar para
formar ácido glicônico c o peróxido de hi-
drogênio e a peroxidase que, na presença de
peróxido de hidrogênio recém-formado, de-
termina a liberação do oxigênio nascente o
qual, produzindo mudança de coloração da
área reagente, faz passar a côr rosada para
a violeta ou azul escuro.

Se a oxidação da glicose contida na urina
forma o peróxido de hidrogênio é eviden-
te que, se o mesmo já estiver presente, como
110 caso da sua colocação no leite, a reação
cromógena se estabelecerá imediatamente.

Aplicando tal dedução, adicionamos o pe-
róxido de hidrogênio ao leite líquido e, mer-
gulhando nele a parte reagente da tira Cli-
nistix, obtivemos de fato a sua rápida e
nítida mudança de coloração.

Nessas circunstâncias, sabendo da existên-
cia de fita diagnóstica elaborada pela Lilly
Cornpany, Glico-fita, também destinada
à verificação rápida da presença de glicose
na urina, suspeitamos de que a mesma fun-
cionasse por mecanismo semelhante. E, ex-
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perimentando-a, obtivemos, no caso da pre-
sença do peróxido de hidrogênio adicionado
ao leite, resultado positivo pela mudança
da coloração da referida fita que, do ama-
relo, passou a verde claro.

MATERI~L E MÉTODOS

Tiras reiuientcs Clinistix

No caco da verificação da presença do
peróxido de hidrogênio no leite, mergulha-
mos a área de teste da tira reagente na amos-
tra do leite em questão. A mudança rápida
da coloração rósea, que passou à violeta ou
azul-escuro, foi indício da presença positi-
va do peróxido (Fig. 1, 2, 3).

Nas plataformas de recepção do leite, êste
exame pode ser feito seriado, mergulhando
a parte reagente da tira no leite contido no
próprio latão, (num máximo, 10 verifica-
ções por tira), pois a mesma é atóxica.

Por media de economia, embora tal fato
venha dificultar bastante a leitura colorimé-
trica do resultado, a tira poderá ser dividida
longitudinalmente em duas metades iguais,
desde que seja para uso imediato.

Fitas diagnosticas Glico-fita

No momento do exame, na verificação da
eventual presença do peróxido de hidrogênio
no leite, destacamos cêrca de 3 em de fita
e mergulhamos no leite problema. Após 10
a 20 segundos, em caso positivo, a coloração
da fita passou do amarelo para a tonalidade
nitirlamcntc esverdeada (Fig. 4).

Levando em conta a possibilidade de vi-
rem as tirns ou fitas a substituir os métodos
correntes que empregam soluções de guaia-
col ou ácido vanádico, tornou-se necessário sa-
ber qual a sensibilidade do novo processo em
relação àqueles.

Para isso resolvemos adicionar ao leite
padrão quantidades conhecidas de peróxido
de hidrogênio e estudar () comportamento
diagnóstico da tira e da fita reagente em
relação ao emprêgo da solução alcoólica de
guaiacol a 1% I," e do método de Amold e
Mentzcl1•10•

A duas amostras do mesmo leite, em esta-
do de cru, considerado padrão, veiculando
flora bacteriana avaliada em 18 milhões de
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F'Ig. 1 - Tira "Clinistix mostrando área rea-
gente rósea, índice da ausência do peróxido

de hidrogênio no leite testado.

FJg. 2 - Tira "Clinistix" mostrando área
reagente azul, índice específico positivo para
a presença do peróxido de hidrogênio na amos-

tra de leite examinada.

Fig. 3 Aspecto comparativo das tiras
"Clinistix", com área reagente rósea e azul,
índices respectivamente, da ausência e pre-
sença do peróxído de níprogênio acrescen-

tado ao leite.

Fig. 4 - Aspecto comparativo entre a fita
"Glico-fita", com coloração amarela inicial,
inalterada, indício da ausência do peróxido
no leite e com a coloração esverdeada, in-
dicando no presente caso, especificamente, a

presença positiva daquele antissético
conservador.
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germes por ml, acrescentamos o peróxido de
hidrogênio (30%, 120 vol., D.S.A. Baker),
na razão respectivamente de 1 e 2/1.000,
sendo as mesmas a seguir divididas em
duas porções que foram conservadas frigori-
ficadas (+ soC), ou mantidas em meio
ambiente.
A cada hora era testada a presença do

peróxido de hidrogênio pelos métodos que
utilizavam a solução de guaiacol ou ácido
vanádico e pelo processo que emprega a
tira reagente ou a fita diagnóstica.

Estas verificações foram levadas a efeito
até a obtenção de resultados negativos nos
dois grupos de amostras, quer para frigori-
ficadas (+ soC), como para as conservadas
em meio ambiente.

A seguir, fomos ao interior de S. Paulo
e, nas plataformas de recepção do leite, pas-
samos ao exame seriado, em grande escala
e rápida verificação do produto acondiciona-
do em latões, à medida que os mesmos iam
chegando, transportados em grande ou pe-
queno número, pela mais diversa modalida-
de, desde os grandes caminhões até as pe-
quenas viaturas de tração animal.

RESULTADOS

Na amostra do leite conservado em am-
biente e ao qual se acrescentou 1%0 de peró-
xido de hidrogênio, foi o referido conserva-
dor antissético passível de determinação até
4 horas da sua colocação, quer pelos méto-
dos que empregaram as soluções de guaiacol
e ácido vanádico, quer pelos que se utiliza-
ram da tira e da fita.
Para a mesma amostra frigorificada

(+ SOC), a presença determinável do pe-
róxido foi um pouco mais longa, alcançando
até S horas da sua colocação e acusada igual-
mente pelos dois grupos de processos analí-
ticos postos em confronto.

Com o leite padrão veiculando 2%0 de pe-
róxido de hidrogênio, o resultado foi seme-
lhante, apenas o tempo de permanência de-
terminável do peróxido aumentou, passan-
do respectivamente para S horas na amostra
em ambiente e 6 horas na frigorificada.
Ainda neste caso houve identidade na ca-

pacidade determinadora das soluções e da
tira e fita reagentes, isto é, após o período
de positividade máxima de S e 6 horas, tan-
to os métodos clássicos COmoos propostos Ia-
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lharam na evidenciação da presença decres-
cente do peróxido de hidrogênio que passou
a ser sub-determinável incógnita.

]\0 interior de São Paulo, nas plataformas
de recepção dos entrepostos-usinas, em dias
diversos e em regiões diferentes, foram sub-
metidos a testes da eventual presença do pe-
róxido de hidrogênio 600 amostras de leite
coletadas em tubos de ensaio para a realiza-
ção das provas que se utilizaram da solução
de guaiacol ou ácido vanádico, ou examina-
das diretamente nos latões, à medida que
chegavam, quando da utilização das tiras ou
fitas diagnósticas.
Tôdas essas amostras apresentam negativi-

dade para a presença do peróxido de hidro-
gênio, para ambos os tipos de exames exe-
cutados.

DISCUSSÃO E CONCLUSõES

As pesquisas comparativas efetua das no
laboratório, visando estabelecer a sensibili-
dade da tira reagente e da fita diagnóstica
em relação às provas que empregam o guaia-
col e o ácido vanádico, na determinação da
presença do peróxido de hidrogênio colocado
no leite, vieram demonstrar que êsses méto-
dos se equivaleram.

A tira e a fita, por possuirem a enzima
peroxidase, foram capazes, em igualdade de
condições com o reativo de Arnold e Ment-
zel l-?", de evidenciar a presença do pe-
róxido de hidrogênio quando adicionado
ao leite fervido, o que àbviamente não acon-
teceu com o método do guaiacol 4, 9, por
se basear a sua reação na presença da peróxi-
dase do leite.

Conforme ficou demonstrado, as tiras rea-
gentes e as fitas foram capazes de, com boa
especificidade, substituir aquêles métodos de
uso tradicional, com a vantagem de serem
portáteis, utilizáveis para exame do produto
no próprio latão e no caso da tira em espe-
cial, reutilizável quando do emprêgo imedia-
to seriado, por ser uma haste rígida, o que
constitue considerável economia do material
empregado.
Nessas condições, tivemos a oportunidade

de apresentar o achado, que acreditamos seja
pela primeira vez de âmbito mundial.

E como consideração final, queremos acen-
tuar que o fato de, no interior, nas plata-



MELLO FILHO, A. ,& CASTRO, L. C.... - Pesquisa rápida, prática e específica da presença do peró-
xído de hidrogênio no leite "in natura", pela utilização de tiras e fitas reagentes. Rev. Insto
Adolfo Licte, 31 :77-81, 1971.

formas de recepção do leite, em 600 verifi-
cações não termos, quer pelos métodos clás-
sicos ou pelos propostos, evidenciado a pre-
sença do peróxido de hidrogênio, o sucedido
não indica a real ausência do peróxido e
apenas que essa substância não foi passível
de determinação caso estivesse presente e co-
locada há mais de 5 ou 6 horas da chegada
do leite àquêles entrepostos-usinas,

Após êsse período de tempo, o peróxido
de hidrogênio só pode ser evidenciado por
processos especiais de investigação"".

RESUMO

Investigando novos métodos de pesquisa,
a atenção dos autores se voltou para a pos-
sível utilização, em laticínios, das tiras
reagentes do tipo mergulhe e lêia, utilizadas,
em análises clínicas, para as verificações das
alterações físico-químicas do sangue e urina.

Dessas, a tira reagente Clinistix, utilizada
na determinação da presença de glicose na
urina, mostrou ter área reagente contendo
dois enzimas. A glico-oxidase que catalisa
a oxidação da glicose com liberação do peró-
xido de hidrogênio que, descomposto pela se-
gunda cnzima, a peroxidase, libera o oxigê-
nio que faz mudar a côr dessa área reagente,
dando noção colorimétrica do processo.

Se a oxidação da glicose na urina, produ-
zida pela glico-oxidase, libera o peróxido de
hidrogênio, no caso de o mesmo ter sido adi-
cionado ao leite, a reação cromógena da área
reativa da fita poderá se. processar imedia-
tamente.

E foi o que aconteceu.
Sabendo da existência da Glico-fíta, tam-

hém para a pesquisa da glicose na urina, jul-
gamos que a mesma pudesse funcionar em ba-
se semelhante ao já visto, e de fato a mesma
acusou a presença do peróxido de hidrogênio
acrescentando ao leite de próva, também por
mudança colorimétrica.

Levando eU1 conta a possibilidade de vi-
rem as tiras reagentes e as fitas diagnósticas
a substituir os métodos clássicos que empre·
gam soluções de guaiacol ou ácido vanádico,
e além disso pipetas, tubos de ensaio e frascos
acondicionadores, fizeram os autores pesqui-
sas comparativas entre esses métodos, para

saber a sensibilidade dos novos processos em
relação àquêles.
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PESQUISA RÁPIDA, PRÁTICA E ESPECíFICA DA EVENTUAL
PRESENÇA DE URINA NO LEITE "IN NATURA" , PELA

UTILIZAÇÃO DE TIRAS REAGENTES (1)

QUICK PRACTICAL AND SPECIFIC TEST TO DETECT URINE IN MILK
"IN NATURA" USING REAGENT STRIPS

ALEXANDRE MELLO FILHO (2)

Lurz CELSO DE CASTRO (3)

SUMMARY

It is known that part of the people use to say that, under certain circunstances,
cattle urine is added to milk in order to increase its volume.

Is is obvious that such popular belief has no foundation and in order to defi-
nitely demonstrate that this is wrong, the authors decided to evidence this supposed
presence using Nessler reaction or reaction with hydrochloric and nitric acids
and alcohol. 50, impelled by investigation spirit, they decided to use the Azostix rea-
gent stríps, Ames Azostix are reagent strips, of the "dip and read" type, employed in
blood chemestry analysis to quickly determine the urea nitrogen content, in blood.

This reagent strip has on its yelJow reactive are a one specific enzyme - urease,
that converts the urea present in blood into ammonium hydroxide which, by its
turn, changes the color of the reactive area into green.

By adding urine to the milk sample and then dipping the Azostix reagent strip
in it, a cIear change of color on the reaction area was obtained, at a minimum
rate of 10 mI uriney l.Oüü mI miIk.

Then, to test the sensitivity of this rapid and practical process, an anaIytical
comparison with daíry cIassical methods was performed.

The authors travelled to the interior in the places where milk is produced and
performed 300 tests Iocally for urine detection.

INTRODUÇÃO

É noção difundida em certas camadas da
nossa população que o leite de consumo "in
natura" possa veicular, em determinadas cir-
constâncias, urina do próprio gado vacum a
êle adicionada em caráter fraudulento.

Alega-se então que a urina acrescentada
aumentaria o volume do leite, sem o incon-
veniente da baixa da sua densidade, como
acontece na aguagem.

É evidente e clamoroso que tal noção lei-
ga é completamente destituída de fundamen-
to. O que na verdade acontece, e que é errô-
neamente interpretado, é o fato de que deter-
minados leites, originários de fontes espú-
rias, onde os mais elementares preceitos hi-
giênicos de ordenha e colheita são desdenha-
dos, absorvem os odores locais, que são de-
volvidos ao consumidor na ocasião do aque-
cimento domiciliar.

(1) Trabalho realizado na Divisão de Contrôle de Qualidade e Pesquisa da Cooperativa Central de
Laticínios do Estado de São Paulo. Apresentado, em caráter de nota prévia, na 22.a "Sema~a
do Laticinista", realizada no Instituto de Lat.íctníos "Cândido Tostes", Juiz de Fora, Minas Ge-
rais, de 12 a 16 de julho de 1971.

(2) Da Divisão de Contróle de Qualidade e Pesquisa da Coopertiva Central de Laticínios do
Estado de São Paulo; Da Clínica Dermatosifilográfica do Hospital Municipal de São Paulo.

(3) Da Divisão de Contrôle de Qualidade e Pesquisa da Cooperativa Centr-al de Lattcín íos elo
Estado de São Paulo.
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Nos laboratórios da Cooperativa Central
de Laticínios do Estado de São Paulo, bus-
cando técnicas para uma eventual determina-
ção de urina adicionada ao leite, verifica-
mos que a que n03 parecia mais indicada -
a do emprêgo do reativo de Nessler - mes-
mo assim muitas vêzes falhava. Resolvemos
então tentar empregar a tira Azostix, elabo-
rada pela Ame" Company e utilizada em
análises clínicas para a determinação rápida
do teor de nitrogênio urêico sangüíneo.

As referidas tiras são constituídas por haste
plástica contendo numa das extremidades
área reativa de coloração amarela; mergu-
lhada no sangue, filtra-o, absorvendo porém
a sua parte fluida. A enzima urease, contida
nessa parte reativa converte a uréia em gás
carbônico e hidróxido de amônio, produzin
do êste mudança da côr da área reativa -
do amarelo para o verde .- estando a inten-
sidade dessa variação cromática diretamen-
te na dependência do teor de uréia presente.

Acrescentando a urina ao leite de prova,
na quantidade mínima de 10/1000 ml, e
, mergulhando a área reagente da fita no mes-
mo, obtivemos de fato, após um período de
60 segundos, mudança da coloração da fita
para uma tonalidade esverdeada. Com o
adicionamento ao leite de uma maior quan-
tidade de urina obtivemos uma nítida vira-
gem do amarelo para o verde intenso.

Apenas para confirmar a nossa afirmati-
va inicial de que é evidente que a noção
leiga popular, é destituída de fundamento,
propuzemo-nos, usando tal técnica. investigar
nas fontes de produção a eventual presença
de urina no leite, testando antes a sensibili-
dade do método proposto, pela comparação
com 03 resultados obtidos, em iguais circuns-
tâncias, pelo emprêgo do método do reativo
de Nes,sler, adaptado, e também pela utiliza-
ção da mistura ácido-alcoólica.

MATERIAL E MÉTODOS

Método do reativo de Nessler, modificado

Conforme noção clássica, o reativo de
Nessler é utilizado para indicar a presença
e a quantidade de Íons amônio, NH-;;', 2.

84

Entretanto, não existe citação do seu em-
prêgo, em laticínios, para a determinação da
presença de urina no leite, sendo pois tal uti-
lização por nós testada com resultados sa-
tisfatórios.

o reativo empregado foi o produzido pela
Tennant Química S/A (QlíEEL). Pelo nos-
so método tomávamos, em um tubo de
ensaio, 10 ml do leite padrão e, em outro
igual quantidade de leite, porém acrescen-
tado de urina. Aos mesmos tubos adicioná-
vamos ::\ a 5 gôtas de hidróxido de sódio a
10% e logo a seguir 2 ml do reativo de
Nessler. As amostras do leite eram então
continuamente agitadas por piparotes obti-
dos pelo choque da parte média dos tubos
de ensaio contra a superfície palmar da mão
esquerda ; após 30 segundos, uma côr cinza
ia aparecendo, e muito mais nítida no leite
ao qual se acrescentou urina.

Êstes resultados têm que ser consignados
imediatamente após o aparecimento da côr
cinza pois, passada essa fase, as amostras
se uniformizarão, tomando igualmente a côr
ci nzu-t-humho.

Para melhor destaque colorimétrico dos
resultados obtidos, a prova deve ser executa-
da com amostra de leite isenta de urina -
contra-prova negativa; uma amostra conten-
do urina na quantidade mínima de 10/1000
1111 - contra-prova positiva, e o leite proble-
ma. que será comparado com os demais.

Método que emprega a mistura ácido-álcool

Utilizada segundo indicações de "Normas
de qualidade para alimentos" J.

Iv!étodo com as tiras reagentes Azostix

Como recomendação fundamental para a
utilização das tiras reagentes, o leite a ser
testado deverá estar em temperatura supe-
rior a 20°C.

As respostas coIorimétricas obtidas variam
de acôrdo com a quantidade de urina pre-
sente, conforme as figo 1, 2 e 3.



MELLO FILHO, A. & CASTRO, L. C. - Pesquisa rápida, prática e especifica da eventual presença
de urina no leite "in natura", pela utilização de tiras reagentes. Rev. Inst. Adolfo Lu.te, 31:
83-86, 1971.

Fig. 1 - Tira Azostíx mostrando área rea-
gente amarela, índíce específico da ausên-

cia de urina no leite testado.

Pig. 2 - Tira Azostix mostrando área rea-
gen te de coloração verde, índice específico
positivo de presença de urina no leite exa-

mindo.

Fig. 3 - Aspecto comparativo das tiras: área
amarela, índice de ausência, e área verde clara,
e verde, índices de presença de urina nos leites

submetidos a testes de laboratório.

Para avaliar a sensibilidade do método
das tiras reagentes, em comparação com os
métodos já citados, adicionáva-mos ao leite

padrão quantidades crescentes de urina va-
cum - 5, 10 e 20/1000' rnl. A seguir, pro-
curávamos determinar a presença mínima des-
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sa substância entre aquêles valores, pela uti-
lização dos três diferentes processos de in-
vestigação, repetindo a pesquisa 24 horas
após, com o mesmo leite já examinado.

Realizada essa etapa no laboratório, co-
nhecida a sensibilidade de cada método, fo-
mos ao interior de São Paulo, aos centros
produtores de leite e às plataformas de re-
cepção do produto e realizamos sistemática
investigação, visando determinar a eventual
presença de urina no leite.

As amostras eram colhidas em tubos de
ensaio, empregando-se o método que utiliza
o ácido clorídrico ou o reativo de Nessler,
mas as verificações levadas a efeito com as
tiras foram realizadas diretamente nos la-
tões, mergulhando a área reagente das tiras
na superfície do leite.

RESULTADOS E CONCLUSÕES

Os resultados obtidos em laboratório, ao
adicionar-se a urina ao leite de prova, mos-
traram sensibilidade semelhante com o em-
prêgo do reativo de Nessler ou da tira rea-
gente, isto é, um mínimo de determinação
de 10 ml de urina por 1000 de leite. Já o
método que utiliza o ácido clorídrico mos-
trou menor sensibilidade, acusando presença
de urina apenas quando na quantidade de
20 mljlOOO ml leite. Entretanto, pelos três
métodos, a urina acrescentada era ainda de-
terminável mesmo 24 horas após sua colora-
ção no leite.

Quanto aos resultados obtidos pelos exa-
mes do leite nas plataformas de recepção do
interior de São Paulo, realizados em dias di-
ferentes e em locais diversos, abrangendo
300 verificações, foram negativos para a pre-
sença de urina.

A ausência de urina em 300 amostras de
leite cru, colhidas dos latões de diferentes
produtores e em regiões diversas de produção
veio fortalecer a nosso afirmação inicial de
que a noção popular que afirma o contrá-
rio é destituída de fundamento.

Porém, as verificações levadas a efeito ti-
veram mais o mérito de apresentar um mé-
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todo inédito em laticínios - o do emprêgo
prático, rápido e específico da tira reagen-
te - do que propriamente refutar uma acu-
sação que na verdade procede, mas funda-
mentada em origem bem diversa da suspei-
tada,

RESUMO

É conceito difundido em certas camadas
da população que ao leite se adiciona, em
determinadas circunstâncias, urina do pró-
prio gado, no intuito fraudulento de aumen-
tar o seu volume. É evidente que tal noção
leiga é destituída de fundamento. Entretan-
to, para definitivamente comprovar essa afir-
mação, resolveram os autores, utilizando-se
do reativo de Nessler ou da reação com o
ácido clorídrico, nítrico e álcool, evidenciar
essa suposta presença_ Levados pelo espírito
de investigação, resolveram tentar o emprêgo
diagnóstico da tira reagente Azostix, do tipo
conhecido como mergulhe e lêia, utilizada
em análises clínicas para a determinação
rápida do teor do nitrogênio urêico sangüí-
neo.

Esta tira tem na área reagente, de côr ama-
rela, enzima - urease - que converte a
uréia existente no sôro sangüíneo em hidró-
xido de amônio que, por sua vez, determina
a mudança colorimétrica dessa área que pas-
sa a côr verde.

Acrescentando urina ao leite de prova e
nele mergulhando a parte reagente da tira
Azostix, obtiveram nítida viragem colorimé-
trica da área reagente, no teor mínimo de
10 ml urina por 1000 ml de leite. A seguir,
para testar a sensibilidade dêste rápido e
prático processo, fizeram a comparação ana-
lítica com métodos mais usados para laticí-
nIOS.
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LEPTOSPIROSES NO BRASIL

Levantamento bibliográfico de 1917 a 1970

LEPTOSPIROSIS IN BRAZIL. Bibliographical survey. 1917-1970

MARCELO OSWALDO ÁLVARES CORRÊ A (*)

ALDERICA BARBOSA MEARIM ("')

Dentre as zoonoses que apresentam especial interêsse em patologia humana
avultam, ao lado da toxoplasmose, as 'leptospiroses cuja importância tem sido de-
monstrada entre .nós por uma série de pesquisadores desde 1917 - logo após a
identificação do agente etiológico da então denominada Moléstia de Weil, por Inada
e Ido, no Japão - até os dias atuais.

Com efeito, as primeiras publicações sôbre o assunto cabem a Bentes, Aragão
e Me Dowell em 1917, seguindo-se muitos outros autores incentivados pelo interêsse
despertado em nosso meio médico pelos trabalhos pioneiros dos pesquisadores japo-
neses. Veio depois um período em que as leptospiroses foram olvidadas, passando
a ser publicados casos clínicos isolados, como curiosidade científica; assim é que até
1947 haviam sido relatados 5 casos em São Paulo. Nesse ano, Corréa e colaborado-
res, no Instituto Adolfo Lutz de São Paulo, iniciaram a pesquisa sistemática das
leptospiroses humanas entre pacientes do Hospital das Clínicas da Universidade
de São Paulo e do Hospital Emílio Ribas, apresentando 12 casos após 3 meses de
experiência diagnóstica, Na mesma época, Guida no Instituto Biológico, investi-
gava as leptospiroses animais em nosso meio, possibilitando assim o levantamento
dos diferentes vetores animais como possíveis fontes de infecção, e a avaliação de
sua importância em patologia humana.

Em 1950, Gomes, Corrêa & Jordão apresentaram ao 5.° Congresso Internacional
de Microbiologia, efetuado no Rio de Janeiro, 45 casos de leptospiroses humanas com
isolamento da L. icterohaemorrluiçuie em 2 casos. A partir de então intensifica-
ram-se os estudos sôbre essa zoonose em nosso país, particularmente depois de 1960.

Para avaliar do significado das leptospiroses no quadro nosológico nacional
basta referir que nada menos de oito teses sôbro loptospiroses humanas e animais
foram defendidas na década de 1960-1970.

Em 1969, no 5.° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
realizado em São Paulo, um dos temas oficiais apresentados em simpósio foi o
das leptospiroses humanas e animais, quando oito relatores de diferentes pontos
do país trouxeram depoimento pessoal sôbre sua experiência no assunto. Nessa
ocasião, segundo relato de Corrêa, no Instituto Adolfo Lutz haviam sido diag-
nosticados nada menos que 1349 casos de leptospiroscs humanas, causadas, em
1202 casos, pela L. icterohuemorrnaaiae, e em 147, por outras leptospiras. Santa
Rosa, um dos maiores pesquisadores dessa moléstia em nosso meio, relatou a
experiência do Instituto Biológico de São Paulo onde, de 1960 a 1968, haviam
sido examinados 21263 soros animais com taxa de positividade de 22,4%.

Do Instituto Adolfo Lutz.
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A necessidade de reunir tôdas as referências nacionais sôbre leptospiroses
humanas e animais, com o fim de possibilitar aos estudiosos conhecer os nu-
merosos trabalhos e teses publicados em nosso país é que motivou o levantamen-
to bibliográfico que ora apresentamos, elaborado de maneira a mais completa
possível, pelos meios ao nosso alcance. Parece-nos inútil insistir na singular im-
portância dêste trabalho, coletânea que é das publicações nacionais de l 917 a
agõsto de 1971.

1917

ARAGÃO, H. B. - Sôbre a presença do Sp írocha e-
ta icterohemorrhagiae nos ratos no Rio de
Janeiro. Brasil uea. 31(39) :329-330, set. 1917.

1

BENTES, J. A. - Da tept.ospirose de Inada ou
Icteru.s h.emorrluiçtae. Estudo clínico e ex-
perimental. Rio de Janeiro, 1917. 83p. [Tese
_ Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro].

2

MAC DOWELL, A. - Do "icterus epidemicus".
Arq. Bras. Med. 7:635-645, 1917. 3

1918

CARINI, A. - Espirochaetose icterohemorrágica
nos ratos em São Paulo. An. Paul. Med. CÚ·.
9(3):70. mar. 1918. [Resumol. 4

1919

MATTA, A. da - Injeções íntravenosas de m-o-
tropina no tratamento da espiroquetose hepa-
torenal. Brasil taea. 33 (28) :218-220, jul. 1919.

5

MATTA, A. da - SUl' Ia spirochétose hépato-rena-
le (spirochétose ictéro-hemorragique) et son
traitement. evu. Soe. Pathol. Exot. 12 (3) :
128-132, mar. 1919. G

MIY AJIMA, M. - Demonstração do Spirochaeta
da moléstia de Weil e do da febre da morde-
dura do rato. Boi. Soe. Med. cw. Selo Paulo,
2 (1) :5-9, mar. 1919. 7

1920

MAGALHÃES, A. - Contribuição ao estudo da
spiroch.etose icteroh.emorrluiqica. Rio de Ja-
neiro, 1920. 64p. [Tese - Faculdade de Me-
dicina do Rio de Janeíro j. 8

1921

SMILLIE, W. - O predomlmo da Leptospíra icte-
rohemorragica nos ratos de São Paulo. An.
Paul. Med. Cir. 12 (11/12) :182-185, nov';dez.
1921. 9

1924

TORRES, O. - O isolamento da Leptospira íctc-
roides "Noguchi", na Bahia. I. Ciên. taea.
2 (5) :219-241, maio, 1924. 10

88

TORRES, O. - O isolamento da "Leptospira ícte-
roides" Nog ucht, na Bahia. Ir. cie«. Méd. 2
(7) :313-330, jul. 1924. 11

TORRES, O. - O isolamento da "Leptospira ícte-
roides" Noguch i, na Bahia. IIr. Cién.c. Méd.
2 (8) :394-418, agó. 1924. 12

.1925

LINS, A. - Novas observações da Leptospíra icte-
rohemorrhagiae nos ratos do Rio de Janeiro.
Brasil mea. 39(18) :243-246, out. 1925. 13

MAC DOWELL, A. - Dois casos de spirochetose.
Erasil uea. 39(12):169-171, set. 1925. 14

1926
SOARES NETO, F. P. - Diagnóstico da eepiro-

que tose iot.eroh.einorráçica. Curitiba, 1926.
[Tesel. 15

VIANA JR. & VIANA, G. - A febre amarela. O
isolamento da Leptospira icteroide de Noguch í

na Bahia. Observação clínica e dados aná to-
mo-pa to lóg ícos. J. Clin. 7(22) :337-346, novo
1926, 16

1928

ARAÚJO, E. L1e - Da existência de Leptospira ícte-
ro-hemori-ágíca (Inada e Ido) Noguch í em
ratos ela Bahia. Considerações gerais. Ciên.
Méd. 6(2) :64-78, fev. 1928. 17

ARAÚJO, E. de - O problema da et íojo gta da fe-
bre amarela. (Estudo analítico). Brasil l'/Iéd.
42(29) :781-790, jul. 1928. 18

VIANA JR. - Conslder-acôes sõbre a etiologia e
profilaxia da febre amarela. Brasil "Méd. 42
(20) :562-568, jan. 1928. 19

1930

ARAÚJO, E. de - Sõbre amostras de leptospira
insuladas de água na Bahia. Brasil Méd. 44
(50) :1386-1389, dez. 1930. 20'

ARAÚJO, E. de - Verificações experimentais com
amostras de leptospira saprophytas. Brasil"
Mécl. 44(51) :1407-1411, dez. 1930. 21

FORTUNA, F. - Novos espíroche tas patogê nícos
Trib. mea. 34(11) :101-104, jun. 1930. 22

MAC DOWEL, A., CARVALHO, B. de & TRA VAS-
SOS, G. - Spirochétoses humaines obser vées.
au Brésil. Re», Sicâ, Am. Meti. Cir, 1(2) :143-
151, fev. 1930. 23:



cCORR:E:A,M. O. A. & MEARIM, A. B. - Leptospiroses no Brasil. Levantamento bibliográfico de
1917 a 1970. Rev. Inst. Aélolto Lutz, 31:87-101, 1971.

PIZA, J. T. ,& GOMES, L. S. - MOléstia de Weil
em São Paulo. An. Paul. taea. Gil'. 21(2):
23-32, fev. 1930. [Nota prévia]. 24

1932

FONSECA, F. ,& PRADO, A. - Algumas ver ií í-

cacões parasitológicas em ratos de São Paulo.
Rev. ssea. Cir. Brasil, 40(1) :65-70, jan, 1932.

25
1933

GOMES, L. S. - Leptospira íctcro-haemorrtiagiae
(Inada e Ido) isolada de um caso de molés-
tia de Weil. Brasil uea., 47 (16) :280-281, abro
1933. 26

1935

MUHLENS, P. - Espirochetoses.
(13)243-246, maio, 1935.

Folha uea., 16
27

1936
FIALHO, A. - Estudos sôbre a espirochetose

tctero-hernorrhá gtca no Rio de Janeiro. Arq.
Hig., 6 (2) :29-35, agô. 1936. 28

1938
FIALHO, A. - Sôbre dois casos de doença de Weil

no Rio de Janeiro. Contribuição ao seu diag-
nóstico diferencial. Arq. Hiq., 8(1) :37-57, fev.
.1938. 29

SEFTON, B. - Leptospírose ictero-hemorrágica.
Subsídio aos estudos feitos no Brasil. Brasil
taea., 52 (16) :379-384, abro 1938. Re1). Méd.
Bc(hia, 6(4) :63-74, abro 1938. ::u

1939

ALMEIDA. G. de - Um caso de espiroquetose
tctcro-hcmorr ág lca. Hospital, Rio (le Janei-
ro, 1G(4) :657-li63, out. 1939. 31

BARBOSA, L .T. - Formes cliniques de l'infection
à "Svirot:haeta icterohemorrhagiae" chéz I'eri-
fant. !rIea. Cir. Farm, n.v 37: 163-222, abro
1833. 32

19.10

DACORSO FILHO, P. - Leptosprrose canina.
Hospital, Rio de Janeiro, 18(5) :797-809, novo
1940. 33

PRADO, A. ele A. - Icterícia spirochética be-
nigna. Diagnóstico patogénico e etiológico. Rev.
uea. 24(84) :15-32, 1940. 34

1941

LOUZADA, A. - Diagnóstico clínico e laborato-
rial da doença de Weil. taea. Cir, 3(1) :92-
94, ja.n.y abr. 1941. 35

MACHADO, L. S. - A epidernía ele espiroquetose
na cidade de Pórto Alegre, em 1941. Arq.
Rio Grana. Mecl. 20(11) :353-356, novo 1941.

1M2

CLAUSELL, D. T. - Espiroquetose ictero-hemor-
ragica. Diagnóstico clínico elabora torial.
Brasil ne«, 56(14) :190-195, abro 1942. 37

COSTA, B., FAILLACE, J. M., CUNHA, C. V. da,
SILVA, N. N. da, CLAUSELL, D. T., CHAVES,
A. & MEDINA, H. - Estudo de uma epide-
mia de espiroquetose ictero-hemorrágica em
Pôrto Alegre. Arq. Dep. Est. Salíde Rio
Grande do s-a, 3:7-35, 1942. 38

CUNHA, C. V. da -~ Diagnóstico da leptosptrose,
l nip», nea. 18(338) :41-44, fev. 1942. 39

1943

BARBOSA, L. T. - Espiroquetose ictero-hemor-
r ágíca em lactente de um mês. J. Pediatr, 9
(1) :1-14, jan. 1943. 40

MELO, S. T. P. de - A febre amarela e a Leptos-
pira icteroides. Rev. uea. Milita/', 32 (3) :311-
313, [ut.yset. 1943. 41

1944

SANTOS, C. - Leptospirose íctero-hemorrágtca.
Forma ambutatórta. Brasil Méd. 58(10/11):
75-76, mar. 1944. 42

1945

DACORSO FILHO, P. - Con.triiruiçâo à anatomia
patológi.ca da Leptospirose icterohemorrágica
no cão. Rio de Janeiro, 1945. [Tese - Fa-
culdade de Medicina do Rio de Janeiro]. 43

LOMBARDI, F. - Considerações sóbre alguns
casos de icterícia leptospirilar na infância.
Rev. Bras. tae«. 2 (8) :633-636, a gó. 1945. 44

SANTOS, M. - Dosagem do complemento na
doença de \Veil experimental. B"as'il Méd. 59
(44/45) :375, nov. 1945. [Nota prév la}, 45

VARELA FUENTES, B. - EI estado funcional del
h igado en Ia espiroquetosis iLtero-hemorrági-
('<1. Re'L'. Med. Bras. 19(1) :39-62, ju l. 1945.

46
19-1H

MIRANDA, R. N. - Doença de Weil no Paraná.
Rev. ue«. Pamná, 15161 :229-234, nov.ydez,
1946. [Nota prévia 1. 47

1947

CORRÊA, M. O. A., PINHEIRO, D., PATRICIO,
L. D. & MEIRA, J. A. - Moléstia de Weil em
São Paulo. ue». Paul. ne«. 30(6) :359-361,
jun. 1947. [Nota preliminar]. 48

DEANE, M. P. - Verificaçâo da infecção natural
de ratos por Leptospira ícterohacmcrrhagtae
na cidade de Belém, Pará. Rev. Servo Esp.
Saúde públ. 1(2): 261-271, jul. 1947. 49

36

FORATTINI, O. P. - Presença de
ratos da cidade de São Paulo.
UnÍ'L'. São Paulo, 23:5-27, 1947.

leptospiras nos
An. Fac. Med.

50

89



CORRÉA, M. O. A. ,& MEARIM, A. B. - Leptospiroses no Brasil. Levantamento bibliogrâfico de
1917 a 1970. Rev. Inst. Adolfo Lut«, 31:87-101, 1971.

MONTENEGRO, J., FORATTINI, O. P. & FARA-
CO, A. - Pesquisa de espiroquetas no fígado
humano. Rev. Inst. Adol to Lu.te, 7 :41-54,
1947. 51

NOBREGA, P. - Sôbre a incidência da Leptospira
íctero-haemorrhagíae em ratos na cidade de
São Paulo. Boi. Soe. Paul. uea. Veto 8(1) :31-
36, jun. 1947. 52

SANTOS, M. - A ocorrência de Leptospira ictero-
hemorrhagiae nos ratos no Rio de Janeiro.
Rev. Bras. M eâ. 4(6) :424-426, jun. 1947. 53

1948

CARINI, A. - Como fazer o diagnóstico experi-
mental em casos suspeitos de leptospiroses.
Arq. Biol. 32(287) :144-146, set.zout. 1948. 54

CARINI, A. - Leptospiroses.
97-100, set.yout, 1948.

Arq. Biol. 3.2(287):
55

GUIDA, V. O. - Estudos sôbre Icptosplrose cani-
na. r. Primeiros resultados de pesquisa em
cães normais. BoI. Soe. Paul. Med. Veto 8 (2) :

65-69, jun. 1948. 56

GUIDA, V. O. - Estudos sôbre a leptospirose ca-
nina. 11. Isolamento e identificação de amos-
tras de "Ieptospira". Rev. Bras. Biot, 8(4):
541-543, dez. 1948. 57

GUIDA, V. O. - - Leptospírose canina. Boi. Soe.
Paul. Med. Veto 8(2) :61-64, jun. 1948. 58

GUIDA, V. O. - Sôbre a presença de leptospira
em suínos no Brasil. Arq. Lnsi: Biol., São
Paulo, 18 :285-287, jan. 1947/48. 59

LOUZADA, A. - Espiroquetose ictero-hemorrâgi-
ca. Rev. Med. Rio Grande do Sul, 4 (23) :212-
225, maíoyjun. 1948. 60

1949

CORRÉA, M. O. A. & MEIRA, J. A. - Sôbre um
caso de febre canícota no homem. Rev. Med,
Cil·. Silo Paulo, 9(4) :185-202, abro 1949. 61

GUIDA, V. O. - Estudo comparativo de meios de
cultura para isolamento de leptospira. Boi.
Soe. Paul. srea. Veto 8(3) :129-132, jun. 1949.

62

GUIDA, V. O. - Estudo sôbre a leptospirose ca-
nina. IIr. Presença de ag lut lnirias e lisinas
em sôro de cães da cidade de São Paulo.
Rev. Bras. Biol. 9 (1) :35-37, mar. 1949. 63

GUIDA, V. O. - Estudos sôbre a íeptospírosc ca-
nina. IV. Pesquisas sôbre os caracteres antí-
gênicos de uma cepa isolada de cão. Arq.
Inst. Biob., São Paulo, 19 :149-152, novo 1949.

64

GUIDA, V. O. - Identificação sorológica de lep-
tospiras e pesquisa de anticorpos em ratos
(R. norvegicus) capturados na cidade de São
Paulo. Arq. Inst. Biol., São Paulo, 19:85-92,
out. 1949. 65

90

GUIDA, V. O. & MONICI, N. - Estudo compara-
tivo de métodos de pesquisa de leptospira em
ratos. Boi. Soe. Paul. iaea. Veto 8 (3) :133-139,
jun. 1949. 66

GUIDA, V. O. & MONICI, N. - Incidência de
leptospiras em diversas espécies de animais.
I. Freqüência no rato (Rattus nOJ'vegicus).
Rev. Paul. uea. 35(2) :121-124, agô. 1949.

67

CUIDA, V .0. & MONICI, N. - Incidência de
leptospiras em diversas espécies de animais,
11. Preqüêucía no cão (Canis fam'iZiaris)
Rev. Paul. Med. 35(6) :425-428, dez. 1949.

68

SANTOS, M. - Algumas observações sôbre a
Ieptospírose experimental. Rev. Bras, Biol,
9 (4) :523, dez. 1949. [Resumo]. 69

1950

GOMES, L, S., CORRÉA, M. O. A. & JORDÃO,
F. M. - Incidência das leptospiroses huma-
nas em São Paulo. Reu, Inst. Adol f c Lu!",
10:93-109, 1950. 70

GOMES, L. S., RIBAS, J. C., CORRÉA, M. O. A.
& JORDÃO, F. M. - Incidência da leptos-
pira em ratos nas cidades de São Paulo e
Santos. Rev. Tnst . Aaotto Lu.te, 10:111-115,
1950. 71

1951

MEIRA, J. A. & BLOISE, W. - Aureomicina no
tratamento da moléstia de Weil. (a propó-
sito de um caso). uec. Med. Cir. sõo Paulo,
11(5) :233-248, maio, 1951. 72

BARBOZA, M. & HIPOLITO, O. Leptosplr a
ictero-hemorragiae em ratos t Icatt.u« 1/0)'-

1)egicus) em Belo Horizonte. ATq. Esc. Sup.
Veto Univ. Ru,'. 1l1inCls Gerais. 5:12-15, 1952.

73

BITTENCOURT, J. M. T.. CORRÉA. M. O. A.,
FUJIOKA, T., TRANCHESI, B. & BEDRI-
.KOW. B. - O líquido céfalorraquidiano na
moléstia de Weil. ee». Inst. A'dolfo LUL::,
12:145-161, 1952. 74

CORRÊA, M. O. A. - Dla góst lco de laboratório
das leptosp íroses humanas.
4(13) :1-2, jan./mar. 1952.

Pinheiros 'I'erap,
75

GUIDA, V. O. - Ocorrência de leptospiras em
animais domésticos em São Paulo, Brasil.
Arq. Biol. Tecnol. 7 :9-20, 1952. 76

GUIDA, V. O. - Pesquisas sorológieas de uma
amostra de leptospira isolada de porcos. Al'q.
Biol. Tecnol, 7:21-22, 1952. 77

MEDINA, H. - Aplicação do meio de .Korthoff
no preparo de suspensões de leptospiras para
fins de sôro-aglutínacão na doença de Weil.
Arq. Biol. Tecnol. 7:29-32, 1952. 78



CORRÉA, M. O. A. & MEARIM, A. B. - Leptospiroses no Brasil. Le varr.amerrto bibliográfico de
1917 a 1970. Rev, Inst. Adolto Lut:z, 31:87-101, 1971.

1953 1957

MEIRA, J. A., VERONESI, R, TARTARI, J. T.
de A. - MOléstia de WeiL A propósito de
um caso tratado com Terramicina. ReI). Hosp,
ou«. Fac. ne«. São Paulo, 8(1) :1-9, jan.
1953. 79

TARTARI, J. T. de A., WAJCHENBERG, B. L.,
VERONESI, R, BOEHMER, O., MEIRA, J. A.
& ULHôA CINTRA, A. B. ele - Pancreatite
aguda na teptosptrose ictero-hemorrágica.
(Moléstia de Weil). Rei'. u e«. os-. S. Pa1l1o,
13(6) :297-314, jun. 1953. 80

1954 .

ANDRADE, Z. A. & OLIVEIRA, J. C.- Estudos
sôbre a leptospirose na Bahia. BoI. FUnil.
Gonçalo MonLz, n.» 3:1-28, 1954. 81

CORRÉA, M. O. A., AMATO NETO, V., VERO-
NESI, R & BRANDÃO, C. H. - Inquérito
soro lóg ico para o diagnóstico de Ieptosptro-
ses entre Iavr'adores de arrozais do vale do
Rio Pa.ra iba. ne». Inst. Adcl to Lutz, 14:33-
37, 1954. 82

ENRIETTI, M. A. - Contribuição ao conheci-
mento da incidência de leptospiras em mu-
rideos, caninos e suínos no Paraná. AT<].
Biol. Tecnol. 9:21-72, 1954. 83

VERONESI, R - Leptosplroses. Fich, Me«. 'I'ercup,
Laoot arm.a, 16(65) :2-8, matc/jun. 1954. 84

VERONESI, R, AMATO NETO, V., & CORRÊA,
M .0. A. - Considerações em torno de um
caso humano de febre canicota. Hospital,
Rio de Janeiro, 46(6) :571-579, dez 1954.

1955

CASTRO, R M., AMATO NETO, V., FERREIRA,
J. M. -- Leptosp irose determinada por Lep-
tospíra gríppo-typhosa. Rev. Hosp. Ctin. Far.
tae«. S,iO Paulo, 10 (3) :204-20S, matovjun.
1955. RG

CORRÊA, M. O. A, AMATO NETO, V" VERO-
NESI, R & FABBRI, O. S. - Leptospiroses
em eqüinos: Inquérito sorotõg íco. R.ev: ln.s i,
Aâolto [,utz, 15:186-193, 1955. 87

FERREIRA, J. M. & ROCHA, H. - Tetraciclina
no tratamento da moléstia de Weil. (a pro-
pósito de um caso) R.ev. Bras. Med. 12(5):
285-287, maio, 1955. 88

SANTOS, M. & MUTH, H. - Alguns aspectos
citológicos da Leptospira íctcrohaemorrha-
giae em microscópio eletrônico. Me-m. Inst.
oe-ooiao Cruz, 53(2/4) :601-607, jun.zdcz., 1955.

89
1956

VERONESI, R, AMATO NETO, V. & CORRÉA,
M. O. A. - Leptospiroses em cães da cida-
de de São Paulo. Inquérito soroíogíco. Rev.
Inst. Adolto Lu.i z, 16:78-84, 1956. 90

CASTRO, R M. - Tratamento das leptospiro-
ses. Pinh.eiro« 'I'eray., 10(40) :1-2, nov.yríez.
1957. 91

FREITAS, D. C. de, VEIGA, J. S., LACERDA JR,
P. M. G. .& LACERDA, J. P. -- Identificação
da teptospírose bovina no Brasil. (Bovrne
leptospirosis in Brazil). ne». Fac. Med. Veto
São Paulo, 6(1) :81-83, dez. 1957. 92

195&

ELKIS, H., ROZENBOJN, J., AMATO NETO, V.,
KURBAN, S. T. & MEIRA, J. A. - Valor da
determinação da mucoproteína sérica no diag-
nóstico diferencial entre leptospirose e hepa-
tite por vírus. Hospital, Rio de .Iarie iro, 54
(4) :555-559, out. 1958. 93

GUIDA, V. O. Identificação soro lógica de
amostras de leptospira (L. hyos) isoladas de
suínos. Arq. Inst. Biol. EWo Paulo, 25:73-
75, novo 1958. 94

GUIDA, V. O. & BARROS, W. M. - Pesquisa de
aglutininas e lisinas anti-leptospira em so-
ros de bovinos aparentemente normais, sa-
crificados em matadouro. Biológico, 24(2):
26-27, fev. 1958. 95

85

MONTENEGRO,M. R., GALVÃO, P. A. A. &
BASTOS, C. de O. - Aspectos histopatoló-
g ícos do fígado na moléstia de Weil. Estu-
do comparativo das lesões observadas em
necropsias e biopsias. In: Congresso Brasi-
leiro de Gccstroen teroioç ui , 10.", Belo Hori-
zonte, 1958, p. 33. [Resumo]. 96

PRATA, A. & TEIXEIRA, R. - Leptospirose na
Bahia. Hospital, Rio de Janeiro, 53(6) :827-
R37, jun, 1958. 97

1959

ALBUQUERQUE, F. J. M., MEIRA, J. A. & AMA-
TO NETO, V. _. Leptosplrose por Leptospira
grippo-t.yphosa : sôbre um novo caso huma-
no diagnosticado em São PaUlO. Rev. Inst.
Med. Trap. giro Paulo, 1(3) :214-21S, set./
out, 1959. 98

ALBUQUERQUE, F. J. M., MEIRA, J. A. & AMA-
TO NETO, V. '- Leptospirose por Leptospira
g rIppo-t.yphosa : sóbre um novo caso humano
observado em nosso meio. Reu. Paul. Med.
54(1) :57, jan. 1959. [Resumo] 99

CASTRO, R M. - Leptospiroses. Rev, Roch.e,
19 (5) :150-159, maio, 1959, 19 (6) :182-191, jun.
1959, 19(7) :217-222, ju í, 1959. 100

GUIDA, V. O. - Leptospiroses.
115-120, jun, 1959.

Biológico, 25(6):
101

GUIDA, V. O, CINTRA, M. L., SANTA ROSA,
C. A., CALDAS, A. D., CORRÊA, M. O. A. &
NATALE, V. - Leptosp irose suina provo-
cada por L. canícota, em São Paulo. Arq.
Inst. Biol., São Paulo, 26:49-59, dez. 1959.

102

91



CORRÊA, M. O. A. & MEARIM, A. B. - Leptospíroses no Brasil. Levantamento bíbüogt-àríco dEi
1917 a 1970. Rev. Inst. AdoZ/o Lute, 31:87-101, 1971.

GUIDA, V. O., SANTA ROSA, C. A., D'APICE,
1'11., CORRÊA, M. O. A. & NATALE, V. -
Pesquisa de agtutíntnas anti-leptospira no
sôro de bovinos do Estado de São Paulo.
Arq. Inst. BioZ., São Paulo, 26:109-117, dez.
1959. 103

VERONESI, R. & CORRÊA, M. O. A. - Leptos-
piroses. Atualização do assunto, particular-
mente das recentes pesquisas realizadas em
São Paulo. ue». Hosp. cu«. FaG. Med., São
Paulo, 14 (1) :11-24, jan./fev. 1959. 104

1930

CORDEIRO, F. - Leptospiras aisladas de ràton
Mus musculus brevirostris en el Rio de Ja-
neiro, Brasil. Zoonosis, 12(2) :99-100, jun.
1960. [Resumol. 105

DEL NEGRO, G. & YABUTA, D, - Emprêgo de
um nôvo antibiôtico (Demetilclortetraciclina)
na moléstia de Weil. Resultados prelimina-
res. Rev. Inst. llIed. Trop. eao Paulo, 2(3):
140-146, maíoyjun. 1960. 106

FREITAS, D. C. de, LACERDA, J. P. G. de, GO-
MES, C. E. de S. & LIMA, F. P. -- Notas
sôbre leptospirose eqüína. Arq. Fnst: Rio!.,
São Paulo, 27: 93-96, dez. 1960. 107

LACERDA Jr., P. M. G., FREITAS, D. C. de &
LACERDA, J. P. G. de - Notas sôbre Ieptos-
pirose bovina. Arq. Ln.st, Biol., São Paulo,
27:87-91, dez. 1960. 108

1961

CASTRO, A. F. P. de, SANTA ROSA, C. A. &

TROISE, C. - Preás (Cavla aperae azarae,
Lich.) (Rodcnt.ia : cavtdae) como reservató-
rio de leptospira em São Paulo. Isolamento
da Leptosplr a ictero-haemorrhagiae. ATq.
Ln«t. niot.. São Paulo, :?8:219-223, novo 1961.

109

EDELWEISS, E. L. - Sôbre um caso de febre
canícota. ueo. Z~Jc<I. Rio Grande ao Sul, ]7
(95/96) :205, ju l.yd ez. 19G1. [Nota prévia i.

110

SANTA ROSA, C. A., CASTRO, A. F. P. de &
TROISE, C. Isolamento de Leptospira
ictero-haemorrhagiae de bovino em São Pau-
lo. Arq. Inst. Biol., São Paulo, 28:113-118,
out. 1961. 111

SANTA ROSA, C. A., CASTRO, A. F. P. de &
TROISE, C. - Leptospirose bovina. I'nqué-
rito sorológico na região de Campinas. Arq.
Inst. Biol., São Paulo, 28:169-173, out. 1961.

112

SCHMIDT, B. J., MACHADO, C. G. & GEBARA,
A. J. - Valor da desidrogenase isocítrica
no diagnóstico diferencial entre hepatites por
vírus e moléstia de Weil. Rev. Paul. Med.
59(4):266-269, out. 1961. 113

92

1962

BABUDIERI, B. - Studio di due ceppi di Iept ís-
pire acquícore isolate in Argentina ed ín
Brasile. Ice», Inst. Adoljo Lu te, 12 :93-96,
1962. 114

BARBOZA, M. - Aglu tlnínas elisinas antt-Iep-
tospira em soro de bovinos, eqüínos e suínos
em Minas Gerais. ATq. Esc. Veto Minas Ge-
rais, 14:1-26, 1962. 115

CASTRO, A. F. P. de, SANTA ROSA, C. A. &
CALDAS, A. D. - Isolamento de L. canícota
de suínos abatidos em matadouro. Arq. In st,
Biol., São Paulo, 29 :193-197, set. 1962 110

CASTRO, A. F. P. de, SANTA ROSA, C. A.,
TROISE, C. & CALDAS, A. D. - Leptospirose
canina em São Paulo: inquérito sorotógíco
e isolamento da L. ícterohemorr-hagíae. Arq.
Inst. Riol., São Paulo, 29: 199-205, set. 1962.

117

EDELWEISS, E. L. - Leptospiroses humanas.
(Con.tríbu.içâo ao seu estudo) Põrto Alegre.
1962. 257p. [Tese Livre-Doe. Faculdade
de Medicina de Pôrto Alegrel. 118

MAGALDI, C. - Cantribuiç"a à epiâemiolo çui das
Lept.os pirosee, Ln uest iç açiio em trabalhadores
da Ré de de Esgotos da cidade de 8"0 Paulo,
São Paulo, 1962. 114p. [Tese - Faculdade
de Medicina da Universidade de São Paulol.

119

SANTA ROSA, C. A., CASTRO, A. F. P. de &
CALDAS, A. D. - Isolamento de Leptos-
píra icterohaemorrhagiae e Leptospira hyos
de suínos abatidos em matadouro. Arq. Inst.
Riol., São PaUlO, 29:285-292, out. 1962.

120

SANTA ROSA, C. A., CASTRO, A. F. P. de &
TROISE, C. - Isolamento de Leptospira po-
mona de suíno em São Paulo. Arq. Inst.
Biol., São Paulo, 29:165-174, jun. 1962. 121

SANTA ROSA, C. A., CASTRO, A. F. P. de,
TROISE, C. & RODRIGUES, F. M. - Leptos-
pírose su í na : tratamento corn terramicina.
Biológico, 28: (12) :343-345, dez. 1962. 122

VERONESI, R., ZERATI, A., COSTA, J. F., DEL
NEGRO, G. & CORRÊA, M. O. A. - Leptos-
pirose canícora. A propósito de um caso com
icterícia e manifestações meningeas. Rev.
Hosp. Clin. FaG. taea. 8,,0 Paulo, 17(4) :271-
274, j ul.ya.gô, 1962. 123

1963

AMATO NETO, V., MAGALDI, C., CORRÊA, M.
O. A., GOMES, M. C. de O. & GALIZA, r. -
Leptospirose canicola: verificação em tôrno
de um surto ocorrido em localidade próxima
a São Paulo (capital). ice». Inst. Med, 'I'rop,
sao PCl1flo, 5 (6) :265-270, nov./dez. 1963.

124



CORRltA, M, O. A. ,& MEARIM, A. B. ._- Lep tosp iroses no Brasil. Levantamento bibliográfico de
1917 a 1970. Rp1'. Iwst , Adolfo Lutz, 31 :87-101, '1971.

BRITO, T. de, PENNA, D., ALMEIDA, S., GAL-
VÃO, P. A. A. ,& PUPO, A. A. - Bíopsí a re-
nal na Ieptosplrose humana. In: Congres-
sos Internacionais de Medicina Tropical e Ma-
ldria, 7.', Rio de Janeiro, 1963. Resumo de
Trabalhos. p.253. 125

CASTRO, R. M., CORRl1:A, M. O. A. et a.Iií - In-
quérito soro lógico sôbre leptospiroses reali-
zado no Vale do Cariri, Estado do Ceará,
pela III Bandeira Científica do Centro Aca-
dêmico Oswaldo Cruz da Faculdade de Me-
dicina da Universidade de São Paulo. Reu.
Med. 47 :190-192, 1963. 126

ELKIS, H., AMA TO NETO, V. & MEIRA, J. A. -
Transaminase gjutannco-oxatacét íca no sóro
de pacientes com leptospirose. Rev. Inst.
1f1eil. Trop. ec» P(tnlo, 4(4) :217-219, ju l.y agô.
1963. 127

GALVÃO, P. A. A., PEREIRA, V. G., ALBANO,
A., BRITO, T. de, MARTIRANI, L, PUPO,
A. A., PENNA, D. O. & BASTOS, C. de O. -
Alguns aspectos do comprometimento renal
nas lcptosptroses. In: Congressos Interna-
cionais de Medicina Tror,ical e Maldria, 7.',
Rio de Janeiro, 1963. Resumo de Trabalhos.
p.242. 128

LOUZADA, A. & EDELWEISS, E. L. - Pesquisa
de aglutininas no liquor de pacientes com
Ieptosplrose. In: Congressos Internacionais ele
Medicina Tropical e Malária, 7.', Rio de
Janeiro, 1963. Resumo de Trabalhos. p. 245-
246. 129

MAGALDI, C. -Incidência, prevalência e distri-
buição das Ieptospíroses no Brasil. Arq. Hiü .
Saúde i-a»: 28(97\ :187-'197, set. 1963. 130

MEIRA, D. A. ,& SANTA ROSA, C. A. - Incidên-
cia de leptospirose na penitenciária do Esta-
do. Estudo epidemiológico e clínico. In: Con-
gressos Interna.cionais ele Medicinct Tropical
e Mctlária, 7.', Rio ele Jctneiro, 1963. Resumo
de Trabalhos. p. 244-245. 131

PENNA, D. O., BRITO, T. de, PUPO, A. A., MA-
CHADO, M. M., GALVÃO, P. A. A. ,& ALMEI-
DA, S. S. de - Kidney bíopsy in human leptos-
pirosis. Am. J. Trop. Meel. Hyg. 12(6) :896-
901, novo 1963. 132

ROMANHOLI, J. A. - Leptospirose na cctpital pa.-
ranaense: co'ntribuição (1., S1J·a epide-miol.o çi«,
Curitiba, 1963. [Tese - Faculdade de Ciên-
cias Médicas da Universidade Católica do
P a.ra.ná i. 133

SANTA ROSA, C. A. ,& CASTRO, A. F. P. de -
Presenca de ag Iu t.inirias antt-teptosptra em
soros de ovinos e caprmos no Estado de São
Paulo. Arq. Inst. su«, São Paulo, 30:93-98,
fev. 1963. 134

1964

CORRltA, M. O. A., HYAKUTAKE, S., NATALE,
V., TIRIBA, A. da C., GALVÃO, P. A. A. -
Leptosp íroses humanas ainda não assinaladas
no Brasil. Reu, Inst. Med. Trap. SeIo Po.ul o,
6 (2) :71-74, mar.vabr. 1964. 135

ELKIS, H., AMATO NETO, V., HUTZLER, R. U.
& GOMES, M. C. de O. - Dosagem do ferro
sérico e do fibrinogênio ptasmáttco em casos
de íeptosplroses. Rev. Inst. Med. Trop. sno
Paulo, 6(6) :283-286, nov./dez. 1964. 12,)

MEIRA, D. A. ,& SANTA ROSA, C. A. - EstUdo
epidemiológico e clínico da leptospirose em
detentos de São Paulo. Rel). Hos.p, Ctin, Fac,
uea. ee» Pemlo, 19(4) :163-172, jul./ago. 1964.

137

NOHMI, N. - Contribuição à epidemiologia das
leptospiroses. Investigação em trabalhadores
da Rêde de Águas e Esgotos, armazéns, res-
taurantes e feiras livres da cidade de Belo
Horizonte, MG. Hospital, Rio de Janeiro, 65
(3) :617-629, mar. 1964. 138

1965

AMATO NETO, V. MAGALDI, C. & CORR~A, M.
O. A. - Diagnóstico de leptospiroses através
de reação de a glut.inacão efetuada com líqui-
dos de scrosas, Rev. Inst. M c«. TTop. S"o
Paulo, 7 (5) :267-269, set./out. 1965. 139

BRITO, T. de - Lesões renais e hepdticas na lep-
tospirose experimewtn; elo cobctio. Ribeirão
Prêto, 1965. 40p. [Tese Livre-Doe. - Facul-
dade de Medicina de Ribeirão Prêto]. 140

BRITO, T. de, FREYMULLER, E., PENNA, D. O.,
SANTOS ,H. S., ALMEIDA, S. S. de, GALVÃO,
P. A. A. ,& PEREIRA, V. G. - Electron mí-
croscopy of the biopsied kidney in human
leptospirosis. Am. J. TTOp. Meâ. Hyg. 14(3):
397-403, mar. 1965. 141

MEIRA, D. A., WAINMAN, J. T., PILEGGI, P.,
SALLES, J. C. E., ME IRA, J. A .& DECOURT,
L. V. - Comprometimento miocárdico na lep-
tospirose. Estudo eletrocardiográfico e anato-
mo-patológico. Arq. Briis. CaTelio/. 18(1) :177-
194, fev. 1965. 142

SAN JUAN, F., TREIGER, M. ,& ABRAHÃO, L. _.
Doença de Wei l. Apresentação de um caso.
Hospital, Rio de Janeiro, 68(2) :291-299, agô.
1965. 143

SANTA ROSA, C. A., GALTON, M. M., SULZER,
C. R. - Evaluation of a Po lyva le nt leptospi-
ral vaccine in guínea pigs. Am. J, Veto Res.
26 (113) :979-983, 1965. 144

1966

ALTERIO, D. L. .& CUNHA, J. C. P. da - Leptos-
pirose por Leptospira sentot: conslrtcracõcs a
respeito do terceiro caso humano verificado
no Brasil. Re·v. Hosp. Glin. Fac. Med. sao
Piiulo 21(4) :199-201, jul.v agô. 1966. 145

BRITO, T. de, FREYMULLER, E., HOSHINO, S.
& PENNA, D. O. - Pathotogy of the kidney
and liver in the experimental Icptospirusts of
the guinea pig : a light and elect.ro n mtcros-
copy study. Virchou;s Arch., Pathol. Anat. 341
(1) :64-68, apr. 1966. 146

93



CORRl1:A,M. O. A. & MEARIM, A. B. - Leptospiroses no Brasil. Levantamento bibliográfico de
1917 a 1970. Rev. Inst. Adolfo Lnit z , 31:87-101, 1971.

CASTRO, A. F. P. de, SANTA ROSA, C. A., AL-
MEIDA, W. F. & TROISE, C. - Pesquisa de
a.glut.ininas anti-leptospira entre magarefes em
alguns municípios do Estado de São Paulo.
ue». Inst. taea. Trop. Sâo Paulo, 8(6) :287-
290, nov./dez. 1966. 147

CORRl1:A,M. O. A., AMATO NETO, V. & MAGAL-
DI, C. - Leptospirose por Leptospira bata-
viae. Apresentação de um caso diagnosticado
em São Paulo. Rev. Paul. Med. 69(7) :103,
agô. 1966. [ResumoJ. 148

CORRl1:A,M. O. A., HYAKUTAKE, S., NATALE,
V., GALVAO, P. A. A. & AGUIAR, H. de A. -
Preliminary note about occurence of Leptos-
pira wolfii ín São Paulo, Brasil. Re», Inst.
Meâ. Trop. sao Pcnüo, 8(1) :53-54; jan./fev.
1966. 149

COSTA, E. A. - Investigaçâo epirlerniológica ele
leptospiroses em trabalhadores do Departa-
mento Municipal ele Água e Esgotos (D.M.A.E.)
de Pôrto Aeuire, Pôrto Alegre, 1966. 83p.
[Tese - Faculdade Católica de Medicina de
Pôrto Alegre]. 150

MACHADO, R., PONDE, A., VIANA, Y. C. & OLI-
VEIRA, G. - Alterações cardíacas na doença
de Weil. Estudo clínico e eletrocardiográfico
de 6 casos. Hospital, Rio de Janeiro, 69(4) :
727-735, abro 1966. 151

RESENDE, M., COSTA, C. A., LOBÃO, A. & MELO,
G. B. - Primeiros casos de leptospiroses diag-
nosticados sorolàgicamente em Belém (Pará -
Brasil). An. Inst. Meâ. T'rop, Lisboa, 23(1/2):
245-247, jan.yjun. 1966. 152

SILVA, R. M. da - Estudo clínico e Zaboratorial
ela leptospirose icterohaernorrhagiae (Doença
de Weil). Bahia, 1966. 85p. [Tese Livre-Doe.

Faculdade de Medicina da Bahia]. 153

SILVA, R. M. da - Estudo clínico e laboratorial
da leptospirose ictero-hemorrhagiae (Doença
de Weil). Rev. Bras. Mal ariol . Doenças Trop.
18(2) :281-368, abr./jun. 1966. 154

1967

AZEVEDO, R. & CORRÊA, M. O. A. Considera-
cões em tôrno de surto de leplospirose na ci-
dade de Recife (1966). ATq. Hu). 23(1) :83-
101, set. 1967. 155

BRITO, T. de, MACHADO, M. M., MONTANES,
S. D., HOSHINO, S. & FREYMULLER, E. -
Líver bíopsy in human leptospirosis: a light
and electron microscopy study, ViTChoW8
Arch.. Pathol. Anat. 342(1) :61-69, apr. 1967.

156

BRITO, T. de, PENNA, D. O., PEREIRA, V. G.
& HOSHINO, S. - Kidney biopsies in hurnan
leptospirosis: a biochemical and electron mí-
croscopy study. Virohows ATch. Pathol. Anat.
343:124-135, 1967. 157

94

CORRl1:A,M. O. A., HYAKUTAKE, S., NATALE,
V., GALVÃO, P. A. A. & AGUIAR, H. de A.
- Estudos sôbre a Leptospír a wolfii em São
Paulo. Rcv. Inst. Adolfo Lutz, 25/27 :11-25,
1965/1967. 15E

CORRÊA, M. O. A., HYAKUTAKE, S., OLIVEI-
RA, L. de, MARTINS, J. E. C. & AMATO
NETO, V. - Inquérito sorológico para Ieptos-
pirose entre trabalhadores da limpeza pública
na cidade de São Paulo. Rev. Paul. Med. 70
(2) :102, fev. 1967. [Resumo]. 159

GONÇALVES, A. J. R. & OLIVEIRA, S. M. R. de
- Doença de Weil simulando obstrução do
colédoco, Relato de um caso. Boi. Cento Est.
Hosp. Servo Est. 19(7/9) :127-133, Iut/set. 1967.

160

GONÇALVES, A. J. R., SANTINO FILHO, F. &
DUARTE, F .- Doença de Weil. Aspectos
epidemiológicos, clínicos, Iaboratorraís e ana-
tomo-patológicos de 14 casos. Boi. Cento Est.
Hosp. Servo Est. 19(10/12) :147-166, out./dez.
1967. 161

GUIMARÃES, S. J., RAUCCI NETO, J. & VIEIRA,
M. E. P. - Leptospirose. Considerações gerais.
Apresentação de 2 casos. Arq, Bras. Meel. 54
(2) :128-138, abr.yjun. 1967. 162

HYAKUTAKE, S., CORRl1:A,M. O. A., NATALE,
V., COUTO, M. da C., NAZARI, R. & PACHE-
CO, A. - Inquérito sorológico para o diag-
nóstico de leptospiroses entre cor tadores de
cana de açúcar de alguns municípios do Es-
tado de São Paulo. Rev. Inst. Aâotio Lu.te,
25/27:111-114, 1965/1967. 163

KAPLAN, S. & BARROSO, A. O. - Leptospirose
por L. canícola. Hospita7, Rio de Janeiro, 72
(1) :215-219, Iut, 1967. 164

LOUZADA, J. L. - Três casos benignos de doen-
ça de Weil. Hospit.al, Rio de Janeiro, 71(1):
237-249, jan. 1967. 165

MEIRA, D. A. --- Alterações car diaca» na leptos-
piTose eixperiment al elo cao. Estudo eietro-
caTdiográfico, anrdomopatológico e sua impor-
tância na interpretação da patogenia da doen-
ça. São Paulo, 1967. 104p. [Tese Livre-Doe.
- Faculdade de Medicina da Universidade de
São Paulo]. 166

MELLO, !VI:. T. de & SILVA, D. I. O. da - Prova
de mtcrodíj uicão para o diagnóstico sorológíco
de leptospirose usando antígenos comerciais.
Hospital, Rio de Janeiro, 72(6) :1877-1883, dez.
1967. 167

1968

ÃGUAS inundam Recife de epidemia leptospirótica.
Resultados recentemente divulgados indicam
que enchentes provocaram quase duzentos ca-
sos. AM, 4(7) :18-23, out. 1968. 168



CORRÉA, M. O. A. & MEARIM, A. B.- Leptosp iroses no Brasil. Levantamento bibliográfico de
1917 a 1970. Rev. tw«. Aelolfo Lntz, 31:87-101, 1971.

AZEVEDO, R, & CORRÉA, M. O. A. - Conside-
rações em tõrno da epidemia de leptospirose
na cidade de Recife em 1966. Aspectos epi-
demiolôgicos, laboratoriais e clínicos. Rev.
Inst, Aâotto tnue, 28:85-111, 1968. 169

BRITO, T. de - On the pathogcnesis of the he-
patic and renal lesíons in leptospirosis. Reu.
Inst. Med. Trop, Sai) Paulo, 10 (4) :238-241,
ju l.y agô. 1968. 170

GALVAO, P. A. A., SCHEINBERG, M., PEREIRA
JR., W., FUCS, M., SONNEWEND, J. P. A. S.,
FAHRAT, C. K & CORRÉA, M .0. A. -
Leptospirose na infância. Pediatr. Prato 39
(3) :155-160, mar. 1968. 171

GOMES, M. C. de O., HYAKUTAKE, S. & CORRÉA,
M. O. A. - Investigação só nre a ocorrência
de leptospirosc em trabalhadores de diversas
profissões no distrito sede do municipio de
Sorocaba. Re», Tnst . Aaotto L1,tZ, 28:19-26,
1968. 172

SAN JUAN, F., DUARTE, F., TREIGER, M. &
GONÇALVES, A. J. R. - Aspectos h ísto lógt-
cos e funcionais do fígado na leptospirose
icterohemorrágica. Hospital, Rio de Janeiro,
74(4) :1125-1148, out. 1968. 173

SANTA ROSA, C. A., CASTRO, A. F. P. de, CAM-
PEDELLI FILHO, O. & MELLO, D. de -
Leptospirose em equ inos. Arq. Inst. Biol.., São
Paulo, 35(2) :61-65, abr.(jun. 1968. 174

SILvA, J. J. P., PAIVA, L. M., SOUZA NETO,
B. A. de, SILVA, J. B. G. & COURA, J. R. -
Estudo preliminar das leptospiroses no Estado
do Rio de Janeiro. Rev. Soe. era« Med. Trop.
2(6) :317-337, nov./dez. 1968. 175

1969

ALY, J., HUTZLER, R. U., & AMATO NETO, V. -
Aspectos tabor atortats relativos à leptospiro-
se, decorrentes da observação de 41 pacien-
tes internados no serviço de doenças tr ans-
missiveis do Hospital do Servidor Público Es-
tadual de São Paulo. Re» : Soe. Bras. Meâ:
Trop. 3(1) :32, jan./fev. 1969. [Resumo]

CORRÉA, M. O. A., NATALE, V., TIRIBA, A. da
C., PEREIRA JR.,W., SCHEINBERG, M. }<'AH-
RAT, C. K & GALVAO, P. A. A. - Leptos-
pírose humana produzida por sorottpos pouco
freqüentes em nosso meio. Rev. Soe. Bras.
Med. Trop. 3(1) :44, jan./fev. 1969. [Resumo]

177

CRUZ, J. '- Alguns aspectos da prevenção de aci-
dentes de moléstias profissionais no Departa-
mento de Aguas e Esgotos de São Paulo. Reu.
D.A.E., 29(71) :25-29, mar. 1969. 178

CRUZ, J., TREVISAN, S., MUNIZ, J. da C., LITIE-
RI, P. & CAMARA, R. U. F. - Leptospirose
em trabalhadores da rede de esgotos da ci-
dade de São Paulo. Rev. D.A.E. 29(74) :77-
80, dez. 1969. 179

FAHRAT, C. K, CORRÉA, M. O. A., PEREIRA
JR., W, SCHEINBERG, M., FRANCO, A. S.
& GALVAO, P. A. A. - Leptospirose humana
por Leptospira canícota, Rev. Soe. Bras, Med.
Trop. 3(1) :44, jan.zrev. 1969. [Resumo]

180

GALVAO, P. A. A., FAHRAT, C. K, SCHULTE,
G., TSUJI, H., PEREIRA, V. G. & BASTOS,
C. de O. - Meningite por leptospiras. Re1'.
Soe. Bra§, Meel. Trop. 3(1) :~, jan./fev. 1969.
[Resumo]. 181

GONÇALVES, A. J. R., SANTINO FILHO, F., QUA-
GLIATO JR., R. & SUZUKI, L. E. -- Formas
graves do sindrome de Weil. Rev. Soe. Bras.
Med. Trop. 3(2) :95-100, mar.vabr, 1969. 182

NEVES, J., TONELLI, E., MARTINS, N. R. da L.
L. & LISBOA, W. - Casos humanos de leptos-
pirose infecção, diagnosticados em Minas Ge-
rais. Rev. Soe. Bras. Metl, Trop. 3(1) :16, jan./
Iev. 1969. [Resumo]. 183

NOHMI, N., HYAKUTAKE, S. & SADATSUNE, T.
- Inquérito sôbre a incidência da toxopías-
mose e das leptospiroses entre contribuintes
do Instituto de Previdência dos Servidores do
Estado de Minas Gerais. L Amostra colhida
ao acaso. Rev. Soe. Bras. Med. Trop. 3(1):
39, jan./fev. 1969. [Resumo]. 184

SAN JUAN, F. - A leptospirose humana no Brasil.
Trib. Méd. n.» 355 :22-26, out. 1969. 185

SANTA ROSA, C. A., KIPNIS, J. OSELKA, G. W.,
TCHERNIACOVSKI, r. & AMATO NETO, V.
- Verificação de reações de sõro-a.g luttna-
cão para o diagnóstico de leptospirose positi-
va entre doadores do Banco de Sangue de São
Paulo. Rev. Soe. Bras. Meel. Trop. 3 (1) :31,
jan./fev. 1969. [Resumo]. 186

SANTA ROSA, C. A., SILVA, A. S. da & CASTRO,
A. F. P. de - Leptospírose em morcegos.
Arq. Inst. Biol., São Paulo, 36(4) :175-178,
out./dez. 1969. 187

176

SILVA, J. B. G., PAIVA, L. M., SILVA, J. J. P.,
BARRETO NETO, M. & COURA, J. R. -
A biopsia muscular no diagnóstico das Jep-
tospiroses. Rev. Soe. Bras. M ea, Trop. 3
(6) :305-316, nov./dez. 1969. 188

1970
BASTOS, C. de O. & CORRÉA, M. O. A. -~ Leptos-

piroses: problema da Saúde Pública em São
Paulo. In: Prostramo. do 18.0 Congresso Bra-
sileiro de Higiene, São Paulo, 1970. p, 50
[Resumo]. 189

BRITO, T. de, PENNA, D. O., HOSHINO, S., PE-
REIRA, V. G., CALDAS, A. C. P. G .& ROTHS-
TEIN, W. - Cholestasis in human Ieptospí-
rosís: a clinical, histochemical, biochemical
and electron mícroscopy study based on liver
biopsies. Beitr. Pathol. A nato 140 (3) :345-361,
jun. 1970. 190

CORRJ':A, M. O. A. <- Leptosplroscs em São
Paulo. tce», Inst. Adolfo Lut.z, 29/30:29-37,
1969/70. 191

95



CORRÊA, M. O. A. & J\TEARIJ\T,A. B. - - Leptosptroses no Brasi l. Levantamento bibliográfico de
1917 a 1970. tu». Lnet , AdoZto LllJz, 31:87-101, 1971.

CORRÊA, M. O. A., BASTOS, C. de O. .& GALVÃO,
P. A. A. - Leptospiroses: diagnóstico clinico
elabora torial (causal e funcional). In: Pro-
grama elo 18." Congresso Brasileiro de Higie-
ne, São Paulo, 1970. p.50-51. [Resumo].

CORRÊA, M. O. A., NATALE, V., SADATSUNE,
T. & FLEURY, G. C. - Valor prático do uso
da Leptospira semara nga patoc I no diagnós-
tico das Ieptospiroses humanas. Rev, l n.si:
ne«. Trap. sal) Paulo, 12(4) :284-287, jul./agô.
1970. 193

COSTA, C. A., REZENDE, M. & LINS, Z. - Leptos-
piroses no Estado do Pará e território Federal
do Amapá. Re», In.st, Atioiio Lu.te, 29/30:
1-4, 1969/70. 194

COSTA, E. A. et alii -- Aspectos epidemiológi-
cos da leptospirose em Salvador, Bahia. BoI.
Epiâemíol.. 2 (8) :57,61, 64-68, abro 1970. 195

COSTA, E. A., CORRÊA, M. O. A., NATALE, V.
& SADATSUNE, T. - Leptospirose com sôro-
agtutrnacão positiva para Leptospira javãnica
em Bôca do Acre, Amazonas. Reu, Ln.st .
snouo inu», 29/30:13-18, 1969/70. 196

EDELWEISS, E. L.
Grande do Sul.
30:5-11, 1969/70.

Leptospiroses no Rio
ne». Inst. Adolto Lutz, 29/

197

GONÇALVES, A .J. R., DUARTE, F, RUBENS, J.,
HENRIQUE, S., BRASIL, M. H. & SALDA-
NHA, L. F. - Doença de Weil com morte
súbita por miocardite. Hospital, Rio de Ja-
neiro, 77 (1) :83-93, jan. 1970. 198

GONÇALVES,A. J. R., QUAGLIATO JR, R, FER-
REIRA, M., ABREU, T. de J. & HOETTE, M.
- Leptospiroses no HSE. Janeiro a outubro ele
1969. BoI. Cento Est. Hosp. Servo Est. 22(1):
27-36, jan./mar. 1970. 199

MAGALHÃES, M. .& VERÁS, A. - Aspectos so-
rológicos da leptospirose no Recife. Ret>. Lnet..
tae«. Trop. sao Paulo, 12 (2) :112-114, mar.yabr.
1970. 200

SANTA ROSA, C. A. - Dtag nóst ico taboiatoríat
das í eptosp iroses. ue». Microbiol. 1(2) :97-109,
out.zdez. 1970. 201

SANTA ROSA, C. A. - LeptospiTose em animais
silvestres. Isolamento de um nôvo sorotipo,
Brasiliens-is no soro qru.pc Bataviae. São Pau-
lo, 1970. 55p. [Tese - Faculelade de Ciên-
cias Médicas e Biológicas de Botucatú] 202

SANTA ROSA, C. A., CAMPEDELLI FILHO, O. &
CASTRO, A. F. P. de - Isolamento de Leptos-
pira soro tipos pomona e guidae de suinos
aparentemente normais. In: Reuniria da So-
cieâcuie Brasileira para o Progresso da Ciên-
cia, 22.", Salvador, 1970. Resumos. p.413.

96

SANTA ROSA, C. A., CASTRO, A. F. P. ele, SIL-
VA, A. S. da .& TERUYA, J. M. - Nove anos
de leptospirose no Instituto Biológico de São
Paulo. ee». Inst. Aclolfo inu», 29/30:19-27,
1969/70. 204

192
SANTA ROSA, C. A., COSCINA, A. L., CASTRO,

A. F. P. ele, SILVA, A. S. da & QUEIROZ, J.
C. - Pesquisa ele aglutininas anti-Ieptospira
em soros de trabalhadores ele diversas profis-
sões. ue». Microbiol. 1(1): 19-24, jut.zset. 1970.

205

SANTA ROSA, C. A., GIORGI, W., SILVA, A. S.
da & TERUYA, J. M. - Abôrto em su ino :
isolamento conjunto de Leptospira, sôrotipo
icterohaemorrhagiae e Brucella suis. A1·q.
Inst. moi. São Paulo, 37(1) :9-13, jan./mar.
1970. 206

SANTA ROSA, C. A., SILVA, A. S. ela, & GIORGI,
W. Aborto em sumos: isolamento de Lep tos-
pira sorotipo pomona e Br-ucella suis. Ln.:
Reunião da Sociedade Brasit eira para o Pro-
gresso da Ciência, 22.", Salvador, 1970. Resu-
mos. p.412. 207

SANTINO FILHO ,F., GONÇALVES, A. J. R,
QUAGLIATO JR., R, HOETTE, M. .& SUZUKI,
L. E. - Doença de Weil com uremia prolon-
gada. Ice», Soe. Bras. Mecl. Trop. 4(3) :189-
194, maío zjun. 1970. 208

TIRIBA, A. da C., PALHANO, D. P., DE FILIPPI,
J., PESSOA, M. C., CALY, M. L. & LONGO,
J. C. - Leptospirose ictero-hemorrágica: re-
lato de um caso verificado com provável pe-
ríodo de incubação menor ele 24 horas. In :
Programa elo 18." Con.çreseo Brasileiro de
Higiene, São Paulo, 1970. p.50. [Resumo].

209

1971

CORRf;A, M. O. A., AMATO NETO, V" PEDRO, R.
ele J., KONICHI, S. R .& FLEURY, G. C. -
Considerações sobre caso humano de leptospi-
rose canicola com isolamento e ielentificação do
agente etiológico, pela primeira vez no Brasil.
ee». SocoBras. siea. t+o». 5(1) :55-58, jan./fev.
1971. 210

CORRf;A, M. O. A., HYAKUTAKE, S., NATALE, V.,
TIRIBA, A. da C., MARTIRANI, I. GALVÃO,
P. A. A., ALBANO, A., DE FILIPPI, .T., FAH-
RAT, C. K. & AMATO NETO, V. - Leptos-
piroso humana por Leptospira andamana. Rev.
Inst. uea. Trop. Sõo Paulo, ]3(2) :137-143,
mar./abr. 1971. 211

GALVÃO, P. A. A. - Leptospiroses humanas. Ars
Curosuli, n.v 5: 82-89, jul, 1971. 212

203

GONÇALVES, A. J. R., LINS, D. O., SUZUKI, L.
E., DUARTE, F., FERRE IRA, M. & ANDRA-
DE, J. - O fígado nas lcptospiroscs. Ice-c,
Soco Bras. Mecl. Trop. 5(2) :67-98, mar.v abr.
1971. 213



CORRftA, M. O. A. & MEARIM, A. B. .- Leptospiroses no Brasil. Levantamento bibliográfico de
1917 a 1970. ue». Inst. Ado/to Lntz, 31:87-101, 1971.

ABREVIATURAS DOS TtrULOS DOS PER~ÓDICOS INDEXADOS

AM

AM: revista de Atualidades Médicas São
Paulo, SP.

Arn. J. Trop. Med. Hyg.

AMERICAN JOURNAL of TROPICAL MEDI·
CINE and HYGIENE, Baltimore, Md.

Am. J. Veto Res.

AMERICAN JOURNAL or VETERINARY
RESEARCH, Chicago, 111.

An. Fac. Med. Univ. São Paulo

ANAIS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO, São Paulo,
SP.

An. Inst. Med, Trop., Lisboa
ANAIS DO INSTITUTO DE MEDICINA TRO-
PICAL, Lisboa

An. Paul. Med. Cir.

ANAIS PAULISTAS DE MEDICINA E CIRUR-
GIA, São Paulo, SP.

Arq. Blo l.

ARQUIVOS DE BIOLOGIA, São Paulo, SP.

Ar q, nioi. Tecnol.

ARQUIVOS de BIOLOGIA p TECNOLOGIA,
Curitiba, PR.

Arq. Bras. Cardiol.

ARQUIVOS BRASILEIROS de CARDIOLOGIA,
São Paulo, SP.

Arq. Bras. Med.

ARQUIVOS BRASILEIROS DE MEDICINA,
Rio de Janeiro, GB.

Arq. Dep. Est. Saúde Rio Grande do Sul

ARQUIVOS DO DEPARTAMENTO ESTADUAL
DE SAÚDE DO RIO GRANDE DO SUL, Pôrto
Alegre, RS.

Arq, Esc. Sup. Vet. Univ. Rur. Minas Gerais

ARQUIVOS DA ESCOLA SUPERIOR DE VE-
TERINÁRIA DA UNIVERSIDADE RURAL DE
MINAS GERAIS, Belo Horizonte, MG.

Arq. Esc. Veto Minas Gerais

ARQUIVOS DA ESCOLA DE VETERINÁRIA
DE MINAS GERAIS, Belo Horizonte, MG.

Arq, Hig.

ARQUIVOS DE HIGIENE, Rio de Janeiro, GB.

Arq, Híg. Saúde Públ ,

ARQUIVOS DE HIGIENE E SAúDE PÚBLI·
CA, São Paulo, SP.

Arq. Inst. Biol.

ARQUIVOS DO INSTITUTO BIOLóGICO, São
Paulo, SP.

Arq. Rio Grand. Med.

ARQUIVOS RIOGRANDENSES DE MEDICINA
Pôr to Alegre, RS.

Beitr. Pathol. Anat.

BEITRAGE ZUR PATHOLOGISCHEN ANATO·
MIE UND ZUR ALLGEMEINEN PATHOLO·
GIE, Stuttgart

Biológico

BIOLóGICO, São Paulo, SP.

BoI. Cento Est. Hosp, Servo Est.

BOLETIM DO CENTRO DE ESTUDOS DO
HOSPITAL DOS SERVIDORES DO ESTADO,
Rio de Janeiro, GB

BoI. Fund. Gonçalo Montz
BOLETIM 'DA FUNDAÇÃO GONÇALO MONIZ,
Salvador, BA

BoI. Soe. Med. Cir. São Paulo

BOLETIM DA SOCIEDADE DE MEDICINA
E CIRURGIA DE SÃO PAULO, São Paulo, SP.

BoI. Soe. Paul. Med. Vet.

BOLETIM DA SOCIEDADE PAULISTA DE
MEDICINA VETERINÁRIA, São Paulo, SP.

Brasil Méd.

BRASIL MÉDICO, Rio de Janeiro, GB.

Bul!. Soe. Pathol. Exot.

BULLETIN DE LA SOCIÉT'É DE PATHOLO-
GIE EXOTIQUE ET DE SES FILIALES, Paris

Ciên. Méd.

CIftNCIA MEDICA, Rio de Janeiro, GB

Fich. Med. Terap. Labofarma

FICHÁRIO MÉDICO TERAPÉUTICO LABO-
FARMA, São Paulo, SP

Folha Méd.

FOLHA MÉDICA, Rio de .Janeiro, GB

Hospital, Rio de Janeiro

HOSPITAL, Rio de Janeiro, GB

Impr. Méd.

IMPRENSA MÉDICA, Rio de JaneirO, GB

J. Clin.

JORNAL DOS CLíNICOS, Rio de Janeiro, GB

97



CORR~A, M. O. A. & MEARIM, A. B. --- Leptospíroses no Brasil. Levantamento bibliográfico de
1917 a 1970. Rev. Inst. Adulto Lutz, 31:87-101, 1971.

J. Pediatr.
JORNAL DE PEDIATRIA, Rio de Janeiro, GB

Med. Cir.
MEDICINA E CIRURGIA, Põrto Alegre, RS.

Med. Cir. Farm.
MEDICINA, CIRURGIA É FARMÁCIA, Rio
de Janeiro, GB

Mem. Inst. Oswa ldo Cruz
MEMóRIAS DO INSTITUTO OSWALDO CRUZ,
Rio de Janeiro, GB

Pediatr. Prato
PEDIATRIA PRÁTICA, São Paulo, SP

Pinheiros 'I'er'ap,
PINHEIROS TERAP~UTICO, São Paulo, SP

Rev. Bras. aiot.

REVISTA ERASILEIRA DE BIOLOGIA, Rio
de Janeiro, GB

Rev. Bras. Malariol. Doenças Trop.
REVISTA BRASILEIRA DE MALARIOLOGIA
E DOENÇAS TROPICAIS, Rio de Janeiro, GB

Rev. Bras. Med,
REVISTA BRASILEIRA DE MEDICINA, Rio
'de Janeiro, GB

Rev. D.A.E.
REVISTA DO D.A.E., São Paulo, SP

Rev, Fac. Med. Vet., São Paulo
REVISTA DA FACULDADE DE MEDICINA
VETERINÁRIA, São Paulo, SP

Rev. Hosp. Clin. Fac. Med. São Paulo
REVISTADO HOSPITAL DAS CLINICAS, }<'A-
CULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDA-
DE DE SÃO PAULO, São PaulO, SP

Rev. Inst. Adolfo Lutz
REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
São Paulo, SP

Rev. Inst. Med, Trop, São Paulo
REVISTA DO INSTITUTO DE MEDICINA
TROPICAL DE SÃO PAULO, São Paulo, SP

Rev. Med.
R!'N!i?TA DE Mt;DICrNA, São PaUlO, SP

98

Rev. Méd. Bahia
REVISTA MÉDICA DA BAHIA, Salvador, BA

Rev. Méd. Bras.
REVISTA MÉDICA BRASILEIRA, Rio de Ja-
neiro, GB

Rev. Méd.-Cir. Brasil
REVISTA MÉDICO-CIRúRGICA DO BRASIL,
Rio de Janeiro, GB

Rev. Med. Cir. São Paulo
REVISTA DE MEDICINA E CIRURGIA DE
SÃO PAULO, São Paulo, SP.

Rev. Med. Militar
REVISTA DE MEDICINA MILITAR, Rio de
Janeiro, GB

Rev. Méd. Paraná
REVISTA MÉDICA DO PARANÁ, Curitiba, PR

Rev. Med. Rio Grande do Sul
REVISTA DE MEDICINA DO RIO GRANDE
DO SUL, Põrto Alegre, RS

Rev, Microbiol.
REVISTA DE MICROBIOLOGIA, São Paulo,
SP

Rev. Paul. Med.
REVISTA PAULISTA DE MEDICINA, São
Paulo, SP

Rev. Rache
REVISTA ROCHE, Rio de Janeiro, GB

Rev. Servo Esp, Saúde Públ.

REVISTA DO SERVIÇO ESPECIAL DE SAú-
DE PÚBLICA, Rio de Janeiro, GB

Rev. Soe. Bras. Med. T'rop.
REVISTA DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
MEDICINA TROPICAL, Rio de Janeiro, GB

Rev. Sud. Am. Med. Cir.
REVUE SUD-AMERICAINE DE MEDICINE ET
CHIRURGIE, Paris

Trib. Méd.
TRIBUNA MÉDICA, Rio de Janeiro, GB

Virchows Arch. PathoI. Anat.
VIRCHOWS ARCHIV FUR PATHOLOGISCHE
ANATOMIE UND PHYSIOLOGIE UND FUR
KLINISCHE MEDIZIN, BerIín

Zoonosis
ZOONOSIS, Buenos Aires



CORR:ii:A,M. O. A. & MEARIM, A. B. - Leptospíroses no Brasil. Levantamento bibliográfico de
1917 a 1970. ue», Inst. Adolfo L1.tZ, 31:87-101, 1971.

ÍNDICE DE AUTORES

-A-
ABRAHÃO, L. - 143
ABREU, T. de J. - 199
AGUAS inundam Recife de epidemia leptospirótica

- 168
AGUIAR, H. de A. - 149, 158
ALBANO, A. - 128, 211
ALBUQUERQUE, F. J. M. -. 98, 99
ALMEIDA, G. de - 31
ALMEIDA, S. - 125
ALMEIDA, S. S. de - 132, 141
ALMEIDA, W. F. - 147
ALTÉRIO, D. L. - 145
ALY, J. - 176
AMATO NETO, V. - 82, 85, 86, 87, 90, 93, 98, 99,

~~l~~~~~14~~,TI~~,n~~
ANDRADE, J. - 213'
ANDRADE, Z. A. - 81
ARAGÃO, H. B. - 1
ARAÚJO, E. de - 17, 18, 20, 21
AZEVEDO, R. - 155, 169

-B-

BABUDIERI, B. - 114
BARBOZA, L. T. - 32, 40
BARBOZA, M. - 73, 115
BARRETO NETO, M. - 188
BARROS, W. M. - 95
BARROSO, A. O. - 164
BASTOS, C. de O. - 96, 128, 181, 189, 192
BEDRIKOW, B. - 74
BENTES, J. A. - 2
BITTENCOURT, J. M. T. - 74
BLOISE, W. - 72
BOEHMER, O. - 80
BRANDÃO, C. H. - 82
BRASIL, M, H. - 198
BRITO, T. de - 125, 128, 132, 140, 141, 146, 156,

157, 170, 190.

CALDAS, A. C. P. G. - 190
CALDAS, A. D. - 102, 116, 117, 120
CALY, M. L. - 209
CAMARA, R. U. F. - 179
CAMPEDELLI FILHO, O. - 174, 203
CARINI, A. - 4, 54, 55
CARVALHO, B. de - 23
CASTRO, A. F. P. de - 109, 111, 1i2, 116, 117,

120, 121, 122, 134, 147, 174, 187, 203, 204, 205
CASTRO, R. M. - 86, 91, 100, 126
CHAVES, A. - 38
CINTRA, M. L. - 102
CLAUSELL, D. T. - 37, 38
CORDEIRO, F. - 105
CORR:ii:A,M. O. A. -' 48, 61, 70, 71, 74, 75, 82,

85, 87, 90, 102, 103, 104, 123, 124, 126, 135,
139, 148, 149, 155, 158, 159, 163, 169, 171, 172,
177, 180, 189, 191, 192, 193, 196,210, 211

COSCINA, A. L. - 205
COSTA, B. - 38

COSTA, C. A. - 152, 194
COSTA, E. A. - 150, 195, 196
COSTA, J. F. - 123
COURA, J. R. - 175, 188
COUTO, M. da C. - 163
CRUZ, J. - 178, 179
CUNHA, C. V. da - 38, 39
CUNHA, J. C. P. da - 145

-D-

DACORSO FILHO, P. - 33, 43
D'APICE, M. - 103
DEANE, M. P. - 49
DECOURT, L. V. - 142
DE FILIPPI, J. - 209, 211
DEL NEGRO, G. - 106, 123
DUARTE, F. - 161, 173, 198, 213

-E-
EDELWEIS, E. L. - 110, 118, 129, 197
ELKIS, H. - 93, 127, 136
ENRIETTI, M. A. - 83

F-
FABBRI, o. S. - 87
FAHRAT, C. K. - 171, 177, 180, 181, 211
FAILLACE, J. M. - 38
FARACO, A. - 51
FERREIRA, J. M. - 86, 88
FERRE IRA, M. - 199, 213
FIALHO, A. - 28, 29
FLEURY, G. C. - 193, 210
FONSECA, F. - 25
FORATTINI, O. P. - 50, 51
FORTUNA, F. - 22
FRANCO, A. S. - 180
FREITAS, D. C. de - 92, 107, 108
FREYMULLER, E. - 141, 146, 156
FUCS, M. - 171
FUJIOKA, T. - 74

-G-
GALIZA, 1. - 124
GALTON, M. M. - 144
GALVÃO, P. A. A. - 96, 125, 128, 132, 135, 141,

149, 158, 171, 177, 180, 181, 192, 211, 212
GEBARA, A. J. - 113
GIORGI, W. - 206, 207
GOMES, C. E. de S. - 107
GOMES, L.S. - 24, 26, 70, 71
GOMES, M. C. de O. - 124, 136, 172
GONÇALVES, A. J. R. - 160, 161, 173, 182, 198,

199, 208, 213
GUIDA, V. O. - 56, 57, 58, 59, 62, 63, 64, 65, 66"

67, 68, 76, 77, 94, 95, 101, 102, 103
GUIMARÃES, S. J. - 162

99



CORRJl:A, M., O. A. & MEARIM, A. B. - Leptospiroses no Brasil. Levantamento bibliogrâfico de
1917 a 1970. Rev. Inst; Adolfo Lutz, 31:87-101, 1971,

H·,··

HENRIQUE, S. .'- 198
HIPOLITO, O. - 73
HOETTE, M. - 199, 208
HOSHINO, S. - 146, 156, 157, 190
HUTZLER, R. U. - 136, 176
HYAKUTAKE, S. - 135, 149, 158, 159, 163, 172,

184, 211

-J-

JORDAO, F. M. _. 70, 71

K-

KAPLAN, S. - 164
KIPNIS, J. - 186
KONICHI, S. R. - 210
KURBAN, S. T. - 93

-L-
LACERDA, .T. P. - vide LACERDA, J, P. G. de
LACERDA, J. P. G. de - 92, 107, 108
LACERDA JR., P. M. G. - 92, 108
LIMA, F. P. - 107
LINS, A. - 13
UNS, D. O. - 213
UNS, Z. - 194
LISBOA, W. - 183
LITIERI, P. - 179
LOBAO, A. - 152
LOMBARDI, F. - 44
LONGO, J. C. - 209
LOUZADA, A. 35, 60, 129
LOUZADA, J. L.. - 165

MAC DOWELL, A. - 3, 14, 23
MACHADO, C. G. ,. 113
MACHADO, L. S. 36
MACHADO, M. M. ", .. 132, lfJ6
MACHADO, R. .. - 151
MAGALDI, C.. _- 119, 124, 130, 139, 148
MAGALHÃES, A. _. 8
MAGALHÃES, M, 200
MARTINS, J. E. C, - 159
MARTINS, N. R. da L. L. - 183
MARTIRANI, r. - 128, 211
MATTA, A. da - 5, 6
MàZZARI, R. - 163
MEDINA, H. - 38, 78
MEIRA, D. A. - 131, 137, 142, 166
MEIRA, J. A. - 48, 61, 72, 79, 80, 93, 98, 99, 127,

142
MELLO, D. de - 174
MELLO, M. T. de ... 167
MELO, G. B. - 152
MELO, S. T. P. de -" 41
MIRANDA, .R. N. - 47
MIYAJIMA, M. - 7
MONICI, N. - 66" 67, 68
MONTANES, S. D. -, 156
MONTENEGRO, J. - 51
MONTENEGRO, M. R. - 96

100

MUHLENS, P. - 27
MUNIZ, J. da C. 179
MUTH, H. - 89

NATALE, V...• 102, 103, 135, 149, 158, 163, 177,
193, 196, 211

NEVES, J. - 183
NOBREGA, P. - 52
NOHMI, N. - 138, 184

°
OLIVEIRA, G. -. 151
OLIVEIRA, ,T. C. - 81
OLIVEIRA, L. de -, 159
OLIVEIRA, S. M. R. de 160
OSELKA, G. W.... 186

p-

PACHECO, A. - 163
PAIVA, L. M. - 175, 188
PALHANO, D. P. - 209
PATRICIO, L. D. - 48
PEDRO, R. de J. - 210
PENNA, D. O. - 125, 128, 132, 141, 146, 157, 190
PEREIRA, V. G. - 128, 141, 157, 181, 190
PEREIRA JR., W. - 171, 177, 180
PESSOA, M. C. - 209
PILEGI, F. - 142
PINHEIRO, D. - 48
PIZA, J. T. - 24
PONDE, A. - 151
PRADO, A. - 25
PRADO, A. de A... 34
PRATA, A. - 97
PUPO, A. A. - 125, 128, 132

, , Q .-

QUAGLIATO .TR., R. 182, 199, 208
QUEIROZ, .T. C. _.. 205

R -

RAUCCI NETO, .T, - 162
REZENDE, M. - 152, 194
RIBAS, .1. C. - 71
ROCHA, H. - 88
RODRIGUES, F. M, .. - 122
ROMANHOLI, J. A. - 133
ROTHSTEIN, W. - 190
ROZENBOJN, J. - 93
RUBENS, J. - 198

S-
SADAl'SUNE, T..• 184, 193, 196
SALÉlANHA, L. F. - 198
SALLES, J. C. E. - 142
SAN.TUAN, F. - 143, 173, 185
SANTA ROSA, C. A. - 102, 103, 109, 111, 112,

116, 117, 120, 121, 122, 131, 134, 137, 144, 147,
174, 186, 187, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207



CORRJl:A, M. O. A. & MEARIM, A. B. - Leptospíroses no Brasil. Levantamento bibliogrâfico de
1917 a 1970. Rev. Inst. Adolto Lutz, 31:87-101, 1971.

SANTINO FILHO, F. - 161, 182, 208
SANTOS, C. - 42
SANTOS, H. S. - 141
SANTOS, M. - 45, 53, 69, 89
SCHEINBERG, M. - 171, 177, 180
SCHMIDT, B, J. - 113
SCHULTE, G. - 181
SEFTON, B. - 30
SILVA, A. S. da ~- 187, 204, 205, 206, 207
SILVA, D. I. O. - 167
SILVA, J. B. G. - 175, 188
SILVA, J. J. P. - 175, 188
SILVA, N. N. da - 38
SILVA, R. M. da - 153, 154
SMILLIE, W. - 9
SOARE.S NETO, F. P. _., 15
SONNEWEND, J. P. A. S. - 171
SOUZA NETO, B. A. de - 175
SULZER, C. R. ~- 144
SUZUKI, L. E. -' 182, 208, :213

TRANCHESI, B. - 74
TRAVASSOS, G. - 23
TREIGER, M. - 143, 173
TREVISAN, S. - 179
TROISE, C. - 109, 111, 112, 117, 121, 122, 147
TSUJI, H. -~ 181

- U .-
ULHôA CINTRA, A. B. de - 80

- V-o

VARELA FUENTES, B. - 46
VEIGA, J. S. - 92
VEB,AS, A. - 200
VERONESI, R. -- 79, 80, 82, 84, 85, 87, 90, 104,

123,
VIANA, G. - 16
VIANA, Y. C. -- 151
VIANA JR. -' 16, 19
VIEIRA, M. E. P. - 162

TARTARI, T. de A. -·79, 80
TCHERNIACOVISKI, L - 186
TEIXEIRA, R. - 97
TERUYA, J. M. - 204, 206
TIRIBA, A. da C. -- 135, 177, 209, 211
TONELLI, E. - 183
TORRES, O. - 10, 11, 12

_·Y·~·W-Z-

YABUTA, D, - 106
WAINMAN, J. T. - 142
WAJCHENBERG, B. L. - 80
ZERATI, A. - 123

Recebido para publicação em 11 de açôsto de 1971.

161





Rev. Inst. Aâotio Lui:«
31:103-107, 1971.

ESTUDO HISTOQUÍMICO DA FIXAÇÃO DO GLICOGÊNIO
HEPÁTICO NO COELHO (1)

HISTOCHEMICAL STUDY OF THE GLYCOGEN FIXATION IN RABBIT LlVER

LEONEL COSTACURTA (2)

SUMMARY

The author analyses the action of the picric acid, the Potassium bichromate,
the acetic acid, the mercuric chlorid in aquous solutions and the alcohol 95° in
glycogen fixation of the rabbit liver, which has received intravenous injections of
glucosic solutions. Sixty three different fixative solutions and the McManus method
were used. It was possible to observe that the Potassium bichromate, as the picric
acid, is an important ingredient in the fixative solutions of the glycogen liver.

INTRODUÇÃO

A preservação correta do glicogênio no in-
terior das células de diferentes tipos de teci-
dos orgânicos ainda continua sendo motivo
de novos e seguidos estudos. Em alguns te-
cidos (cartilagem hialina, epitélios estratifi-
cados escamosos) a fixação do glicogênio é
relativamente fácil; entretanto, em outros (te-
cido muscular cardíaco, rim, placenta), isto
é realmente difícil. No fígado, a preserva-
ção do glicogênio é moderadamente difícil
e os resultados obtidos com as soluções fixa-
doras, recomendadas em histoquímica, não
são concordantes nem convincentes. Esta é
a razão porque propuzemos estudar a ação
de diversas substâncias químicas sôbre o
glicogênio hepático, quer empregadas isola-
damente, quer formando soluções compos-
tas de dois, três ou quatro elementos.

As substâncias químicas utilizadas nesta
pesquisa foram o ácido pícrico, o formal, o
álcool, o ácido acético, o bricromato de po-
tássio e o sublimado corrosivo, tendo-se em
vista que as quatro primeiras são geralmen-
te integrantes de soluções fixadoras comu-
mente usadas em histoquímica, na preser-

vação do glicogênio dos tecidos orgânicos em
geral. Com isto, esperamos trazer mais uma
contribuição para o estudo da fixação do gli-
cogênio das células hepáticas.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizados na presente pesquisa frag-
mentos de fígado de coelho que recebeu pre-
viamente a dose diária de 10 ml de soluto
glicosado a 10%. O animal foi sacrificado
no segundo dia e fragmentos de fígado fo-
ram mergulhados imediatamente em 63 so-
luções fixadoras geladas a 4°C; estas solu-
ções eram combinações das seguintes subs-
tâncias químicas: ácido pícrico, formal, ál-
cool, ácido acético, bricomato de potássio e
sublimado corrosivo. Estas combinações en-
contram-se no quadro I.

Os fragmentos de fígado, após fixações, fo-
ram incluídos em parafina e, em seguida ob-
tidos cortes com 9 mícrons de espessura, os
quais foram distribuídos em uma série de
oito lâminas .contendo cada uma um número
de oito cortes conforme o quadro da pág. se-
guinte; foi obedecida a mesma ordem, em

(1) Realizado na Faculdade de Midecina de Ribeirão Prêto da U.S.P. e na Faculdade de Medicina
do Instituto de Ciências Biomédicas da U.S.P. Apresentado ao 5.° Congresso da Sociedade Bra-
sileira de Anatomia, realizado na Fac. Med, U. F. R., Recife, em junho de 1970.

(2) Do Departamento de Anatomia do Instituto de Ciências Biomédicas da U.S.P.

103



COSTACURTA, L. -- Estudo histoquímíco da fixação do glicogênio hepático no coelho. Rev. Inst.
Adollo Lutz, 31:103-107, 1971.

I - p.• CP; FP;

2- S; OS; FS; FCS;

SP; c s P; FS P; FC S P;

4- C 8; F B; FC 8;

5- B P; CS P; FB P; FC BP:

6- as; S BS; FB S; FC8S;

7- BSP; CB SP. FBSP; FCBS

8- c;

A P; ACP; AF AFCP;

AS; ACS; AFS; AFCS;

AS P; ACSP, AFCSP;

AS; A FB.; íJ.FCB;AO 8;

AS P: AFC B P.AC8P, AFB

A8S; acss, AFBS; AFe as;

ABS 8SP;AC BSP; AFBSP, A

8

A = Álcool 95°
B = Bicromato de potássio
c = Ácido acético

bora a última lâmina tivesse um número dI:'
cortes inferior a oito. Para a identificação
do glicogênio foi utilizado o processo de co-
loração de McMANUS 8 (1946).

RESULTADOS

o exame do material utilizado na preseIl-
te pesquisa permitiu observar inicialmente
que o ácido pícrico, o sublimado corrosivo, o
bicromato de potássio, o formol e o ácido
acético, quando empregados isoladamente em
soluções aquosas e também o álcool a 95°,
não preservam satisfatoriamente o glicogênio
no interior das células hepática, tanto da su-
perfície como da zona central dos cortes his-
tológicos. O álcool a 95° fixa o glicogênio
sob a forma de pequenas massas irregulares
intracelulares na periferia do corte como um
fenômeno de superfixação; o fenômeno de
fuga "Alkoholflucht" é acentuado (Fig. 1).

Nas preparações em que os fragmentos de
fígado de coelho foram submetidos à ação

104

F = Formol
P = Ácido picrico
S = Sublimado

de Iixadores constituídos de duas das subs-
tâncias químicas em estudo, observa-se que:
a) Quando se acrescenta na solução aquosa
de ácido pícrico o sublimado corrosivo, for-
mo], ácido acético ou o álcool 95°, a preser-
vação do glicogênio no interior das células
hepáticas é melhor (Fig. 2) _ Quando à
solução aquosa de ácido pícrico se adiciona
o bicromato de potássio, o glicogênio se tor
na mais evidente, embora sob a forma de
grânulos irregulares, tanto nas células da
periferia como nas da zona central dos cor-
tes (Fig. 3). b) Quando, às soluções aquo-
sas de sublimado corrosivo, se adiciona o
ácido acético, formol ou bicromato de potás-
sio, o glicogênio das células hepáticas é mal
preservado; porém, a solução de sublimado
corrosivo em álcool 95°, faz com que o gli-
cogênio se evidencie íntra e extracelular-
mente sob a forma de grânulos de tamanhos
variados, especialmente na periferia dos cor-
tes. O fenômeno de fuga é acentuado.
c) A solução aquosa de bicromato de potássio
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Fig. 1 - Fixação do glicogênio hepático de
coelho em álcool 95°. Observar o fenômeno de
fuga, uma caractertstíca do efeito do tíxador

sôbre o glicogênio íntracetular.
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Fig. 2 - Nas combínações binárias a fixação
do glicogênio é melhor.

.
rl. _

Fig. 3 - Na combinação ácido pícr lco e bícro-
mato de potássio em solução aquosa, o gltco-
gênio hepático aparece sob a forma de grâ-
nulos irregulares, tanto na parte periférica

como na zona central do corte.

Fig. 4 - Com a solução de bicromato de po-
tássio em álcool 95°, a fixação do glicogênio é
feita em pequenas massas. O fenômeno da

fuga sempre está presente.

·1

Fig. 5 - Fixação do glicogênio hepático em
torrnot, ácido acétíco, bicromato de potássio e

ácido picrico em solução aquosa .

Fig. 6 - Fixação do gucogenio hepático em
ácido ptcríco, bicromato de potássio e formol

em solução alcoólica a 95°.
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à qual se adiciona o formol ou ácido acético
e a solução de bicromato de potássio em ál-
cool 95°, preservam o glicogênio hepático sob
a forma de massas irregulares na periferia do
corte histológico (Fig. 4). d) Com a adi-
ção de ácido acético glacial à solução aquosa
de formol a 10%, a preservação do glico-
gênio é má; quando sce adiciona álcool
95° à solução de formol a 10%, a fixa-
ção do glicogênio é semelhante àquela em
que é usado sômente o álcool 95°.

Entre as soluções compostas de três das
substâncias químicas em estudo na fixação
do glicogênio hepático, merecem ser desta-
cadas aquelas nas quais participaram o áci-
do pícrico, o bicromato de potássio e o ácido
acético em solução aquosa e a formada de
bicromato de potássio, ácido pícrico e for-
moI. Em ambas as soluções, o gligênio he-
pático apareceu sob a forma de grânulos in-
tracelulares e em áreas limitadas da super-
fície do corte histológico.

Das soluções compostas de quatro das subs-
tâncias químicas em estudo, destacaram-se
aquelas formadas de: a) formol, ácido acé-
tico gracial, bicromato de potássio e ácido
pícrico, em solução aquosa; b) ácido pí-
crico, formol, bicromato de potássio e álcool.
Em a, o glicogênio foi preservado sob a for-
ma de grânulos irregulares bem corados e
dispersos regularmente no citoplasma das cé-
lulas hepáticas tanto da periferia como da
zona central dos cortes histológicos (Fig. 5).
Em b, o glicogênio apareceu bem corado sob
a forma de massas irregulares nas células
hepáticas de tôda a superfície do corte, me-
nos da sua zona central (Fig. 6); o fenô-
meno de fuga pode ser observado na super-
fície do corte.

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

o presente estudo permitiu verificar que,
embora PASTEELS& LÉONARD11 (1935) te-
nham demonstrado que o ácido pícrico é o
fator indispensável na solução de Bouin-Allen,
o referido ácido, assim como o ácido acéti-
co glacial, o formol, o bicromato de potássio
e o sublimado corrosivo, quando utilizados
separadamente em solução aquosa, não se
mostraram eficientes na fixação do glicogê-
nio existente no interior das células hepáti-
cas do coelho.
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Na fixação em fase líquida constatou-se,
nas combinações de duas, três e quatro subs-
tâncias químicas estudadas, a existência de
interdependência de algumas destas substân-
cias, além da obrigatoriedade da participa-
ção do ácido pícrico na composição de solu-
ções fixadoras do glicogênio hepático. Os
artefatos de fixação, tais como o parecimen-
to do glicogênio dentro das células sob a for-
ma de grânulos ou pequenas massas irre-
gulares, a fuga do glicogênio "AlkohIflucht"
para o polo oposto ao de penetração dos fixa-
dores, a superfixação e a presença de grânu-
los de glicogênio nos espaços intercelulares,
foram relacionados a determinadas substân-
cias. Assim o fenômeno foi característico do
efeito do álcool, formol e ácido acético; a
presença de glicogênio sob a forma de finas
granulações é característica do efeito do bi-
cromato de potássio e do sublimado corrosi-
vo. O ácido pícrico fixa o glicogênio em
pequenas massas irregulares. Todos êstes fa-
tos nos levaram a considerar a escolha das
diferentes substâncias químicas em estudo,
na composição de uma solução fixadora do
glicogênio hepático do coelho. Embora in-
dicando a presença do glicogênio nas células
hepáticas, deve ser lembrado que o ácido pí-
crico não age precipitando o glicogênio, mas
sim imobilizando o substrato, provàvelmen-
te uma proteína (complexo glicogênio-proteí-
na), ao qual o glicogênio está ligado (Pas-
teels e Léonard, 1935). Então, a razão pe-
la qual êste ácido se torna indispensável na
fixação do glicogênio, é que êle melhora a
fixação do substrato.

Devido a existência dos diversos artefatos
da fixação em fase líquida do glicogênio, é
que vários autores procuraram outros meios
de fixação do glicogênio, tais como a crio-
dissecação e a congelação-dissolução (MAN-
CINI6, 1947 e 1948; LrSON5, 1949; BONDA-
REFF 2, 1957).

Na fixação em fase líquida em que par-
ticiparam quatro das substâncias químicas
estudadas, observou-se que, na maioria das
combinações quaternárias, a preservação do
glicogênio hepático não foi satisfatória, mes-
mo com aquelas em que o ácido pícrico es-
tava presente; em outras, embora com os ar-
tefatos apontados, o glicogênio foi evidente
e bem identificado pelo processo de coloração
de McManus. Entre estas, destacaram-se as
constituídas por: a) ácido pícrico, formol,
bicromato de potássio e ácido acético em
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solução aquosa; b) ácido pícrico, bicroma-
to de potássio e formol em solução alcoólica.
Estas soluções apresentam composlçao quí-
mica semelhante à daquela proposta por Gen-
dre para a fixação do glicogênio. Porém ne-
las, observa-se a presença do bicromato de
potássio e na primeira, a solução é aquosa.
Isto vem confirmar as observações de BAUER1
(1933), DEANE3 (1946), LILLIE 4 (1947),
MORGAN& MOWRY9 (1951) e MORRIONE&
MAMELOK10 (1952) que, em soluções aquo-
sas, se pode obter bons fixadores do glicogê-
nio. Assim, em ambas as soluções fixadoras
quaternárias, os resultados foram igualmente
satisfatórias na preservação do glicogênio das
células hepáticas, principalmente quando usa-
das a temperatura de 4°C, como foi observa-
do em uma experimentação preliminar.

RESUMO

o autor analisa a ação do ácido pícrico,
bicromato de potássio, ácido acético, formol
e do sublimado corrosivo, em soluções aquo-
sas e do álcool 95° no processo de fixação do
gIicogênio hepático de coelho que recebeu
previamente injeções endovenosas de solu-
ção glicosada. Usando 63 combinações das
substâncias químicas acima referidas e o
processo de identificação do glicogênio dos
tecidos orgânicos de McManus, ficou cons-
tadada a importância do bicromato de pO°
tássio, além do ácido pícrico, na composição
de soluções fixadoras do glicogênio hepático
de coelho, tanto em meio aquoso como al-
coólico.
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SEPARAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DA BETAlNA E COLINA EM
MISTURA, POR CROMATOGRAFIA EM PAPEL (1)

SEPARATION AND IDENTIFICATION OF BETAINE AND CHOLlNE
IN MIXTURE BY PAPER CHROMATOGRAPHY

WALDOMIRO PREGNOLATTO (2)

MYRNA SABINO (2)

CECY CHAHIN (2)

It was described ;n this work a simple method for separatíon and identification
of choline chloride and Betaíne hydrochloride, when mixed ín pharmaceutical pre-
paration, using chromatography technique in ascendent papel'.

The Rf of both substances have been established, whether when mixed wíth
pharmaceutícal products whether separated in a simple water solution.

Satisfactory results are got in separation and identification of Betaíne and
Cholíne in above conditions.

INTRODUÇÃO

Identificar a betaina, quando pura, não
constitui problema. A literatura já registra
para isso alguns métodos 1,10. Constitui, po-
rém, uma problema a identificação da Betaí-
na em presença de Colina, principalmente em
produtos farmacêuticos.

Valendo-se do método estabelecido por
ApPLETONet alii 2 para determinação de Co-
lina, WALL et alii 11 determinaram espectro.
fotomêtricamente Betaína e outros compostos
quaternários nitrogenados.

Outros métodos para separar BetaÍna de
Colina têm sido indicados mas, além de tra-
balhosos, são demorados pois utilizam-se da
técnica de cromatografia em coluna 4,5,6, ca-
mada delgada hi-dimensional, ou eletroforese",

A Cromatografia em papel para separar
bases quaternárias de amônea já foi anterior-
mente usada por BREGOFFet alii 3.

SANDI8 descreve um reagente (ácido bro-
motálico) para a identificação de bases or-
gânicas como a Betaína, Colina e Nicotina-
mida e, especialmente, para diferenciá-Ias das

bases puncas como Cafeína, Teobromina e
Teofilina.

Neste trabalho procuramos estabelecer um
método rápido e prático, usando a técnica da
cromatografia em papel ascendente pois, além
de simples, pode ser executado num laborató-
rio modesto. Para a identificação tanto dá
BetaÍna como da Colina usamos o reagente
de Dragendorff modificado 6.

MATERIAL E MÉTODOS

1. Material

Papel Whatmann n.o 1
Cuba cromatográfica
Micropipetas
Cloreto de Colina E Merck AG
Cloridrato de Betaina E Merck AG
Hidróxido de Amôneo
Subnitrato de Bismuto
Solvente - n-Butanol-Acido Acético-
Água (10:5:2)
Reagente de Dragenderff modificado com
referências.

Preparar as soluções como segue:

(1) Trabalho realizado na Seção de QUímica Bíoíógíca do Instituto Adolfo Lutz.
(2) Do Instituto Adolfo Lutz.
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a) Solução 1

Subnitrato de Bismuto
Ácido Acético Glacial
Água

Solução 2
Iodeto de Potássio
Água

Solução J

0.850 g
10 ml
40 ml

8 g
20 ml

Misture as soluções 1 e 2 e guarde
na geladeira em frasco escuro,

L) Reagente

Prepare no momento de ser usa-
do, o reagente de trabalho, da se-
guinte maneira:

Solução 3
Ácido Acético Glacial
Agua

10 ml
20 mI
50 ml

2. Método

Separação e identificação de Betaina P

Colina

a) Preparo da amostra

Transfira para um balão volumétrico de
50 ml uma quantidade de amostra do pro-
duto a ser analisado de maneira que cada
10 microlitros da solução contenham de 50
a 100 microgramas de BetaÍna e 50 a 100
microgramas de CIoreto de Colina.

Adicione cêrca de 25 ml de água e al-
gumas gôtas de NH40H N até acertar a um
pH entre 8 e 9, Complete o volume com
água, Hornogenize.

b) Cromatograjia

Transfira para tiras de papel WhatmanlJ
n." I, de 3x13 em, com linha de partida a
2 em da base e o fronte a I cm da altura,
10 microlitros da solução obtida em a. Se-
que ao ar.

Desenvolva a cromatograma de manei-
ra ascendente, usando como solvente a so-
lução n-Butanol-ácido acético-âgua (10:5-2).
O solvente deverá atingir o fronte depois de
2h30m a 3 horas, após o início do desen-
volvimento do cromatograma.

Seque o papel em corrente de ar e re-
vele com o reagente de Dragendorff.
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A mancha vermelha que aparece ime-
diatamente a um Rf de 0,72 a 0,84 corres-
ponde à Clorcto Colina e a mancha amare-
lo-laranja que aparece após alguns minutos
e a um Rf de 0,36 a 0,50, corresponde à
Betaína.

RESULT ADOS E DISCUSSÃO

Qualldo se eromatografa separudamen-
te BetaÍna e Colina nas condições descritas,
obtém-se para BetaÍna um Rf de 0.54 e, para
Colina, o Rf de 0,84.

Ao se revelar o «romatograma da Be-
taína sem Colina, a mancha amarelo-laranja
aparece mais ràpidamente.

Para seleção do solvellte, foram testa-
das as seguintes misturas:

Butanol -- Etanol (1 :1)
Etanol - Ácido Acético (1: 1 )
Etanol --- ButanoI --- Amônea (10:4:2) e

(9 :5.2)
Etanol a 60 -- Acetona a 38% ~-- Ácido

Acético a 2% (10:5:2)
Metanol - Acetona (1: 1)
Etanol -- ~ Acetona - Amônea (10:5 :2)
Ftanol - Butanol - Ácido Acético (10:5:

2) e (10:10:2)
Butanol - Ácido Acético (100 rnl Butanol

- 30 ml Ácido Acético para 80 a 90 ml
água)

Acetona -- - Ácido Acético (2: 1)
Etanol --- Isopropanol (:1: 1) e (2:2)
Etanol - Isopropanol Amônea (3: 1 :1)
Etanol -- Isopropanol Ácido Acético

(3:1:1)
Etanol a 951'ó - Amônea (95:5)
Isobutanol - Ácido Acético --- Água (3: 1: 1)
Acetato de Etíla - Ácido Acético - Água
13:1:1)
Benzeno - - Cloroformio - Butanol 11:1:1)

e (2:1:1)
Benzenc -- - Clorofórmio (1: 1)
Butanol ._-- Clorofórmio -- Água (lU:5:2)
Butanol -- Ácido Acético -- Água (4: 1:5) ;

(4:4:1); (10:10:0,6) e (4:8:1).
De todos os solventes testados, conse-

gum-se separação precária com os segUlll-
tes:

Etanol Isopropanol -- Ácido Acético
(3:1:1)

Isobutanol - Ácido Acético - Água (3: I:
1).
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Com todos os outros, BetaÍna e Clorcto
de Colina sempre caminhavam juntos.

Variações de pH foram testadas, e a
separação da Colina da Betaína só foi pos-
sível quando a solução inicial S(~ apresentava
com pH entre 8 e 9.

Com êste método conseguimos separar
e identificar satisfatoriamente CIo reto de Co-
lina, e Cloridrato de BetaÍna, constantes da
Iorrnulaçâo de diversos preparados farma-
cêuticos xaroposos, que continham, além
destas substâncias, vitaminas do Complexo
11, Lisina, alguns, também, citrato de ferro
amoniacal.

Em xaropes contendo vitaminas do Com-
plexo B e sais de ferro e aos quais adicioná-
vamos Cloreto de Colina e Cloridrato de
Betaína, na quantidade de 0,05 gJ15 ml,
sempre conseguimos separar e identificar
aquelas substâncias.

CONCLUSÃO

Cloreto de Colina e Cloridrato de Bc-
taína podem ser perfeitamente separados e
identificados por cromatografia em papel,
desde que respeitadas as condições de pH,
tempo, e solvente descritas.

RESTJMO

É descrito um método simples para se-
paração c identificação de cloreto de Colina,
e de Cloridrato de Betaína.. quando em mis-
tura em produtos Iarmacêuticos, usando a
técnica da cromatografia em papel asce n-
dente.

Foram estabelecidos os Rf de ambas as
substâncias, quer quando em mistura em
produtos farmacêuticos, quer separadas, em
simples solução aquosa.

Conseguiram-se resultados satisfatórios
na separação e identificação da Betaina c
Colina nas condições e descritas.
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INFEOÇÕES POR ENTEROBACTÉRIAS NO MUNICÍPIO DE
SÃO PAULO. PROVÁVEL DISSEMINAÇÃO POR VIA AEREA

ENTEROBACTERIACEAE INFECTIONS IN SÃO PAULO, BRAZIL.
PROBABLE DISSEMINA TlON BY RESPIRATORY ROUTE

AUGUSTO DE ESCRAGNOLLE TAUNAy(l)

JOSÉ ROBERTO CARNEIRO NOVAES (1)

GIL VITAL ÁLVARES PESSÔA.(1)

SUMMARY

The authors described an outbreak of enteritis caused by Salmonella typhimu-
rium in three hosnitals, S. typhimurium became established in three hospitals anel
always recovered from dust in the wards but not from the hospital staff. In 1969
the number of cases was 457 and the only reason for a so high incidence was the
possibilrty of aírborn infection.

INTRODUÇÃO

Não sendo as gastrenterites infecciosas
moléstias de notificação compulsória e tam-
bém nem sempre sendo fácil a obtenção de
exames para o isolamento de enterobacté-
rias, torna-se difícil avaliar a extensão do
problema entre nós.

Sendo doenças que ocorrem quase sempre
por contaminação fecal dos alimentos e da
água, boas condições de saneamento devem
promover o desaparecimento ou diminuição
dêsse tipo de infecção. No entanto, em se tra-
tando de salmonelas, tôdas medidas higiêni-
cas postas em prática não determinaram di-
minuição de sua incidência, principalmente
nos países onde existem melhores condições
higiênicas e maiores facilidades de diagnós-
tico de laboratório 1, 2, 5.

No caso particular das salmonelas, assim
como dos bacilos coli do grupo de gastrente-
rites infantis, vem sendo dada grande im-
portância a uma via de infecção que até há
pouco tempo não era levada em consideração

(1) Do Instituto Adolfo Lutz.

a via respiratória. Já foi demonstrada a
possibilidade da utilização dessa via de in-
fecção em animais (CLEYlMER et alii 3, 1960,
DARLOW, BALE & CARTER \ ] 961), ficando
evidenciado ser necessário, nesse caso, um
número muito menor de germes do que aquê-
le necessário para infectar por via digestiva.
VAN ÜYE et alii 6, em trabalho sôbre infec-
ção gastrentérica em hospitais, dão grande
importância a essa maneira de disseminação
da doença em ambiente hospitalar.

RESULTADOS

No período de 1963-1969, a Seção de Bac-
teriologia do Instituto Adolfo Lutz realizou
14.517 coproculturas em fezes de adultos e
crianças, provenientes dos vários distritos da
cidade de São Paulo, assim como de hospitais
gerais onde são atendidas crianças portado-
ras de infecções entéricas.

Nos quadros I e II estão condensados os
resultados obtidos:
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QUADRO I

Ressut aâoe das coprocu.tturas retüieaâas de
1963 a 1969

Resultados N.'O
exames

%

Positivos

Shigella sp. 539 3,70
Srümonella sp. 780 5,35
E. coli G.E.I. 418 2,01

Negativos 12826 88,09

Total 14563 99,95

QUADRO Ir
Distribuição dos resultados das coprocul.tur as

realizadas de 1963 a 1969

Ano
N.o

exames
N."

Negati-
vos

Positivos
N." %

1963
1964
1965
1966
1967
1968
1969

2923
2028
1922
1947
1528
1506
3113

7,0
5,2
4,8
5,0
6,2

14,0
29,8

2716
1912
1829
1425
1433
1295
2216

207
116
93
72
95

211
897

Total 14517 1691 12826

o quadro Ill mostra a distribuição por
espécie de enterobactérias patogênicas iden-
tificadas, onde não estão computados os ca-
sos positivos para E. coli G. E. L, porquanto
só entraram na rotina do laboratório nos dois
últimos anos de observação:

QUADRO 111

Porcentagem de Salmonella e Shigella "p. isola ..
das ele 1963 a 1969

Ano N." Solrnonella sp. Shigelln sp.
exames N." % N." %

1963 2923 50 1,7 157 5,0
1964 2028 53 2,6 63 3,1
1965 1922 41 2,1 52 2,7
1966 1497 26 1,8 40 2,7
1967 1528 25 1,6 51 3,3
1968 1506 62 4,1 58 3,8
1969 3113 523 16,8 118 3,7

A análise do quadro Ill indica que, a
partir do ano de 1968, houve um nítido au-
mento do isolamento de salmonelas, ao passo
que não se verificou o mesmo com relação
aos bacilos disentéricos,

Se verificarmos os sorotipos de salmone-
Ias que foram encontrados, constatamos ter
havido um número muito grande de casos
pertencentes a salmonelas do grupo B, prin-
cipalmente nos anos de 1968 e 1969, a maio-
ria delas identificadas como S. typhimurium,

QUADRO IV

Comoaração entre Q número de isolamentos de S. typhímuríum e de outras
salmonelas, de 1963 a 1969.

"'.
~~uPol

,
I,

A B Cl C2 D El G Salmo sp. Total Is' typhimurium

AnO "", I
1963 2 12 9 - 12 15 - - 50

I1

10
1964 - 34 2 5 5 4 - 3 53 13
1965 1 20 3 4 11 1 1 -" .....•• 41 4
1966 1 17 - 3 2 2 - 1 26

I
5

1967 1 8 3 1 9 3 - - 25 3
1968 1 50 1 3 4 2 - 1 62

I
30

1969 - 487 8 3 14 7 - 4 532
I

457

Total 628 26 196
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A quase totalidade dêsses exames foi reali-
zada em material enviado por três hospitais
que dão atendimento a crianças portadoras
de infecções gastrentéricas agudas. O agen-
te infeccioso foi pesquisado no ambiente hos-

pitalar e isolado da amostra de pó de três
enfermarias dos hospitais suspeitos.

No gráfico está representado o número de
casos provenientes dos hospitais que envia-
ram exames, assim como do material de pro-
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cedência não hospitalar, nos anos de 1968
a 1969.

Pelo gráfico podemos ver que a epidemia
iniciou-se em fins de 1968, permanecendo por
todo o ano de 1969, quase sem respeitar os
meses de inverno, como é regra em infecções
dessa natureza. Paralelamente, em mate-
rial não hospitalar, o isolamento da S. typhi-
murtum. revelou-se uniforme.

Como o germe foi introduzido nos três
diferentes hospitais não podemos esclarecer.
O exame do pessoal de enfermagem revelou,
em um dêles, a existência de dois ajudantes
de enfermagem eliminando S. typhimurium.
nas fezes. Um grande número dessas crian-
ças havia sido internado por motivos outros
que não infecções gastrentéricas e foi conta-
minado em ambiente hospitalar. Parece-nos
provável que seja a via aérea a responsável
pela disseminação da infecção.

RESUlVIO

Os autores estudaram uma epidemia de
Salmonella typhimurium ocorrida em três hos-
pitais gerais nos anos 1968-1969, onde eram
atendidas crianças portadoras de infecções
entéricas. O agente infeccioso foi isolado do
pó da varredura das enfermarias e, como
muitos dos casos foram contaminados no pró-
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prio hospital, atribuiu-se ser responsável a via
aérea como ponto de entrada, única explica-
ção para o elevado número de casos que fo-
ram registra dos, 457 somente no ano de 1969.
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ÁLCOOIS SUPERIORES EM AGUARDENTE DE CANA POR
CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA (1)

IIIOHER ALCOHOLS IN SUGAR CANE POTABLE SPIRITS
BY DIHECT GAS CHROMATOGRAPHY

MARIA ELISA WOHLERS DE ALMElDA (~)
HELOISA HI,LENA CORBE BARRETTO (2)

SlJMMARY

Dircct gas chromatography with flame ionization detector was applied for the
.Ictcrmination of higher alcohols in sugar cane potable spírits.

All the 60 samples analysed contained n-propanol, isobutanol and isoamyl al-
cohol. Peak areas and responses rel ative to 2-pentanol as an internal standard
were used to calculate concentrations of the individual alcohols.

The concentration of n-propanol, isobutanol and isoamyl alcohol varied from
7.00, 6.40 and 19.60 to 65.20, 36.60 and 98.50 mg/100 ml of the sample, respectively.

A largo amount of n-propanol and n-butanol occurred ín inferior quality spirits j
in some of thern 2-butanol and probably 2-methyl-2-butanol als o occurred.

INTRODUÇÃO

() ('011,,111110de aguardl'llte de cana é há-
hito amplamente difundido no país, princi-
palnwHlc entre a população de menor poder
aquisiti vo, visto ser a lwhi(la de preço relu-
tiv.unentc baixo.

i\os tempos colouiai«, a aguardente era
produzi da nas Iazcndus, em pequenos enge-
11"os; hoje em dia, entretanto, as destilarias
se acham espalhadas por tôda a parte, pro-
duzindo mais de mil litros de aguardente
por hora.

As bebidas alcoólicas fermento-destiladas
distinguem-se unias das outras pela presen-
ça de componentes secundários que formam
lllll "bouquct" característico de cada tipo
de bebida. :f:~tes componentes secundários

se formam juntamente com álcool etílico du-
rante o processo de fermentação do mosto,
mudam de caráter e proporção durante a
destilação e posterior maturação do produ-
to. Assim, durante o processo de envelhe-
cimento de bebidas fortemente alcoólicas, os
aldeídos reagem com álcool etílico formando
acetais, suavizando,' dessa maneira, o odor
pungente dos aldeídos.

Os compostos aromáticos responsáveis' pelo
Ilavor, isto é, pelo aroma e sabor das bebi-
das, são constituídos principalmente por ál-
coois, aldeídos, ácidos graxos e ést=res.

É prática normal entre os analistas de be-
bidas alcoólicas, e o mesmo consta de '~gis-
lações específicas, avaliar somente grupo de
componentes e não componentes individuais,

(1) Trabalho apresentado à 23." Reunião da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciência,
realizada em Curlt íba, Paraná, de 4 a 10 de julho de 1971.

(2) DO Instituto Aclolfo Lutz.
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-------------------------------------

devido à dificuldade de separação e ao tem-
po exigido para a execução de métodos clás-
SICOS.

Assim, os aldeídos são determinados em
conjunto e expressos em aldeído acético; áci-
dos, em ácido acético; ésteres, em acetato de
etila, e álcoois superiores, em isobutanol.
Somente o furfural é cornumente determina-
do individualmente

Com o advento da técnica de cromatogra-
fia em fase gasosa, um novo e amplo cam-
po surgiu na química analítica; entretanto,
muitos anos decorreram desde a publicação
dos trabalhos iniciais de MARTINe JAMES1
até o aparecimento dos primeiros trabalhos
visando a determinação de componentes in-
dividuais constituintes de diferentes bebidas
alcoólicas 3, 4, 5, 6.

MATERIAL E MÉTODOS

Com a finalidade de identificar e dosar
os álcoois superiores, analisamos 60 amos-
tras de aguardente de cana de marcas dife-
rentes, provenientes de várias regiões do
país, principalmente do Estado de São Paulo
e do Estado do Rio de Janeiro.

A maioria das amostras foi adquirida no
comércio e algumas colhidas nas próprias
destilarias.

O aparelho usado para as análises foi um
cromatógrafo a gás da marca Varian, modê-
10 2100, com detectar de ionizaçâo de cha-
ma. Foi utilizada uma coluna de 15 pés de
comprimento e 1/8 de polegada de diâmetro
interno tendo como fase estacionária Rallco-
mid M18, emChromosorb W. As condi-
çoes de operação foram as seguintes:
temperatura da coluna, 100°C; tempera-
tura do injetor, 130°C; temperatura do de-
tector, 150°C; gás de arraste, nitrogênio;
fluxo, 30 mljmin.; sensibilidade 4x 10-1°.

Identificação dos componentes

5 ,u.lforam injetados diretamente no cro-
matógrafo e os' álcoois foram identificados
por comparação dos tempos de retenção obti-
dos com os tempos de retenção de padrões
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injetados e, ainda, pela adição às amostras
de padrões do álcool suposto. A identifica-
ção dos álcoois também foi efetuada e con-
firmada pelo emprêgo de duas colunas di-
ferentes: Carbowax 20M e F.F.A.P.

Dosagem dos componentes

Para a determinação quantitativa dos ál-
coois superiores o método empregado foi o
da padronização interna 2. A escolha dês-
te processo de calibraçâo indireta foi baseada
no fato de que os resultados obtidos não de-
pendem da sensibilidade do detector, isto é,
a resposta do detector pode variar sem alte-
rar os resultados pois, na avaliação dos mes-
mos, trabalha-se com a relação da área do
componente e do padrão interno e não com
a área absoluta do pico do componente. Isto
evita que se preparem curvas padrões díãria-
mente ou constantemente, como é necessá-
rio quando se trabalha com o processo de
calibração absoluta. Outra vantagem do em-
prêgo do método de padronização interna é
que a quantidade da amostra injetada não
precisa ser exatamente medida ou conhecida
e, ainda, o método pode ser aplicado den-
tro de limites grandes de concentração. A
dificuldade maior do processo consiste na
escolha do padrão interno, que não deve in-
terferir com qualquer componente da amos-
tra; o padrão deve, no cromatograma, ficar
separado dos outros picos, mas emergir pró-
ximo dos picos de interêsse e, ainda, ter
similaridade estrutural com os componentes
que se deseja calcular.

SINGER7 Usou n-pentanol como padrão in-
terno na determinação de álcoois de C3 a C5

em whiskies e conhaques; entretanto, não
achamos conveniente o emprêgo dêste padrão
porque êle emerge depois do álcool isoamí-
Iico, com um tempo de retenção muito gran-
de e sob a forma de um pico de base larga,
característico de substâncias com tempo de
retenção elevado.

MARTIN3 na determinação de álcoois su-
periores em óleo de "fusel" e whiskies usou
n-butanol como padrão interno; entretanto,
várias amostras por nós analisadas continham
n-butanol, o que impossibilitou o emprêgo
dêsse padrão.
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Selecionamos, finalmente, 2-pentanol como
padrão interno, por apresentar as condições
ideais. Tanto o padrão interno como os ál-
coois usados no preparo da curva padrão fo-
ram fornecidos por "PolyScience Corpora-
tion-Analytical Standards".

Para o emprêgo do processo por meio de
um padrão interno, deve-se previamente cons-
truir uma curva com soluções de concentra-
ções conhecidas dos componentes, contendo
sempre uma quantidade constante do padrão
interno. No preparo da mistura dos com-
ponentes deve-se levar em consideração que

suas concentrações precisam abranger tôda
a faixa de concentração do componente que
se espera encontrar nas amostras a serem
analisadas.

Preparadas as misturas, elas são croma-
tografadas e as áreas dos picos são calcula-
das. Constroi·se um gráfico colocando-se a
relação entre os pesos do componente e do
padrão interno contra a relação entre a área
do pico do componente e a área do padrão.

Na prática, operamos da seguinte manei-
ra: Foram preparadas misturas de diferentes
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concentraçôcs ({Of, componentes n-propanol,
1sobutanoI e álcool isoamílico usando como
solvente álcool etílico a 43 por cento, em
água, v/v. A escolha do álcool a 43'% para
o preparo das soluções foi baseada na de-
terminação do grau alcoólico de aguardelltes
de cana, efetuada em análises de rotina no
lnstituto Adolfo Lutz, que demonstrou ser
,1:3 o grau alcoólico encontrado com maior
freqüência. Trabalhando sempre com êsse
teor alcoólico, procuramos reproduzir as mes-
mas condições de álcool etílico t~ água das
aguardentes, evitando variaçiie» nas respOfi-
tas do detector.

Para o preparo ela curva de calihração,
a concentração das soluções padrões foi de
0,1% p/v, para n-propanol e isobutanol e
de 0,2% p/v, para álcool isoamílico. A par-
tir destas soluções foram feitas diluiçôes ade-
quadas para o preparo das curvas, A concen-
tração da solução do padrão interno, 2-pen-
tanol, foi de 0,4% p/v, e a quantidade adi-
cionada às soluções dos componentes foi cal-
culada de maneira que 5 ,,ul da solução con-
tivessem, sempre, 1 p,g de 2-pentanol.

A figura 1 mostra a curva de calibração
para isobutanol.

Determinação dos álcoois superiores
A 10 ml da amostra foi adicionado 0,1 ml

de uma solução de 2-pentanol a 2% p/v;
S fll desta solução, contendo 1 l'g do padrão
interno, foram injetados no crornatúgrafo.
As áreas obtidas foram medidas c calculada
sua relação com a área do padrão inter-
no; por meio das curvas de calibraçâo
foi lida a relação entre o pêso do com-
ponente desconhecido e o pêso do padrão.
Como a quantidade do padrão adicionado é
conhecida, por simples cálculo determinou-se
a quantidade do componente presente na
amostra.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Em tôdas as amostras analisadas foram cn-
contrados os álcoois n-propanol, isohutanol e
isoamilico.

Os valores encontrados para n-propanol,
reunidos no Quadro T, variaram de um mí-
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QUADRO I

n-Propanol : Distribuição de freqüência (fi) dos
1Jalores encontrados em ag'ltardentes de cana.

(Bra8il - 1971)

n-Pt-opanol mg!1(J1) m1

Intervalo fi

" - 10,1)0

io.oo zn.oo

20,00 \-- 30,00

.10,00 1-- '!O,OO

40,00 50,00

50,00 I-·~ 60,00

60,00 I-~ 70,00 7

3

17

1.7

lU

1

2

60

rumo de 7,00 a um niaxnno de 65,20 mg por
100 ml da amostra. sendo a média aritmé-
tica (;;-) igual a 29,83, o desvio padrão (s},
]6,83 e a mediana, 24,00 mg/lOO ml (fig. 2).

o aspecto irregular da curva construí da
com os valores obtidos para n-propanol, um
desvio padrão grande e a mediana situada
longe da média aritmética evidenciam uma
grande variabilidade da quantidade de n-pro-
pano] encontrado nas amostras.

Na realidade, as amostras classificadas por
seus caracteres organoléticos como aguarden-
tes de qualidade inferior apresentaram sem-
pre um teor muito elevado de n-propanol.
Isto explica a existência de dois agrupamen-
los de valores na distribuição, corresponden-
do a uma curva bimodal (fig. 2) ; o primei-
ro, devido a aguardentes de melhor quali-
dade, contendo um teor menor de n-propa-
nol e o segundo, devido a um grupo de amos-
tras de qualidade inferior,
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amostras de a guat-de nte de cana

(},., valores encontrados para isoinuanol,
reunidos no quadro 11, variaram <1"um mí-
nimo de 6,40 a um máximo de i-S6,60mg por
100 ml da amostra, sendo a média aritmética
(i) igual a 19,25, o desvio padrão (s},
6,69 e a mediana 19,00 mg/lOO ml (fig. 3).

O aspecto da curva (fig. 3) construí da
com os valores obtidos para isobutanol e a
média aritmética que pràticamente se con-
funde com a mediana indicam uma distri-
buição normal do conteúdo de isobutanol en-
contrado nas amostras analisadas.

QUADRO 11

Isobut.anol : Distribuiçào de freqüência (fi) âo«
valores encontrados em aguardentes de cana ..

(Bmsil - 1971)

Isonu ta nol mg/100 ml

Intervalo fi

- -------:=.=------==---=.~-- ----

o f--- 5,00 O

10,00 4

15,00 9

20,00 26

25,00 11

30,00 5

35,00 3

40,00 2

60
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10,()()

15,00 ,---
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30,()O i----

35,00 i-----------------~------
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• mediano+:~ mQílOOm!
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o

Fig. 3 Gráfico do teor de Isobutanol em 60 amos-
tras de aguardente de cana.
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Quanto ao álcool isoamílico, os valores en-
contrados, reunidos no quadro llI, variaram
de um mínimo de 19,60 a um máximo de
98,50 mg por 100 ml da amostra, sendo a
média aritmética (x) igual a 57,33, o des-
vio padrão (s), 17,83 e a mediana 56,00
mgjlOO ml (fig. 4).

QUADRO III

Alcool Isoamtlíco : Distribuição de freqüência (fi)
dos valores encontrados em aguardentes de cana.

(Brasil - 1971)

Alcool Isoamílico mg/l00 ml

Intervalo fi

° 1-- 10,00 °
10,00 1--- 20,00 1

20,00 1-- 30,00 2

30,00 1----- 40,00 4

40,00 1-- 50,00 13

50,00 1-- 60,00 17

60,00 1-- 70,00 11

70,00 1-- 80,00 5

80,00 1-- 90,00 4

90,00 1-- 100,00 3

60

o aspecto das curvas de freqüência dos
valores de isobutanol e de álcool amílico
mostra uma distribuição aproximadamente
normal dêstes dois componentes; ° teor dês-
tes álcoois, portanto, parece não interferir
na qualidade das aguardentes.

Nas amostras de aguardentes de cana con-
sideradas de boa qualidade por seus carac-
teres organoléticos, foram encontrados sômen-
te os álcoois superiores n-propanol, isobu-
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F'íg, 4 - Gráfico do teor de álcool Isoamilico
em 60 amostras de aguardente de cana.

tanol e isoamílico (fig. 5). Tôdas as amos-
tras consideradas de qualidade inferior apre-
sentaram um teor elevado de n-propanol e em
muitas foi constatada a presença de n-buta-
1101. No cromatograma de algumas amostras
emergiram mais 2 picos sendo um deles iden-
tificado como 2-butanol e o outro, pelo seu
tempo de retenção, parece corresponder a
2-metil-2-butanol; entretanto, sua confirma-
ção depende de experiências complementa-
res (Fig. 6).

Foi constatada, também, no cromatogra-
ma de tôdas as aguardentes analisadas, a
presença de outros dois picos; o primeiro dê-
les, pequeno, emergindo no cromatograma
logo após o álcool etílico e o segundo, de ta-
manho variável, emergindo depois do álcool
isoamílico. Êstes componentes não foram iden-
tificados por não possuirmos padrões corres-
pondentes; entretanto, podemos afirmar não
se tratar de álcool de C3 a C5 ou de l-hexanol.
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Píg; 5 - Cromatograma de uma aguardente
de cana classificada de boa qualidade por seus

caracteres organoléticos.

Não foram encontrados na literatura ao
nosso alcance, dados referentes à dosagem
isolada dos álcoois superiores em aguarden-
tes de cana, porém, comparando os nossos
dados, com os obtidos em análises de várias
amostras de whiskyescocês, por nós reali-
zadas, constatamos nestes também, a pre-
sença dos mesmos álcoois superiores encontra-
dos nas aguardentes de cana consideradas de
boa qualidade e em teor dentro dos mesmos
limites (fig. 7).

CONCLUSÃO

A determinação qualitativa e quantitati-
va dos álcoois superiores permitiu verificar
que as aguardentes de cana consideradas de
boa qualidade apresentam somente os ál-
coois n-propanol, isobutanol e isoamílico. As

F'íg, 6 - Cromatograma de uma aguardente
de cana de qualidade inferior.

amostras de qualidade inferior apresentaram
sempre um teor elevado de n-propanol ; em
muitas foi constatada a presença de n-buta-
nol e, em algumas, foi identificado 2-butanoI
e, provàvelmente, 2-metil-2-butanol.

Os . resultados obtidos indicam que gran-
de parte de nossa aguardente de cana não
tem um padrão de qualidade definido quan-
to ao conteúdo de álcoois superiores. O fa-
to de ser produto largamente consumido e
a obtenção de lucros fáceis por parte de al-
guns industriais fazem com que os produto-
res não se interessem em introduzir uma tec-
nologia adequada de fermentação e de des-
tilação e posterior envelhecimento do pro-
duto. Uma tecnologia adequada levaria à
obtenção de um produto com características
organoléticas agradáveis e demais caracte-
rísticas químicas definidas, com capacidade
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F'Ig; 7 - Cromatograma de whisky escocês.

de competir com outras bebidas fermento-
destiladas e possibilidades de se transformar,
ainda, em produto de exportação.

RESUMO

A cromatografia em fase gasosa com de-
tectar de ionizaçâo de chama foi aplicada
para a pesquisa e dosagem de álcoois supe-
rimes em aguardentes de cana.

Em 60 amostras analisadas, provenientes
de diferentes regiões do país, foram sempre
identificados os álcoois n-propanol, isobuta-

iM

nol e isoamílico ; os teores variaram de um
mínimo de 7,00 6,40 e 19,60 a um máximo
de 65,20, 36,60 e 98,50 mg/lOO ml da amos-
tra, respectivamente. Para a dosagem foi
usado ··2-pentanol como padrão interno. As
aguardentes classificadas, por seus caracteres
organoléticos como de boa qualidade, apre-
sentaram somente os 3 álcoois superiores aci-
ma referidos. As amostras de qualidade in-
ferior apresentaram um teor elevado de n-
propanol ; em muitas foi identificado n-hu-
tanoI e em algumas foi verificada a presen-
ça de 2-butallol e provãvclment«, de 2-nlPtil·
2-butanol.
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DETERMINAÇÃO DE RESíDUOS DE PESTICIDAS
ORGANOCLORADOS EM ALIMENTOS '"

DEFINIÇÕES E CONSIDERAÇÕES GERAIS

A presença de quantidades mnnmas de
substâncias tóxicas e persistentes em alimen-
tos, provindas do uso dos pesticidas ou de-
fensivos agropecuários (ou da contaminação
de solos, águas, plantas e animais, pelos mes-
mos), trouxe nova preocupação à Bromato-
logia.

Residuo de pesticida em alimentos

Entende-se por resíduo de pesticida qual-
quer substância remanescente das usadas no
contrôle de pragas e doenças, na produção,
transporte, armazenamento, mercado e elabo-
ração de alimentos; estão incluídas as subs-
tâncias relacionadas àquelas por processos de
degradação ou metabolismo. Não se incluem
os antibióticos, fertilizantes e reguladores de
crescimento. As quantidades são expressas em
partes por pêso de substância por milhão
de partes de alimento (ppm}.

Resuluo nõo intencional

Quando o resíduo provém de circunstân-
cias não ligadas ao emprêgo de pesticidas na
produção e proteção de alimentos, êle é um
resíduo não intencional.

Dose diária aceitável

.É a quantidade expressa em mg de subs-
tância por kg de pêso corporeo, que, usada
durante tôda a vida de um indivíduo, não
apresentaria risco apreciável à sua saúde -
em face dos fatos conhecidos e estudados até
o momento.

Limites para os resíduos de pesticidas

Baseados nos conhecimentos da ação toxi-
cológica dos diferentes pesticidas e na dose
diária aceitável, foram estabelecidos limites
para os resíduos de pesticidas em alimentos:

Tolerância __o .É o maximo de concentra-
ção do resíduo de pesticida permitida no ali-
mento, num estágio específico de sua pro-
dução, armazenamento, transporte, mercado
e preparação até o consumo. A concentração
é expressa em partes por pêso de resíduo de
pesticida por um milhão de partes em pêso do
alimento (p _p. m. )_

Limite prático - É considerado um limi-
te prático de resíduo de pesticidas no ali-
mento o máximo de resíduo não intencional
que êle pode apresentar.

Lembrando que êsses estudos são feitos
com animais e/ou homens em experiências
onde não se tem tôdas as variáveis de in-
fluência no efeito toxocológico, êles podem
sofrer revisão e, muitas vêzes são temporá-
rios, até um resultado de experiências a maior
prazo.

A determinação de resíduos de pesticidas
em alimentos constitui, pois, um tipo parti.
cular de análise em que há diversificação
muito grande nos dois aspectos - o de ali-
mentos e o de pesticidas. Por outro lado,
trata-se de analisar quantidades muito pe-
quenas de uma substância (10-9 g) conti-
das em produtos que são por si próprios
misturas complexas.

O desenvolvimento da cromatografia em
fase gasosa, resolveu parte do problema pois
tornou possível a determinação de quantida-
des de substâncias na ordem de nanogramas.
Ela é, entretanto, a fase final de todo um
processo analítico que se inicia na amostra-
gem e tem seu ponto crítico na extração dos
resíduos, variando esta, não só em função
da amostra, como do tipo de resíduo em ques-
tão.

Amostra

Deverá ser válida, representativa e sufi-
ciente.

• Elaborado por Walkyria H. Lara, Chefe da Seção de Adrttvos e Pesticidas Residuais do Instituto
Adolfo Lutz.
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A amostragem tem grande significado. Co-
nhecendo-se o histórico da mesma, pode-se
escolher o método a ser empregado; não se
conhecendo nada sôbre a mesma, tem-se que
escolher entre diferentes possibilidades e não
se tem um método geral aplicável a todos
os casos.

A mostra subjetiva -- Considera-se amostra
suhjetiva a que é ligada a um conhecimen-
to prévio, isto é, tomada sabendo-se qual o
pesticida a ser determinado como resíduo.

Amostra objetiva - É a que é tomada ao
acaso, sem nenhuma indicação (Ir- qual sl'ja
o resíduo de pesticida.

Classificação dos pesticidas

Numa classificação química podemos se-
parar os compostos usados como pcsticidas
em duas grandes classes:

Natureza inorgânica -- como os compos-
tos de arsênico : arsenitos de Cu, Na, Ca ;
arseniatos de Ca, Ph, Cu; compostos de co-
bre : sulfato, oxiclorato; compostos de cnxo-
Ire: poli-sulfato de Ba, Ca; etc.

Natureza orgânica - como os derivados
de petróleo: óleo mineral; compostos natu-
rais: Piretro, Rotenona, Nicotina; carbidretos
«lorados: DDT, BHC, Aldrin, Heptacloro,
Clordana; éstercs fosforados: Paration, Ma-
Iation Diazinon, TEPP, Fosdrin, ROllel;
carhamatos: Ziran, Mane!>, Carl.ari]. Baygoll;
produtos vários: tr iazinas, nit rofr-nó is. deri-
vados de clorofenuxiacét.ico, ele.

É fácil compreender a divcrsific<l<.;ão de
maodos n<x't,ssáfios para a <IlIúlise (k,,~cs com-
postos todos. Há, r-ntrr-tnuto. aspl"'!OS cotlllll1S

1IOS vários métodos, principalrneur« nos ('H1-

pregados para os compostos orgiÍnico,s.
r:sles aspf'('los se rdert'rn ii ('X!Lu.:iío do

princípio at iv«, pllrifica<;?ío do cxtrar«, COII-

,'.elltra\:ão 110 ('\Iralo, dd"Tlllill,li}ío do prin-
dpio at.i vo :

j,'xlraçiío do principio atiro j;; kita «om
solventes, de acôrrlo com a amostra c com o
princípio a ser extraído; a extração pode
ser:

a) A frio, direta, por irnersâo.
b) Com desidratantes (Na2S01).
c) Maceraçâo com um ou mais solventes.
d) Com extratores tipo Soxhlet.
e) Codestilação.
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A grande dificuldade na extração é a
formação de emulsôes o que torna a recupe-
ração muito baixa. A maioria dos métodos
diminui êsse efeito utilizando Na2SO! anidro
ou processos de codestilaçâo, geralmente ál-
cool isopropílico.

Purificaçãe> do extrato - Como sempre é
extraído material estranho ao princípio ativo
(corantes vegetais, proteínas) é neressarra
a purificação do extrato, a qual pode ser
feita por:

a) Partição entre solveutes --- para gor-
dura e c:orantes.

li) CromatograIia de coluna - com Flo-
risil, alumiua, Cclite. el'lulose. carvão
ativo.

c) Tratamento químico.
d) Codestilaçâo.

Conccntraçõo do extrato- Pode ser feita
por evapornçâo do solvente em:

a) Banho de vapor de água com ou sem
arraste de gás.

h) Pressão reduzi da e rotação.
c.) Com concentra dores tipo Kuderna-

Danish,

Dcterrni naciio do(s) ]Jrincípio(s) alil'o(s)
São miadas técnicas de:

Fspcctrofotometria -- I Iltra-violcta , Vist-
\'('1 e Infra-vr-rrnclho.

Cromaiografia - Em papl'l, camada del-
t.~..ada, gas.

Mé/orJo !/lúlú/J!o em métoclo é aSSl1Il

chamado qttan(/o !l0dl' l-va r à ddf'l'IlIillUção

dt· Ir.da 11111<1 S(')"il' c/t' t't,,,ílhlOs de pesliddas.

Mrl"do ('011 [i tmat ori«, Sellljlrr' t It('l'e,s-

s;'iri" ron lirma r o,; rr-sult adns ,,"Iid ••,; Jl0I' in
1l'l'lllédi" dl' «ul ro m('lodo. r-haIllado então
(,illIfinllilltírio. Assilll, quando s;, usar (,TO·

rnato!!rafia «m fase gasosa, j,od('m-s" ('ollfi r-
ma r ().'. H'sullado,s por (,),oJ!lHlografia em ('a-
mada delgada. l'''IH','1 rOI11(' Iria de massa, ou
irifra.vrnnt-lho.

O método usado lia Seção de Aditi vos e
Pcsticidas Residuais do Instituto Adolfo Lutz
está baseado no método descrito no "Official
Methods of Analysis of the A. O. A. C., 11
ed. 1970, e em outros descritos no "Guide
to the Analysis of Pesticide Residues" do
U. S. Dept. of Health, Education and Wel-
fare, 1965.
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Múrouo CEHAL PATU PESTICTDAS OHGANOCLOHAlJOS

P riucipio

A amoslra é extraída eUIIl solvcnt.c. Alí-
quota dos extratos é diluída e os resíduos de
pe:-;ticidas são extraídos com éter de petró-
leo. Segue-se uma purificação dos extratos
por eromatografia em coluna de Florisil e
cluiçâo com misturas de éter eí ilico e éter de
petróleo. Após conccntraçâo. os oluatos .~ão
usados para a determinação e idcnti fie ação
dos resíduos, Jlor eromatografia em fase ga-
sosa.

a) HOlllogeneizador de alta vck)('ida"'~ ou
equi valente (Iiquidificador}.

11) Colunas cromatográficas de vidro COI!1

torneira de Teflon e placa po1'O:;a, de
22 mm de diâmetro interno por 300
mm de altura.

c) Concentrador Kuderna- Danish, de
500 ml, com receptores de tubos gra-
duados de 5 mI.

d) Coluna Snyder ou coluna de Vigre.
aux,

e) Funis de separação de 1.000 e 125 ml,
com torneira de Teflon.

f) Cromatógrafo com detector de captu-
ra de eléctrons (fonte de tritiurn ou
níquel] provido com coluna de vidro
com 10'% de DC-200 em Cromosorb
WHP, ou 2,5% de QF.1 e 2,5% de
DC-200, em Varaport 30, nO-100
11W8h.

As colunas devem ser coudicionadas a
250-260°C, durante 48 horas, com fluxo de
nitrogênio de cêrca de 100 mljmin.

Retuientes

Todos os solventcs devem ser purificados
c a destilação final feita em aparelho todo
de vidro. Devem também ser testados da
seguinte maneira:

Evaporar 300 ml de reagente em um con-
c(~ntrador tipo Kuderna-Danish com coluna
de Vigreaux até 5 ml ; dêstes, injetar 5 mio
crolitros 110 cromatógrafo nas condições de
análise. Não deve aparecer nenhuma deíle-

xâo maior que I mm, na linha de base, de
2 a 60 minutos após a IJljcçáo,

a) A cctonitrila

Acctouitrila técnica pode ser puri li-
cada: adicionar a 4 I de acctoni nila
I ml de ILP01 mais 30 g de PtOG (~
destilar entre 81-82°C.

I) Acetonit.ri!« sauuatl« cotii étcr de lW'
t.rol:«),

Saturar Aeetonitrila (item a) com
éln de p,·tr(lleo rCflcslila!lo.

".) Almol etílico - - p. a,

li) l~ter de petróleo" - rcdeslilado (~!ltre
30-60"e.

c) Ét.cr ctilico -,- rcdestilado a ;'\4.·;)')"C.
Livre de peróxidos. Adicionar álcool
até 2%.

f) Florisil - 60/100 mesh ativado a
650°e.

Aquecer por 5 horas a 130°C antes
de usar. Conservar em desseca dor à
temperatura ambiente. Reaquecer a
130°C eada dois dias.

Preparar soluções de padrões de 1
a 4 p,g/ml em hoxana. Testar cada
lote de Florisil ativado, colocando
I ml da mistura de padrões numa
coluna preparada e eluir como indi-
cado em: Purificação (clean up ) -
p, U1. Concentrar os cluatos e deter-
minar por eromatografia em fase ga-
sosa.. a recuperação conseguida.

g) Sulfato de sódio - anidro, granu-
lado.

Preparação da amostra e Exlraçtio

1. Fruius e Ieinime«

a) Frutas firmes, raizes e legumes de Iô-
lhas - Picar e bater no liquidifica-
dor uma amostra representativa, ho-
mogeneizar e proceder como em b.

1) ) Frutas moles - Se necessário reti-
rar o caroço e picar uma amostra
representativa. Pesar 100 g da amos-
tra picada c colocar no Iiquidificador.
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Adicionar 200 ml de acetonítrila e
cêrca de 10 g de Celite. Bater 2 mi-
nutos a alta velocidade. Filtrar por
sucção através de um funil de Buch-
ner, Transferir o filtrado para um cio
lindro graduado e anotar o volume
obtido. Transferir o volume medido
para um funil de separação de 1000
mI.

c) Frutas e outros produtos contendo 5
a ]5% de açúcar ~ Adicionar 200
ml de acetonitrila e 50 ml de água
a 100 g da amostra, no liquidifica-
dor, e bater durante 2 minutos a al-
ta velocidade. Continuar como em b,
obtendo um volume de cêrca de 250
rnl (medir exatamente antes de trans-
ferir para o funil de 1000 ml).

d) Frutas e outros produtos contendo 15
a 30% de açucares (por ex.: uvas)
~ Aquecer a 50°C a mistura de 200
ml de acetonitrila e 50 ml de água.
Adicionar a 100 g da amostra no li-
quidificador, e proceder como em b.
Antes de os extratos esfriarem, trans-
ferir o volume medido para um funil
de separação de 1000 ml. Deixar es-
friar a temperatura ambiente.

Extrair com 100 ml de éter de petróleo
adicionados ao funil de separação conten-
do o volume dos extratos (A). Agitar 2 mi-
nutos vigorosamente. Adicionar 10 ml de
solução satura da de cloreto de sódio e 600 ml
de água. Manter o funil em posição ho-
rizontal e agitar 30-45 segundos. Deixar se-
parar as camadas. Desprezar a camada aquo-
sa. Lavar com duas porções de 100 ml de
água a camada de solvente. Transferir a
camada de solvente para um cilindro gra-
duado e medir o volume (B). Adicionar 15
g de sulfato de sódio anidro e agitar vigo-
rosamente. (Não deixar o extrato ficar mais
de uma hora em contacto com sulfato de só-
dio, pois ocasionará perdas por absorção).
Concentrar a 5 ml no concentrador Kuderna-
Danish. Transferir para a coluna de FIo-
risil ("Clean up").

Nota: Levar em conta a contração do
volume. no caso de amostras com 85% de
água, usando a fórmula:
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A BP--x
T 100

= n." de gramas da
amostra no eluato

P = n.O de gramas da amostra
A = rnl do filtrado
T = total (volume de água na amostra mais ml

de acetonitrila adicionado)
B = ml de extrato em éter de petróleo em que

os resíduos foram particionados.

Quando 50 ml de água são adicionados à
acetonitrila para extração de produtos com
açúcar, o volume T é acrescido de 45.

2. Alimentos contendo gordura

a) Óleos e Gorduras ~ Quando sólidos
aquecer até liquefazer e filtrar através
de filtro sêco.

b) Manteiga - Aquecer a 50°C até se-
parar a gordura e decantar através de
filtro sêco.

c) Leite - Adicionar a 100 ml de leite
(leite evaporado deve ser dilui do 1+1
com água) em um frasco de centrí-
fuga de 500 ml, 100 ml de álcool me-
tílico e 1 g de oxalato de sódio. Adi-
cionar 50 ml de éter e agitar vigoro-
samente 1 minuto. Adicionar 50 ml
de éter de petróleo e agitar 1 minuto.
Centrifugar a 1500 r. p. m. durante
15 minutos. Retirar a camada de sol-
ventes e colocar em um funil de sepa-
ração de 1000 ml contendo 500-600 ml
de água e 30 ml de solução satura da
de cloreto de sódio. He-extrair a ca-
mada aquosa do frasco de centrífuga
duas vêzes, com porções de 50 ml de
éter etílico e éter de petróleo (1 + 1),
centrifugando e retirando a camada de
solventes para o funil de separação
após cada extração.

Adicionar água ao funil. Desprezar
a camada aquosa. Lavar a camada de
solventes com duas porções de 200 ml
de água, desprezando a camada aquosa.
(Se houver formação de emulsão, adi-
cionar cêrca de 5 ml de solução satu-
rada de cloreto de sódio à camada
de solventes).

Passar a solução dos solventes atra-
vés de uma coluna de 25x50 mm de
sulfato de sódio anidro e coletar o
eluato em um bequer de 400 mI.
Lavar a coluna com pequenas porções
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de éter de petróleo. Reunir ao be-
quer de 400 ml. Evaporar em banho-
maria sob uma corrente de Nitrogênio,
afim de obter a gordura.

d) Queijo ~- Colocar 25 a 100 g (o cor-
respondente a 3 g de gordura) da
amostra picada em um liquidificador.
Adicionar 2 g de oxalato de sódio,
100 ml de álcool metilico e bater 2 a
;) minutos. Transferir para um fras-
('O de centrífuga de 500 ml. Adicio-
nar 50 ml de éter, agitar um minuto.
Adicionar 50 ml de éter de petróleo
e agitar mais um minuto. Continuar
como em c a partir de "centrífugar
a 1.500 r.p.m.".

e ) Conservas de carne - Homogenei-
zar a amostra, retirando tôda a gor-
dura aderente ao recipiente. Pesar
120 g de amostra em bequer de 600
ml. Adicionar 20 g de sulfato de sódio
anidro granulado, misturando até ho-
mogeneizar. Adicionar 100 ml de éter
de petróleo. Agitar. Aquecer ligei-
ramente a 50°e. Transferir a cama--
da etérea para outro bequer e re-
petir a extração com 2 porções de
100 ml de éter de petróleo. Evapo-
rar os extratos obtidos a 50°C em
corrente de Nitrogênio, até que todo
o éter evaporE'. Deixar à tempera-
tura ambiente a gordura obtida.

Partiçào com. Acetonitrila - Transferir
;) g de gordura para um funil de sepa-
ração de 125 ml com o auxílio de éter de
petróleo (o volume total não deve exceder
15 ml). Adicionar 25 ml de acetonitríla sa-
turada com éter de petróleo. Agitar vigoro-
samente um minuto. Deixar as camadas se
separarem. Transferir a camada de aceto-
nitrila para um funil de separação de 1000
ml contendo 650 ml de água, 40 ml de so-
lução satura da de sulfato de sódio, e 100 ml
de éter de petróleo. Extrair a solução em
éter de petróleo, no funil de 125 ml com
três porções de 30 ml de acetonitrila satu-
rada com éter de petróleo, agitando vigoro-
samente um minuto, em cada vez. Reunir
todos os extratos ao funil de separação de
1000 mI. Manter o funil de 1000 ml em po-
sição horizontal e agitar por 30-45 segundos.
Deixar as camadas se separarem e transfe-
rir a camada aquosa para um segundo funil
de separação de 1000 ml. Adicionar 100 ml

de éter de petróleo ao segundo funil e agitar
vigorosamente 15 segundos. Deixar as ca-
madas se separarem. Desprezar a camada
aquosa e transferir a camada de éter de pe-
tróleo ao primeiro funil. Lavar com duas
porções de 100 ml de água. Desprezar as
camadas aquosas. Transferir a camada de
éter de petróleo através de uma coluna de
sulfato de sódio anidro de 25x50 mrn, para
o concentrador Kuderna Danísh. Lavar o
funil e depois a coluna com três porções de
10 ml de éter de petróleo. Reunir ao éter
de petróleo no concentrador. Evaporar a
cêrca de 5 ml.

Purificação (Clean-up) em coluna de Florisil

Preparar uma coluna de 22 mm de diâ-
metro interno com Florisil ativado, de modo
a ter cêrca de 10 em de altura após sedi-
mentar. Colocar cêrca de 1 em de sulfato
de sódio granulado sôbre o Florisil. Umede-
cer a coluna com 40-50 ml de éter de petró-
leo. Transferir os extratos de éter de pe-
tróleo (ou o concentrado obtido na parti-
ção com aoetonitrila ) para a coluna, deixan-
do passar à razão de 5 ml por minuto. Eluir
com 200 ml de uma solução a 6% de êter
etílico em éter de petróleo, na mesma razão
de 5 ml por minuto, recolhendo em frasco
receptor. Trocar o receptor e eluir com 200
ml de solução a 15% de éter étílico em éter
de petróleo.

Concentrar cada um dos eIuatos em con-
centrador Kuderna-Danish até 5 ml,

o primeiro eluato, de 6%, contém os pes-
ticidas clorados: Aldrín, BHC, DDE, o, p' e
p.p', DDT, Eptacloro, Eptacloroepóxido, Lin-
dana e Metoxicloro. Geralmente está pron-
to para cromatografia em fase gasosa mas,
se for necessário, poderá ser repetida a pu-
rificação usando nova coluna de Florisil. O
segundo eluato, de 15%, conterá Dieldrin
e Endrin, Se fôr necessário, deverá ser pu-
rificado em coluna de magnésio ou saponi-
ficaçã<;>__

Técnicas de concentraçõo - Usar banho
de vapor para aquecimento. Após atingir
cêrca de 5 ml remover o tubo calibrado do
concentrador e evaporar sob corrente de ni-
trogenio. Nunca evaporar os extratos puri-
ficados até a secagem.
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Detecção e Identificação

Inj etar uma alíquota conveniente (3 a 5
microlitros ) do dilato concentrado, no cro-
matógrafo, nas condições otimizadas previa-
mente, para se ter a separação dos picos cor-
respondentes aos pesticidas. Identificar os
picos obtidos por comparação dos tempos de
retenção com os dos padrões. Para medida
de área, cromatografar o padrão (ou pa-
drões) imediatamente após cada amostra e
procurar ter os picos do padrão e da amos-
tra o mais possível de tamanhos iguais.

As condições de operação, quando se usa
uma coluna 2,5% de DC-200 e 2,5% QF-l
sâo : temperatura do injotor -- 20(tC; tem-
peratura da coluna ~ 190°C; temperatura
do dotector -- 200°C, fluxo de Ilill'og;;nio --
;\0 ml por minuto.

A identificação deve ser confirmada, usan-
do outro tipo de coluna c comparados os
tempos de retenção obtidos nessa outra co-
luna para os padrões e a amostra.

Relacionamos abaixo, publicações ligadas
ao assunto e periódicos onde constantemen-
te são publieadas modificações e novos mé-
todos para determinação de resíduos de pes-
ticidas,

Publicações de interêsse geral

BARRY, I-I. c.. HUNDLEY, J. G. & JOHNSON, L.
Y. - Pesticide analytícal manual. 'Washing-
ton, 1969. v. 1 c 2. U. S. Dcpt. or Health,
Educatíon and Wel Ia.re.

BUHCHFIELD, H. P. - Guidc to the analysis of
pestícído rcsídues: 2nd. cd. Washington, Govt.
Print orr., 1965.

CHICHESTER, C. O. Rescarch in pcst.ícldcs.
Ncw York, Academ íc Press, 196".

FREAR, D. E. H. - Pest.icide índex. -lth cd.
Perinsylvania, CoJlege Scicnce Publtshcrs, 1969.

METCALF, R. L. - Advances ín pest controt
rcsearch, Ncw York, Interscience Pubnshers,
1957-68.
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O'BRIEN, R. D. - Insetícídes. Action and meta-
bolism. New York, Academic Press, 1967.

SPENCER, E. Y. - Guide to the chemica1 use in
crop prot.ectíon. 5th ed. Canadá Dept. Agri-
cuiturc, 1968. [Publico 1093]

FOOD AND AGRICULTURAL ORGANIZATION ~--
Eval uations or some pesticíde residues in food.
Genéve, WHO, 1968. [FAO/PL 1968/M/!)/;
WHO/FOOD/ADD/ 69..'X5]

ZWEIG, G., cd. - Analytieal mcthods for pcst.l-
cides, pla nt growth reguJators and Iood aclcli-
tives. Ncw York, Acaclemic Press, 19G3-G7.
v. 1-4.

!'e,.,:ódicU8

Analytical Chemiotry

Annales des FabiJicalions et ,k ['ExpcrtiSf1
Chimique

Annali deI!' Istituto Superiore di Sanit:t

Bulletin of Enviroumental Contamination anil
Toxicology Chromatography

Food and Cosmetics Toxicology

Food Tecbnology

International Pest ContIOI

Journal oI Agricultural and Food Chemistry

Journal of Chromatography

Journal of Chromatography SCiCllCCS

Journal of the Asso(:iation oF Official Analy.
tical Chcrnists

Journal of the Sciencc of Food and Agricul-
turo

P!'cticides Monitoring Iourna]

Hesidue Revicws

Thc Analyst

\Vorld Hcvicws of Pest Control,
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