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EREATA

. & 9 2 13 sempre ue.aparecer a palavra corialantéide, leia-se coriclantéide.

9, 1.2 ral, 6.2 linha: onde =e l&,,, vates, lela-se Yates,

.11, 22 col, 262 linha: onde e Q8. herpesvirusg, leia.se Herpespirus.

g. 12, 2% col, referéncia 7., leia-se: DOWNIE, A. W, & McCARTHY, XK. The antibody

response in man following infection with viruses of the poxgroup. IIL. Antibody
regponse in smallpox. J. Hyg., Camb., 56:478-87, 1938,

Pag. 22, 22 ¢ol, 82 hnh_g: onde se i&..., garantia, leia-se garganta.

Pag. 240 lela.se como titulo da figura: Comperacdo dos casos positives e negativos em
percentagens

Pag. 30, 1.2 col, 21.2 linha: onde se 1&... rigidez, leia-se higidex.

Pag. 40, 24 ¢ol., 162 lnha: onde se 18... (quadro IT)., leia.se (qu.adm da pag. seguinte).

Pag. 42, 14 col, 1A linha: onde se 1& L-triptefato, leta-se L-triptofano.

Pag. 43, 34 linha do «Summarys: onde se 18... casy, leia-se e¢asy.

Pag. 43, 2.2 col, 7.% linha: onde se 1&,.. Transferiy, Ieia-se Transferir.

. B8 e B7:  nas legendas das fig. 2 e 3, onde ge 18 Cromatografia, leia-se Cromatograma.

. 88, 58 linha do «Summarys: onde se 1é... Nessler resction or reaction,.., leia.se

MNessier reaction op the reaction...

Pag. B4, na citacie no 163 onde se jé... NAZARI, leia-se MAZZARI.

P4g. 103, 18 col, 22 § 32 lnha; e 20 col, 15+ linha: onde se 1&,.. bhricromate, leia.se
hicromato.

Pag. 106, 1.2 eol, 20 § 34 lnha: onde se 1&,.. gracial, leia.se glacial.

rag.

114, 2.2 eol, 32 § 24 linha: onde se 18... que foram encontrados, constatamos...
lein.ge, .. gue foram encontrades (quadro TV), constatamos. ..
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CALDO-SELENITO-NOVOBIOCINA. UM MEIO DE MAIOR SELETIVIDADE
PARA O ISOLAMENTO DE SALMONELLA DE FEZES

NOVOBIOCIN-SELENITE BROTH.

A MEDIUM OF

IMPROVED SELECTIVITY

FOR THE ISOLATION OF SALMONELLA FROM TAECES

Gin VITAL ALvares Prssoa (O
ErHEL SANDOVAL PEIXOTO (1)

SUMMARY

The addition of novobiocin to selenite broth (40zg/ml) improved its activity

as an selective medium for the isolation of Salmonells from faeces.

Significantly

better results were obtained with the modified medlum due to the reduction of

Proteus overgrowth by the antibiotic,

INTRODUCAD

Das enterobactérias nio fermentadoras da
lactose, os Proteus estfo entre os mals sen-
sivels & acdo da novobiocina e as salmonelas
entre as mais resistentes 4 acfio désse anti-
bigtico (Jersries *}. Baseado nesse falo, @sse
aulor aumentou a seletividade do caldo fetra-
tionato no isolamente de salmonelas, acres-
centande a ésse meio de enriquecimento novo-
biccina na quantidade de 40 pg/ml

Os trabathos de LEecrerc ef alii®* e
SpiNa b, sbbre o isolamento de salmenelas de
aguas poluidas, demonstraram a importineia
da temperaturn de incubagfo. LECLERT e
alli ¢ concluem que a temperatura é o fator
primordial para favorecer o crescimento de
salmonelas em meios seletivos, sendo & me-
thor temperatura a de 43°C,

Repetindo as experiéneias désse autor, com
fezes em caldo-selenito, em banho-maria a
43°C, constatamos o crescimento exagerado
de Protens, muito mais intenso que em caldo-
selenito a 37°C, o gual mascarava mesmo o
crescimento de ouiras bactérias.

Partindo dessas observagBes, {oi [eito es-
tudo comparative entre caldo-selenito com
novobiocing, a 37°C ¢ 43°C, ¢ caldo-selenito
a 37°C, :

(1) Do Institgto Adoifo Lutz.

MATERIAL E METODOS

Foram utitizados o5 melos de cultura:

a) Caldo.sclenito (Bacto Selenite Broth
BPifeo B275), preparado de acrdo com as
cspecificactes do fabricante, ao qual foi adi-
cionado novobiocina ® (sal céleico contendo
870 mg/g}, na concentragio de 40 pg/ml
O antibidtico {0l adicionado as caldo resfria-
do. O meio foi distribuide em tubos de
20x260 mm, 20 ml por tubo, e conservado
em refrigerador,

by Caldo-selenito (Bacte Selenite Broth
Difeo B275).

c) Melo de Kristensen (Brilliant Green
Agar Modified, Oxoid CM 329), preparade
de achrdo com as especificagbes do fabri-
cante,

d) Meio de Holth-FHarrds & Teague
(HHT), modificado:
Extrato de carne .... 5g
Peptona ............. it g
Cloreto de sédie ...... 5g
Lactose ...t 5 g
Sacarose ......... S 5=
Fosina amarela ...... 399 ¢
Azul de metileno ... 0,05 g
Agar ..o 20 g
Agua oo, 1000 ml

pH = 7.6

(2y Fornecida pelo Laboratério Upjohn Produtos Farmaceuticos Lida.
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Foram semeadas aproximadamente 0,5-
1,0 g de fezes para 10-20 ml de meio, em
um tubo de calde selenite e em dois tubes
de caldo-selenito-novobiocina.
com calde-selenito-novobiocing foi incubado
a 43°C, durante 18-24 horas, e os dois outros
foram incubades a 37°C durante 18 a 24
horas.

Com bastio em I, fol semeada uma amos-
tra de eada tubo, primeiramente em placa de
Kristensen e, a seguir, com o mesmo bastio,
em placa de HHT. Apods incubagio a 37°C,
foram isoladas no maximo 16 colfnias sus-
peitas de cada placa.

RESULTADOS

Us resultados estfio relacionados no qua-
dro I;

QUADRO I

Freqiiéncin de colénies de enferobactérias isoladas
& portiv de caldo selenito simples e coldo-selenito-
sovobincing, em relagdo & temperaiuwra de

Um dos tubes

enguanto gue a partir do caldo-selenito a
37°C fol de 131 para 389. O isclamento de
Proteus foi significantemente reduzido, pois
para o caldo-selenito-novebiocina a propor¢io
foi de 19 para 420 a 37°C e 15 para 374 a
43°C, enguanto que a partir do caldo sele-
nito foram obtidas 156 colénias para 389 sus-
peitas. (om referfnoia ao isolamento de
outraz colénias suspeitas isoladas (ndo fer-
mentadoras da lactose), verificou-se signifi-
cativa reduglo: a partir do caldo-selenito-
novobiecina a preporgio foi de 37 para 420
a 37°C, de 86 para 374 a 43°C, enguanto
que a partir do caldo-selenito a 37°C foi de
102 para 389.

Mediante procedimenio estatistico adequa-
do, podemos concluir que a variaciio ohser-
vada no isolamento de salmonelas & signifi-
caliva e gue, portaato, existe estreita relagfo
entre o meio testade e o isolamento de co-
lénias supeitas {X* = 338,63).

A influéncia das temperaturas de ineu-
hacfio (37°C & 43°C}, no isolamenio de sal-
monelas é mostrada no gnadro L

QUADRO 17T

Fregiiéncia de coldnias de Salmonelas e de ou-

tras colénias suspeitas, isoledas, o porilr de cal-

do-selenito-novobiocing, em relecio (s tempere-
turas de incubagdo,

incubagda,
Tdentificaclo
Meio :
Bulmo- | prorens] Outras | Total
nalle
Selenito 131 156 162 asn
37°C (252,773 (62,4} (73,9)
— | e
Selenito-
! 364 19 37
novobiocina 420
2 V{793
37003 (272,9) (37,2) : { )]
Selenito- = .
L 273 15 L B6
novobiocina i 374
2300 (242,4) (80,3 ‘ [
_ !
— . —_ i
Total i 768 150 ‘ 225 1183

# 05 nimeros entre parénteses referem-se 4 fre-
fiénels esperada,

Coléniag suspeitas
Temperatura |-
Saimonella Cutras Tatal
|
864 56
SO (337,03 * (83,0) { 420
273 101
e {300,0) {74,0) f
Total 637 [

* (s nimeros ¢nire parénteses referem-ge & fre-
qiténceis esperada.

Houve variacio significante (X? = 23,22),

Com referéncia ao isolamento de salmo-
nelas, verificon-se um aumenio significative
do plmere de colonias suspeitas isoladas;
assim, a partir do caldo-selenito-novobiocina,
a proporgio foi de 364 para 420 colbnias
suspeitas a 37°C e de 273 para 374 a 43°C

que demonsirou que a temperatura de 43°C
¢ prejudicial ao isclamenio de salmonelas de
fezes, com os melos ntilizados.

DISCUSSAC E CONCLUSOES

A inspecfio dos dados obtidos (guadro I}
demonstra evidente agfo inibidora da no-
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vobiocina no crescimento de FProteus. O con-
comitante aumento do isolamento de salmo-
neclas corroboreu a hipdtese de Burriaux el
alli* de que “o desenvolvimento de Proteus
num melo de enriguecimeento inibe e até
mesmo suprime o de salmonela™.

Com referéncia & influéneia da temperatu-
ra, os resullades obtidos diferem dos de
LECGLERG %, no isolamento de salmonelas de
Apuas  poluidas. Poder-se-ia  cxplicar tal
comportamento, além da diversidade do ma-
terial em estudo, pela acBo lavorecedora da
temperalura no crescimento compelitive de
oulras enterghactérias.

Obviamente, tendo em vista os resuliados
obtidos, deve ser indicade o emprégo do cal-
do-selenito-novobiocina para isolamento de
salmonelas em coproculiuras.

RESUMO

A adicdo de novobiocina ao caldo-selenito
{40 pg/ml) determineu o aumento de sua
atividade seletiva no isolamento de Salmo-
" nelas a partir de {ezes. Obtivemos results-
dos significativamente melhores devido 3 re-
duciio de crescimento de Profeus pelo anti-
bidtico,
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SUMMARY

In 332 specimens of materials from suspected smalipox cases coliected hy
the Smalipox Erradication Campaign between June 1967 and August 1970, virus
cultures, eleciron microscopy, detection of viral antigen and serologic tests were
done for etiological diagnoses purposes.

Ome hundred and seventy seven samples or 53.69% were positive for smailpox
in choricailantoic membrane and/or tissue cultures methods.

Ten smallpox strains were identified as variola minor or alastrim,

One hundred and ninety two samples were studied simutaneously by virus
culture methods and electron microscopy with 899 of identical results.

Three hundred and seven samples inoculated in the chorioallantoic membrane
of hen egg's and human kidney tissue cultures line showed 929 identical results

The statistical anpalysis 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 epidemiologyeal dlagnoses of smallpox was correlated with

etinlogical laboratery resulis.

INTRODUCAD

A variola, infecgio conbecida hi séoulos,
ainda hoje apresenia, em cérea de 10-209 dos
cazos, dificuldades de diagnéstico clinkeo-
epidemiolégico. Nos paises onde a variola
raramente ocorre, ¢ 6bvio que a grande maio-
ria des clinicos & epidemiologistas nie esti
atenta para o dlagndstico desta infeccio; por
outre lado, nos lugares em que ela é endé-
mica ndo & raro ocorrerem surfos paralelos
de varicela, confundindo o quadro clinice.
epidemiolégico. B simples fazer o diagnds-
tico da varfela quando o quadro clinieo se
apresenta igual ou semelhante Zquele que
se convencionou classificar como “cléssico”
ou tpico da variola; entretanto, existe difi-

culdade de diagnéstico quande nos defron-
tamos com casos nfo usuals ou ainda modi-
ficados principalmente pela vacinagfio anti-
varitlica prévia com pega.  Segundo Dixon,
a variola, seja ela major oun minor, pode apre-
septar uma série de nove quadros clinicos di-
ferentes, variando desde a variola purptriea,
até a “sine eruptione”, sem que, eniretanto,
a maloria dos tipos se afaste daquele que
se convencionou classificar como classico. Em
nosso pals & comum observar, durante um
surto epidémico, vdrios tipes ciinices da va-
rinla com gpredomindneia do tipe VI de
Dixow %, £ ébvio que, seja qual f6r o tipo
clinico que s¢ manifeste, o isolamenio e as
medidas epidemioldgicas devem ser impostas.

(13  Diretor do Servige de Virologia do Insiituto Adolfe Lutz
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Nos paises onde a varfola nfo & endémica,
e naqueles em que se prople sua crradica-
¢lo, como & 0 nosso caso, a confirmagio etio-
logica através dos cxames virologicos espe-
cvializados é de suma importincia sob os mais
variados aspectos da saide pablica. Neste
particular, nosso laboratérie vem hé alguns
anos colaborando com a Organizagio Pan-
Americana de Satde e o Govérne Federal,
realizando  disgnésticos etiolégicos das in-
fecgbes por virus que causam exantemas.

Apresentamos neste trabalho os dades obti-
dos com os exames dos materials proceden-
tes de varias regifes do pals, através da Cam-
panha de Erradicaciio da Variola, ¢ evidén-
cias laboratoriais do tipo de virus da Variola
gue grassou em nosso meio, bem como co-
mentarios de interdsse sbbre o trabalho de-
senvolvido.

MATERIAL E MaETODOS

O material que chega regularmente ao Ser-
vigp de Virologia & constituide, na maioria
das vézes, por 2 a 4 liminas bacteriologicas
corn esfregago de vésico-pistulas e por cros-
tas de lesdes em latas de metal tipo “vaseli-
na” ou em tubos de vidro fechados com 18-
ihas de cortiga. Raramente recebemos capi-
lares ou vidros tipe “penicilina” com con-
tetido de vésico-pistulas. Todos os materiais
sem excegdo chegaram através do correio
aéreo ou nio, sem qualquer refrigeragdo, acon-
dicionados em invélucros apropriados cedidos
pela Campanba de Erradicagio da Variola,
ou ginda em caixas improvisadas de madei-
ra ou de papeldo. Geralmente o material vem
acompanhado de ficha com dados clinico-
epidemicldgicos, pessoais, do local de origem
¢ suspeita diagnéstica.

[mediatamente apés sua chegada ao la-
boratério, abertos os invélueros e verifica-
das suas condicBes, os materiais eram regis-
trados em série numérica e de aclrdo com
a quantidade de material recebido de cada
caso, separava-se parle destinada ao labora-
tério de microscopia eleirbnica e o restan-
te, de acdrdo com sua natureza, era suspen-
so e/ou macerado em 0,5-1.8 ml de solucio
fisiolégica tamponada (PBS, pH = 7.2)
acrescido de antibidticos (2.000 U Pen. +
350 y de Estreptomicina}, controlados em
meios bacterioldgicos e conservados em tem-
peratura de -27°C até o momento da feiin-
ra dos exames.

CONCEICAQ, B, (.; GALLUZIL Y. D.; FONSECA, Y. M. WEIGL, D. R.
— Variola,..Diagnostico etiolégico de 1967 & 1970, no Instituto
Rev, Inst, Adolfo Lutz, 51:5-12, 1871,

Técnicas Firolégicas: Cultivo e Identificagdo

As inoculagBes para a fentativa do isola-
meato do virys foram feftas em membrana
coricalantéide de ovos embrionados de ga
linha de 11-12 dias de imcubaclo e/ou em
cultura  celular continua de rim  humano
{RH), origingl de Ness Ziona, Israel, de
acbrdo com a disponibilidade dos meios de
cultive. A téenica de inoculagdie em oves
embrionados foi a usual (WHO), e a quan-
tidade inoculada nos melos fol sempre de
0,1 ml. O nfimero de ovos inoeulados foi
de 4-6, e de 34 o de tubos de culiuras ce-
lulares, para cada malerial. Os meios ino-
culados foram incubades a 36°C; os oves
foram aberios apés 72 horas de incubaglo,
a membrana corioalantéide excisada e colo-
cada em placa de Petrl contendo soluclo fi-
sivlogica tamponada e examinada com luz
incidente contra fundo escuro, Observaram-
se as culturas celulares didriamente pars a
verificaciio ou nio da presenga do efeito
citopatico até 7-8 dias apds a ineculacdo,

A identificacdo do virus em membrana
corivalantéide foi feita pelo aspecto macros-
copico e caracteristicas morfolégicas das le-
sbes® verilicando-se crescimento confluente.
realizavamos passagens seriadas com dilui-
¢bes do virus até obtermos lesfes isoladas
de aspecto iipico. Se os caracteres moriold-
gicos nfo cxibissem tipicidade, procediamos
a identificagBo de grupe airavés da reagho
de hemaglutinagio com hemacias de galinha
proviamente selecionadas. A identificacio do
virus nos sistemas celulares também {oi felta
pelo carfiter de efeilo citopatico quando as
lesfes ou focos eram isolades; porém, guando
o crescimento era lotal, procediamos s pas-
sagens seriadas com diluigBes de virus iso-
lado. Se ainda persistisse qualquer davida
com relagiio ao agente isclado, realizavamos a
reacio de hemadsorcBo com hemécias de ga-
linha também préviamente selecionadas, para
identificd-lo {grupo}.

Microscopia Eletrénica

Oz exames feitos pela microscopia eletrs-
nica consistiram em coloragdes do material
pelo método de contraste negativo pele acido
fosfotfingstico (PTA) e pesquisa microscopi-
ca exausliva pars visualizacie do corpis-
culo elementar do virus® No minimo 2-3
grades de cada material eram examinadas.



SALLES-GOMES, L. ¥F.;
& FIGUEIREDO, M. E, F.
Adolio Lutz

— Variola..

CONCEIQAQ, B. C.; GALLUZL Y. D.; FONSECA, Y. M, WEIGL, . R.
Diagndstice etioldgleo de 1887 a 1970, no Institute
Bey., Inst. Adolfo Luie, 31:5-12, 1974,

Difjusdo em Agar

Na dependéneia da quantidade de material
da amostra recebida, realizdvameos também
a prova da dupla difusdo em dgar para de-
menstrar ¢ aniigeno viral . A leltura final
da reagiio foi feita em 18- 2 horas & o sbro
hiperimune antivacinico fol por nés prepa-
rado segundo a téenica usnal. Foram sem-
pre incluidos no tleste contrbles posifivos j&
conhecides e siro de coetho nermal. O re-
sullado sé6 era considerado positive de gru-
pe quando uma linha de precipitagio do des-
conhecido unia-se ou fundia-se com uma k-
nha do contrdle positive e oz contrdles nega-
tivos nfio exiblam qualquer linha de precipi-
tagéo.

Em certo nimere de soros recebidos em
condigbes de serem manipulados, realizaram-
se reagbes de fixagfo de complemento e ini-
hicio da hemaglutinagio para dosagens de
anticorpos espectficos de
téenica de rotina usada
tério *#

em nosso labora-

{dentificacdo do Tipo de Virus

Todos os virus icolados foram sistemati-
camente guardados em refrigerador a ~70°C
algumas amostras foram APiemonaﬂAﬁ para a
prova de identificagio do tipe de virus da
variola; a técnica usada foi & deserita por
Nizamupin & DuMprin *®, gue consiste em
comparar o crescimento ou a inibigfo do virus
& temperatura de 35°C e 38,5°C.

RESULTADOS

No periodo de Junho de 1967 a Agdsto de
1970 recebemos amostras de materiais sus-
peitos de variola que puderam ser examina-
dos por alguns métodes laboratorials para a
confirmacio etioldgica do diagnostico clini-
co-epidemiolégico da variola, Do total de 332
materiais provenientes de varias Unidades da
Federaclio, 177 resultaram positivas para va-
riola, correspondendo a 53,0% de positivi-
dade no material estudado {Quadro 1}.

Pas cinco Unidades da Federaciio tivemos
materiais representativos de quatro, nas guais
despistamos casos positives de varfola ecom
comprovagiio etiologica no leboratério, Com
base nestes resultados podemos afirmar que

grupo pela micro-.

Materinis que puderam ser traboalpados ¢ dicgnos-
ticados por meio de isolamento e idenfificacdo do
viras, recebidos afravés de Caompoanhoe do Brradis
cacdo da Variola, de junho de 1967 qté
agdsio de 1870

Unidades da 2 ? § = =
ot Al ol
Federacio Estados . ] E g%
ZElgTE
Maranhio Y o
Ceard [ -4
Nordeste Rie Grande do Norvte 2 0
Paraiba 4 3
Pernambiieo 4 g
Alagoas .3 2
Minas Gerais - BO a3
Sudeste Rio de Jaheiro i a o
S840 Paulo 98 A3
Sul Parani 17 13
Ria Grande do Sul 70 42
Centro-Geste | Distritc Federal 24 13
(Goigs pat] 20
Bem proeg-
dénciy i [ 3
_ | |
332 | 17
38.6%

a infecgho varidlica grassou duranie o perio.
do acima citade, praticamente em todo o pals.

Foram reslizadas em dez cepas de virus
isolados de diferentes regifes do Brasil as
provas do crescimento on m]bigd() do cresci-
mento do virus da variola em temperaturas
de 35°C e 38,5°C. Dos resultados do qua-
dre I, verificamos que houve nitida inibi-
¢lo do crescimento dos virus usados no ex
perimento, na realidade 1009 de inibicfio,
guando foram incubados a temperatura de
38,5°C. A cepa padriio do virus da variola
major, cepa Harvey, demonstrou, a 38,5°C,
relativa inibigde do crescimento evidenciada
pela diminuicdo do nimero de lesfes e ainda
apresentou disereta diferenga morfolégica em
relagiio ao sen crescimiente tipico & fempera-
tura de 35°C. Todos os virus autoctones usa-
dos neste experimento iiveram comportamen-
to segundo o teste da femperatura como cepas
de variola minor ou alastrim. Comportamen-
to semethante aos viras usados foi também
verificado com: a cépa Butler, padrio repre-
sentativo da variola miner. Obviamente, de
acbrdo com os resuliados, podemos afirmar,
generalizando, gque durante o periodo estuda.
do o0s casos clinicos de variola corresponde-
ram etioldgicamente aos de variola miner ou
alastrim.
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QUADRG II

Resultados de 10 cepas submelidas o prove de
femperature para disiinedo enire wariole moajor

¢ wminor.
N de lesdes na MOA
Am;)rs‘ﬁm Procedéncla apds 72 horas

el a 38,50

1561 Paraiba 137 - 105 - 0
=200 > 200 0 -0

1571 Alagoas = 200 > 200 - 0
. 185 = 200 0- M

1606 Ceara 200 > 200 G- 0
150 180 0 - A

1827 | Coias D 200 > 200 6 - 0
200 i 0- M

1642 gtrite 8 - 68 o~ 0
Federal Po200 - 288c | O~ O

1723 Brasilia 0 - 75 o - 0
| 23 — 200 0 - M

Hurvey | Inglaterra 1H8 = 200 42 - 57
= 200 170 10sc 1fsc

Butler | Inglalerra = 200 124G g - 0
> 200 180 G- 0

2581 Parana 125 = 200 O« 0
160G > 208 - 0

3159 M. Gerals 130 96 LU
i 70 150 09 - 0

166 R. Grande G0 -~ 110 0 - 0
do Sul 180 > 200 g - 0

3199 S, Paulo 30 -~ 35 G- 0
: 42 249 0- 0
arvey | Inglaterra | Sdse 38sc |30 - Tse
100 > 200 138 B

Butler = 200 120 o - 0
353 M 0 - 0

> 200 = confluente

s¢ = gemiconfluenie
G = auséneia de lesdes
M = morte.

192 materiais suspeitos de varfola feram
estudados simultineamente pela microscopia
eletrénica e por cullive do virus em mem-
brana coricalantdéide e/on cultura continua de
células' de rim humano, 97 materiais resul-
faram positivos para variola nos meios de
cultivo para o virus, corvespondendo pratica-

mente a 50% de positividade nos materiais
estudades. Tm microscopia eletrdnica tive-
mos 88 materiais posilivos on seja pratica.
mente 465 de material estudado. A coencor-
dincia nos dois métodos foi de 899 porque,
sels materiais foram positivos em microsco-
pia eletrdnica e negalivos em membrana co-
ricalantdide e/ou sistema celular, por outre
lado 15 materiais foram positivos em culti-
vo porém foram negativos em microscopia
cletrdnica, Og resultados déste experimento
estio demonsirados no Quadro II; o tra-
tamento estalistico demonstrou nio haver di-
ferenca significativa entre os métodos em
relacio ao diagndstico etiologico da variola.
O teste usado fol “x*”, com corregiio de Yates,
obteve.se um valor de x® = (.66 com um
gray de liherdade gue seria eslatisticamente
signticativo sdmente 2 um nivel de P = 500,

QUADRO ITi

Resnltados obtides pele icroscopic  eletrSnica
& cultive em membrane corielewicide e/ow
cultura ceglular (RH).

Resultado
: + - Total
Frova
ME 88 104 e
(92,5 {89,5)
AMCA efou 97 95 102
oT (92,5) (99,8}
Total 185 199 384
o= R4
af = 1

{N.osy = fregliéncias tedricas.
ME = microscopia eletrdnica.
MCA = membranz corialantéide
CT = cuitura de iecidos.

307 materials suspeitos de variola foram
inoculades em membrana coricalantdide de
ovos embrionados de galinha.e em cultura
continua de células de rim humano para tes-
tar a sensibilidade dos dois melos de cultivo
para o virus da variola. Os resultados estfo
ilustrados na quadre IV. 170 materiais fo-
ram positivos em membrana corioalantéide
correspondendo a 55,39 de positividade ne
material estudado. 156 materiais foram pe-



SALLES-GOMES, L. F.;
& FIGUEIREDQ, M. E. F.
Adolfo Lutz.

CONCEICAO, B. C.; GALLUZL, Y.
- Varfola.. Diagutstico etiolégies de 1067 2 1970, no Instifuto
Rev. Inst. Adelfo Lutz, 31:5-32, 1971

Dy FONSECA, Y. M. WEIGL, . R.

sitivos em cultura celular correspondendo a
50,8% de positividade, As diferencas de da-
dos ebtidos nos dois méiodos quando anali-
zados sob o ponto de vista estatistico, nfe
demonstraram ser significativas. O teste usa-
do fol o “x* com corre¢iio de yates. Obte-
ve-se um valor de “x* = 1,10 com um grau
de liberdade, néste caso 86 haveria signifi.
chncia estatistica a um nivel de [P = 309,

QUADRO IV
Resultados obtidos pelos mdtodos de cullivo em

membrand corialanicide & lnhggem continua de
célulay de rim humano (RH)

Resultado
4 — Total
\\\
Méfodo .
CT 156 151 307
(163) (144)
MCA 170 137 307
{163 (144)
Total 328 288 614
x* = 1,10
df = 1
(Nes) = fregiiéneias ledricas

MCA = membrana coriolantdide
CT = cultura de tecidos,

Apenas 56 amosiras de sangue chegaram
a0 nosso laboratério em condigfes de serem
trahalhadas e, destas, somente § vierare acom-
panhadas de fichas completas, contendo dados
informativos de wvalor. Das 56 amostras, so-
mente 4 tiveram titulos iguais ou acima de
1:10 em fixaclo de complemento, e sémente
uma teve tiulo de 1:160 em inibicio da he-
maglutinago. Em tddas as amostras poesi-
tivas para inibiclo da hemaglutinagio, o ti-
tulo foi de 1:10 ou 1:20. De nenhum caso
recebemos a 2.* amostra para verificacfio do
aumento ou nfo significante de tinle. De
acbrdo com o critério dos autores ingléses”,
generalizando, podemos afirmar que sdmente
quatro amostras examinadas correspondiam
a uma infeccio atual ou recente pelo poxvi-
rus, isto porque em um caso o ttule de ini-
bicAo da hemaglutinacio de 1:160 corres-
ponden a wm titulo de fixagdo de comple-

mento de 1:40,

Em relacfio &s provas de dupla difusfo em
agar para demonstracio da presenga do an-
tigeno viral, realizamos sdmente 18 provas em
virtude da exigtiidade do material recebide.
A experifnela que tivemos em 1967 (Luis
Floréncio de Salles Gomes e John Noble Jr.},
de que hi necessidade de ne minime 10-12
crostas maceradas de variola minor para obter-
mos resultados pesitivos nesta prova, impedin
a realizacio de maior nimero de testes, Do
total de 18 provas, 10 exibiram vesultados
concordantes guando relacionados com o cul-
tive do virus; dos 8 materiais que foram
positivos para difusfo em Agar, 6 eram cons-
tituidos por crostas e 2 por esfregacos de con-
tetide de lesBes em laminas; dos 10 negati-
vos, O eram crostas e 1 esfregace de contefido
de lesBes em ldminas.

QUADROC V

Variola no laboratdrio
Diagndstice
olinico-epidemioldgico
Casos Pogifividade
a) Variola 122 BE*
hy N&o é variola Pl 1
¢y Duvideso 28 12

* 3 pasos Ge Vaciniz generalizada,

QUADRO VI

Dados comparetivos entre os resultados obtides
pelo diggndsiico ciinico e do laboratdrio

\\‘ DL,
"
\\\ + - Total
218 e
+ 88 34 122
- 1 24 25
Total 89 b8 147
R !
X5 o= 2805
af = 1
P o< 0001

DI, = diagpostice laboratorial
DC = diagnostico clinico
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Frm 175 casos clinicos, refacionando o= re-
sulatdos. etiologicos com as trés alternativas
diagndsticas ccmtzdaq nas iichas clinice-epi-
dem1ologica=; a saber: variola, nfo é variola

“duvidose”, quadros V e VI, eliminande
oés 28 ‘casos classificados como “duvidosos™
para o estudo estatistico, podemos concluir
gue os diagnosticos dinico e etioldgico dife-
rem significativamente quanto 4 proporgfio
de casos positivos em laboratérie. O teste
usado foi o das mudancas de McNemar, obte-
vese um valor de x* = 29.25 com um grau
de liberdade, portanto uma probalidade de
P < 0,001, o que guer dizer gue o valor

encontrado ¢ altamente significative.

COMENTARIOR

Com exceciio da Regio Norte do pais,
foram examinados materials procedentes de
thdas as Unidades da Federagfio; 53% re-
sultavam positivos pary variola, Com base
nos estudos etiolégicos, verificamos que 2 in-
fecgio grassou praticamente em todos os Te-
cantos do pals.

Sob o ponto de vista elinico-epidemiold-
gico éste fato & sobejamente cophecido; en-
tretanto, reafirmamos a verificagdo, com a
comprovacio etolégica pelo fato de ainda
existir em nosso meio certa “erenca” de que
determinadas zonas sfo isentas da variola,
scorrendo sdmente casos de “varicela”. Ora,
dste Brro & muitas vézes determinade pelo
desconhecimento do pelimerfismo do guadro
clinico da varfola e motivado ainda mais
pela ocorréueia entre nés de grande nimero
de casos benignos, claseificados como tipos

6, 7 e 8 de Dixon ™,

¥ comum ouvirmos, em assuntos referen-
tes & variela, a afirmagio de que em nosso
pais nfo existe variola e sim alastrim. Ora,
& verdade € que o alastiim € nome regional
da wvariola minor, [Epidemioldégicamente, é
considerado wma variante estivel do virus
da varfola major, causando wme entidade
nosolégica, muite afim, sdmente distingnivel
através dos dados epidemiolégicos e de testes
laboratoriais °.

Na fliteratura nacional, existe wma refe-
réncta de €ravsenL? no Rie Grande do
Sul, que publicou um estudo com bases epi-
pemiologicas e laborateriaiz afivmande gue

10

sels cepas de virus por é&le isolados foram
diagnosticadas como variola mejor. Por ou-
tro lado, Downie ® e Nosig JB. e col. ¥ 1968
estudando materiais colhidos em Sio Paule
no Hospital Emilio Ribas, e Bricefo-Rossi %,
na Venczuela, trabalhando com materiais de
indigenas da [ronteira com o Brasil, con-
chuiram que todas as cepas por &les isoladas
eram de variola minor ou alastrim.

Ainda, sob o ponto de vista clinico-epi-
demiolbgico, ha em nosso pals a descrigio da
epidemia ocorrida em 1926 no Rio de Ja-
neiro, com am indice de letalidade de 45,1265
(CouTiNmO ®) ; porlanto sob ésse aspecto nio
hé ditvidas de que o agente etioldgico em ques-
tao foi a variola major. CLAUSELE ? sugere que,
devido zos indices de letalidade de 8,5 e 5,69,
houve possibilidade de, no Rio Grande do
Sul, em 1960 e 1961, ter havido ctiologia
mista, isto é, varfola minor e major. Pa.
rece-1n0s, -entretanto, que a ocorréncia mais
freqiiente é a de surtos paralelos de virus
diferentes come a variola e a varicela, ou

.ginda, quando um virus é introduzide arti-

ficialmente, como & o caso da vacinagio an-
tivariglica.

Pas cepas por nds estudadas em tempera-
tara de 35°C e 38,5°C, renhuma padu ser
classificada como variola major, iste é, todos
os virus comporlaram-se no teste da tempe-
ratura como variola miner ou alastrim. Usan-
do um termémetro que demonstrava variagdes
de. décimos de grau, embora ndo possuisse-
Inos uim registrader que demonsirasse essas
variaghes, 4 validade de nossos experimentos
nido pode ser contestada porque introduzimos
no teste as duoas amostras pa&ré‘lo dos virus
da variola. O conirdle interno do experi-
mento afasta qualquer divida da veracidade
dos resultados,

FEstes vesuitados ainda sSo consubstancia-
dos pelos indices de letalidade apresentados
nos relatérios da Campascha de Erradicagio
da Varlola, indices que sfb compativeis com
os da variola minor ou alastrim,

Seria interessante ainda ressaltar gue o
teste de diferenciagioe pela temperatura, en-
tre varicla major ¢ minor, segundo 03 aufo-
res ingléses, & valido para as amostras de va-
riola procedentes da Holanda, Inglaterra e
América do Sul e pode dar resullados equi-
vocos com as amostras do Leste da Africa ™.
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E dbvio que existe um interésse imediato
em verificar durante o inicio de um surto
de varfola qual o virus responsivel, devido
3 alta mortalidade pela variola major em
contraste com a haixa mortalidade pela va-
ricla minor.

Fm relacio aos dados da microscopia ele-
trénica, merece algum comentario o fato de
seis materiais serem positivos para poxvirus
em prcroscopia eletrbnica e negativos em
membrana corioalantéide e/ou eultura celu-
lar. Poderiamos imediatamente interprelar
#ste achado como normal, isto & particulas
de virus encontradas ma microscopia porém
ndo vidveis, dai a {falha no cultive do mate-
vial, Porém, deve ser lembradoe que & pos
sivel isolar poxvirus a partir de crostas em
temperatura ambiente por mais de doze
meses .

Um &mo na caracterizacio do virus na
microscopia também nfio parece aceitdvel, de-
vido & experiéncia dos microscopisias e ao
achado constante de mais de uma particuia
1o mesmo malerial para a conclusdo diagnés.
tica. Outra explicacBo seria provavelmente
determinada pela escassez do malerial ine-
calade nos meios de cultivoe, tendo em vista
gue a relacio particula/infectividade em mem-
brana é de 6:1-10:1 ™,

A concordéncia obtida com os dois mé-
todos de 899 pode ser considerada como boa
se levarmos em consideragdo o fato de que
o0s materiais examinados nao foram colhidos
por especialistas. Ainda, os materiais nfio
eram uniformes, eram constituldos na maloria
por crostas e esfregacos de vésice-pistulas em
laminas ¢ chegavam ao laboratério com al-
guns dias cm teraperaiura ambiente sem qual-
gquer Hpo de refrigeragio.  Apesar déstes
problemas, o estudo estatfstico dos resulta-
dos nfio revelou diferenca significante entre
oz métodos,

Temos tide, nos dltimos cinco anos, vasta
experifncia demonsirandoe que, quande o ma-
terial é colhido em condigdes téenicas ideals,
seja nas fases vesicular, pustular ou de cros-
tas, os respitados t8m sido praticamente de
1009% de concordincia. Indices de alta con-
cordancia per Estes métodos sfo citades por
CrurcksHang, Bepsoxw & WarsoN® e por
Nozre Jz. et alit ™. A microscopia eletrd-
nica & extremamente util para o diagnodstice
de grupo no caso dos poxvirus, pedendo [or-

necer o resultado em menos de uma hora e,
por cutro lade, pode ainda detectar infecgoes
pelos herpesviras, dando informacgtes também
imediatas para a orientacfo das medidas pre-
ventivas cabivels.

Os resultadss obtidos com as Inoculages
em membrana corislantéide e culivra ce-
lulay continua de rim humane indica ser in-
diferente 0 uso de wm ou ou outro melo para
as tentativas de diagndstico e isolamento do
virus da variela, gualquer que seja o mate-
rial recebido. Evidentemente, a cultura ce-
Iudar substituird o évo embrionado de galinha
quando nfo dispuzermos de fornecimento
constante de ovos ou nfe tivermos ovos com
tempo de incubagho apropriado para as ine-
culagbes., Deve ser também levado em con-
sideraciio que o Herpesvirus hominis, de ori-
gem genital, pode causar lesGes semelhantes
as de variola na membrana coricalantoide, di-
ficultando a identificagio macroscopica do
virus porém, nestas membranas sempre en-
contramos lesBes caracteristicas dos herpes-
virus. No sistema celular vsado - linhagem
continua de células de rim humano - jamais
fivemos com o herpesvirus hominis um efei-
to citopdtico semclhante ae produzido pelo
virus da variola.

Em relagio ao  diagndstico  clinico-epi-
demiolégico contido pas {ichas, é prova-
vel oque, com a evolugio clinica da in-
feccio, parte déstes cases estudades tiveram
seu diagndstico clinico reavaliado. Ohvla-
mente, em vista dos resultados devemos insis-
tir da necessidade de comprovagio laborato-
rial dos casos clinicamente evidenies ou sus-
peitos de variola. Atualmente, num pais on-
de se caminha para a erradicagiio da variola,
nio se pode admitir qualquer relaxamento
ou descaso nas medidas de conirdle ¢ de diag-
néstice clinico e etioldgico dos casos suspei-
tos ou duvidosos desta infecedo.

RESUMOG

Com 332 materiais suspeitos de varfola,
encaminhades ao Inst. Adolfo Lutz através
da Campanha de Erradicacio da Variola no
periodo de junho de 1967 a agdsto de 1970,
foram realizadas provas de cultive do virus,
pesquisa direla em nieroscopia eletrOnica,
pesquisa do antigeno soltvel viral ¢ reacBes
sorolGgicas para detectar anticorpo especifico
de grupo, no sentido de estabelecer o diag-
ndstico etioldgico da infecgdo.
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177 materiais ou 53,605 resultaram posi-
tivos para variola nos meios de cultive.

Dez cepas do virus da varfola foram iden-
tificadas no teste da temperatura como cepas
de variola minor ou alastrim.

192 materiais foram estudados simultnea-
mente em meios de cultivo e em microsco-
pia eletrdnica. 89% dos resultados foram
concordantes,

307 materials foram inoculades em mem-
brana corioalantéide de ovos embrionades de
galinha e em cultura continua de célulaz de
rim humano. Houve concordincia de 92%
nos resultados.

O estudo estatistico revelou nfo haver di-
ferenca significanie entre os dois métodos de
cultivo do virus e entre o cultivo do virus e a
microscopia eletrénica.

Foram realizadas ainda, as reaces de ini-
bigdo da hemaglutinacio e fixachio do com-
plemento em 56 amostras de sangue, somen-
te guatro demonstraram titulos que sugeriam
uma infecgfio recente pelos poxvirus.

De 18 materiais foram feitas a reacio de
dupla difusfio em Agar para detectar antigeno
soltivel viral, 16 reagBes exibiram resultados
concordantes quando relacionades com o cul-
tivo do virus.

Foi relacionado o diagnésiico clinico-epi-
demiolégico da varfola com os resultados ob-
tidos em laboratorio,
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RESIDUOS DE PESTICIDAS CLORADOS EM LEITE CONSUMIDO
EM SAO PAULO ®

CHLORINATED PESTICIDE RESIDUES IN FLUID MILK CONSUMED
IN SA0 PAULO, BRAZIL

Maria BErigsa WoHLERS DE ALMEIDA (2)
Herosa HeLena Corsr BarreTTo (8)

SUMMARY

Gas lquid chromatography with electron capture detector was applied for the
gualitative and guaniitative analysis of fluid milk consumed in the city of Sao
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.

BEC isomers were identified in all samples., The total BHC content in the
samples varied from 0.007 to 0.05% 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 0.6060 to 0.005 ppm.

Four samples of cheese type “Parmegiani” were also analysed with the following
results: alpha-BHC from 0.115 to 1.200 ppm: beta plus gama-BHC from 0.145 to
1.35¢ ppm; delta-BEHC from traces fo 0.650 ppm, in the fat.

INTRODUCAO

(0 emprégo cada vez mais difundido de
pesticidas na agricultura para combater pra-
gas e doencas de vegelais e para a proteciio
de grdos armazenados, como também na pe-
cudria para coantrolar os ectoparasitas do ga-
do, trouxe para a Satde Pdablica mais um
problema toxicol6gico resultante da conta-
minagio de alimentos com residuos déstes
defensivos agropecudrios.

Até cérea de 1940, os agricnltores con-
tavam com poucas substéncias quimicas para
combater algumas das pragas existentes. In-
tretanto, atualmente, mais de cem mil lone-
ladas de formulacGes de inseticidas sfo uti-
lizadas por ano, no Brasil, além de outres
pesticidas como acaricidas, fungicidas, er-
vicidas e moluscocidas,

Apds sua aplicaclio, residuos destas subs-
tdncias toxicas permanecem nas folhas, fru-
tos e graos. A absorgio fregiiente de resi-
duos de pesticidas pode conduzir ao estabele-

31 de outubro de 1870
£2y Do Instituto Adoifo Lutz

cimente de intoxicagbes cronicas, se &stes
esliverem presentes nos alimentos, acimma dos
limites de tolerdncia.

0 limite miximo de telerncia de pestici-
das em produtos alimenticios esti regulamen-
tado por lei, no Brasil, e a matéria é revis
ta, periddicamente, pela Comissio Nacional
de Normas e Padrbes para Alimentos, com
a finalidade de manter atualizados €sses li-
mites de tolerancia.

Entretanto, residucs de pesticidas presen-
tes nas pastagens, forragens e ragbes de ga-
do sfo iransferidos para a carne e para o
leite déstes anbmals: sfio @stes os chamados
residuos nio intencionais. Por ouire lado,
a aplicacie eventual de medicamentos fopi-
cos e de banhos carrapaticidas contendo pes-
ticidas, que sfo absorvidos por via cautfnea,
também contribuem para o aparecimento dés-
tes pesticidas tanto no lelte como na carne,

{1y Trabalho apresentado a0 18° Congresso Brasilelro de Higiene, realizado em 8 Paulo de 26 a

£33 Do Funde de Pesquisa do Instituto Adolio Luts,
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Ainda, a persisténcia de inseticidas clora-
dos em solos cujas culturas anteriores foram
tratadas com &sses pesticidas também con-
tribue para a conlaminagio de pastagens e
forragens, Residuos de Hndana, BDT, aldiin,
dieldrin, clordana e heptacloro j& foram en-
contrados em solos vérios anos ap0s sua
aplicaciio {EpwaRrDs *).

A determinaciio do teor de pesticidas em
alimentos tem sido solicitada pela FAO {Food
Agricultural Organization) a todos os paises
membros das NagBes Unidas, com a finali-
dade de permitir uma avaliagho real da guan-
tidade de residunos de diferentes pesticidas
ingeridos por populagbes locais. Estes estu-
dos permitiriam verificar se estd ou ndo
sendo excedida a dose didda aceitivel para
o homem,

Com a finalidade de avallar o grau de
contaminagio do leite, foram analisadas di-
ferentes amostras de leite consumido na ci-
dade de 3o Paulo.

MATERIAL E METODOS
Analisamos 17 amostras de leite de qua-
tro marcas normalmente existentes no comér-
cio de S. Paulo, sendo 14 amestras do tipo
B e 3 dotipo €. As diferentes amostras fo-
ram adquiridas no comércic durante os me-
ses de julho, agbsto e setembro de 1976
Feram tmlbem anahsa&m 4 amostras  de
gqueijo tipo “parmezfic”, proveniente de 4
partidas diferentes de um mesme fabricante,
0 método seguide foi o indicado em “Guide
to the Analysis of Pesticide Residues” ® ba-
seado em trabathos de Mitis™ ¢ Onery 3. O
processo compreende as seguintes fases:

at  FExtragio da gordura e dos pesticidas
dissolvidos na gordura

Transfira 100 g de leite para um frasce
de centrifuga de 500 ml. Adicione 1 g de
oxalato de potdssio p.a.. 100 mi de metanol
p.a. e agite com cuidade. Adicione 30 ml
de éter etilico e agite o frasco vigorosamen-
te. Adicione 50 mml. de éter de petr(ﬁeo p.a.
{p.e, 30 a 60°C) e agite o frasco de nove,
vigorosamente. Centrifugue a 1500 rpm du-
rante 10 minuios. Com o auxilic de uma pi-
peta de 50 ml munida de pera de borracha,
transfira a camada superior (contendo dis-
solvidos gordura ¢ pesticidas) para wm funil
de separagio de 1 litro contendo 500 a 600

i4

mi de dgua. Adiciene ao residuo remanes-
vente no frasco da centrifuga, 50 ml de uma
mistura de €ler de petrdleo e éer etilico
{1+1), aglte, centrifugue ¢ transfira a ca-
mada superior para o mesmo funil de sepa-
racio, Hepita mais wma vez esta Glima ex-
tragho. Agite cuidadosamerle para mistu-
rar as 2 fases, evitando a formagio de emul-
sAo permanente; deixe em repouso até a
separacio das camadas e despreze a camada
inferior aquosa. Lave o extrato etéreo com
2 porches de 100 ml de agna. Passe o ex-
trato etéreo através de 1 coluna de sulfato
de sodie anidro, granulado {aproximadamen-
te 5 cm de altura por 2 an de difimetro)
para retirar a umidade e receba em um
bequer de 400 ml.  lave a colana vanas
vézes, com pequenas porgbes de éter de pe-
trfleo. Evapore o extrate etéreo da seguin-
te maneira: Cologque o bégquer em uwm ba-
nho de dgua a 50°C (nfo ultrapasse essa tem-
peratma) e evapore o éter sob uma corrente
de nitrogénic om ar séco. (Tanto o ar como
o nitrogénio devem passar, préviamenie, por
ume pequena coluna de sulfato de sddio ani-
dro ou silica gel. Tdda a evaporagio deve
sor efetuada em capela com boa tiragem).
Neste ponto, a andlise pode ser interrompi.
da por téda a noite; guarde o beguer cober-
to com uma fdlhe de aluminio,

b)  Separacio dos pesiicidas da gordura por
particio em acetoniirila-éter de petrdlec.

Dissolva a gordura acima obtida com pe-
quenas porgdes de éter de petréles (redesti-
lado, com p.e, 30-60°C} e transfira para um
funil de separagdo de 125 ml com rélha de
ieflon. Lave o bequer com éer de petrdiec
{o volume total da solugio etérea devera
ser aproximadamente de 25 ml). Cologue no
funil 25 ml de acetonitrila saturada com éter
de petréleo. Agite bem o funil; deixe as fa-
ses separarem ¢ transfira a camada inferior
de acetonitrila para uwm funil de separaciio.
de um litro contendo 500 2 600 ml de agua.
Repita a exiragio mais 5 vézes, usando de
cada vez 25 ml de dcetonitrila saturada com
éter de petréleo, Adicione, entdo, 100 mi de
éter de petrolee aos extratos reunidos no funil
de 1 000 ml e agite, cuidadosamente, a fim de
evitar formacio de emuls@o. Depols da se-
paracio das 2 fases, a camada inferior aguo-
sa ¢ retirads. Lave a camada etérea com mais
2 porgbes de 100 ml de dgua. Passe a cama-
da de éter de petréleo por uma coluna de
sulfato de sédio anidro, come no processe.
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anterior de extracio, lave a coluna com 3
porches de 10 mi de éter de petréleo e recolha
em wm bequer de 400 ml. Evapore o éter,
observando o0s mesmos cuidados do processo
anterior, até reduzir o volume a 5 ml

¢} Purificagic (Clean-up) em coluna de

Florisil
Preparo do Florisil e dos solventes

Florisil — Ativaco: Florisi, adquiride ja
ativado a 650°C, deve ser distribuido em fras.
£08 menores com tampa de rfsca e conservado
ao zbrigo da Iuz. Antes de usar. deve ser no-
vamente ativade aguecendon a 130°C, durante
5 horas, no minimo. Deve ser conservade a
130°C em frascos de vidro, fechados, ou en-
tho pode ser conservado em dessecador, no
esCuro, a temperatura ambiente. mas é neces-
sdrio reaguecé-lo a 130°C, cada 2 dias.

Caso o Horisil nfo tenha sido tratade pré-
viamente, cologque-o em uma cépsula de por-
celana e agueca em mufla 2 650°C durante
2 horas. (A muila deve ser ligada, no mini-
mo 2 horas antes. para que a temperatura
seja adecuadamente elevada).  Coloque a
cipsula de porcelana no funde da mufla.
Depois de 2 horas de ativacio, transfira a
capsula para uma egtufa a 130°C, até que =
capsula aleance a temperatura da estufa {cér-
ca de 30 minutos), O florisil é entfo trans-
ferido vpara frascos de vidros e conservado
como descrito acima,

Eter etilico — Transfira um volume ade-
guade de éter elflico, isento de perdxides,
para wm funil de separagio e lave 2 vézes
com uma guantidade de dgua igual & me-
tade do volume do éler. Adicione ao éter
lavado 100 ml de uma solucdo saturada de
cloreto de sédic; agite e retire a camada
aquosa de solugdo de NaCl.  Transfira o
éter para um frasco com ralha csmerithada,
contendo uym grande excesso de sulfate de
sGdio anidro.  Agite vigorosamente o frasco
durante 15 a 30 minutos para remover thda
a agua.

Separe para cada anilise aproximadamen-
te B ml do éter etilico acima preparado e
adicione Aleool etilico a 95% em quantida-
de necessaria para obter uma soluco Al
cool-éter contendo 297 de dlcool v/v. :

Eter u 6%

Dilua 12 ml da solugio éter-dlcool a 29
com éter de petréleo redestilado até o volu
me de 200 ml; adicione de 2 2 5 g de
Na,80, anidro e agite bem.

Eter « 15%

Diua 30 ml da solugho éter-alcool a 29
com éter de petrdlec redestilado até o volu-
me de 200 mi; adicione de 2 a 5 g de Na S0,

anidro ¢ agite bem.

Prepare uma coluna com florisil usan-
do nma colune cromatogrifice de vidro
de 25 mm de difmetro interno e 30 cm de
altura, com rotha de teflon e placa filirante,
de porosidade média. Adicione o floristl aos
poucos, batendo de leve na coluna para ha-
ver sedimenlacie uniforme, até a coluna al-
cancar 10 cro de altura. Sébre o florisil, adi-
cione sulfato de sodio anidroe, granulade (néo
use em pO} até wma altura de 2,5 em. Passe
pela coluna 40 ml de éter de petréleo e co-
logque sob a coluna um frasco Erlenmeyer
de 500 ml. Assim gue o menisco superior al-
cangar a superflicie do sulfato de sédio, trans-
fira para a coluna os 3 ml de éter de pe-
tréleo contendo os pesticidas obtidos no pro-
cesso anterior. A solugio deve percolar atra-
vés da coluna na velocidade de 5 ml por mi-
nuto. Lave o bequer ecom 2 porgdes de 5 ml
de éter de petroleo. Lave, também, as pa-
redes da coluna com peguenas porgbes de &er
de petrdleo. Quando o menisco supevier al-
cangar a superficie do sulfate de sédio, co-
mece a passar pela coluna 200 mi do éter
a 6% na mesma velocidade de 5 ml/min.
Quando as (ltimas porgdes do selvente al-
cancarem a superficie de sulfslo de sédio,
trogue o frasco Lrlenmeyer por outro e co-
mece a passar pela coluna 200 ml de éler
a 15%;. Na fracie A (&ter a 6%) sfe elui-
dos 0s seguintes pesiicidas clorados: aldrin,
BHC, clorbenside, elordana, DDE, DDT, hep-
taclor, heptaclor epéxide, keltana, lindana,
metoxiclor, pertana, strobana, TDE e toxa-
feno., Na fracio B (éter a 1504) sfo chil-
dos: dieldsin, endrin e endosulfan 1,

dy  Prepare da solucdo para ser injetada no
eromatdgrafo

Transfire os 200 ml de &er a 6%, clul-
dos através da coluna, para sm frasco de
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evaporacdo Kuderna-Danish. Lave o frasco
Erlenmever com 5 ml de éter a 6%. Adapte
a coluna e coloque o conjunto em um banhe
de vapor, de maneira que, no minime, o tergo
inferior do frasco de ebulicho figue mergu-
thado no vapor. (A evaporagio deve ser fei-
ta em capela}. Deixe evaporar até reduzir
o volume a alguns ml. (N&o evapore até a
secagem}. Retire o tubo recepior do apare-
fhe Kuderna-Danish e complete a evapo-
raciio até a secagem sob uma leve corrente
de nitrogénio ou ar sco. Pare a evaporagio
assim que desaparccer a (ltima gdia do sol-
venle (caso contririo haverd perda de pesti-
cidas) e dissolva o residue, imediatamente,
em 5 mi de benzeno p.a., redestilado,

Evapore a fracio de éter a 15%, de ma-
neira idéntica.

e} Cromadografia

Fstas solucBes foram injetadas em um cro-
matografo a gis da marca Varian, modelo

2.100, com detector de captura de elétrons.
Foi uiilizeda uma coluna de vidro de 6 pés
de comprimente e 1/4 de polegada de dia-
metro inferno com fase estaciondria consti-
tuida por uma mistura de 2,06 de QF.1 e
2,5% de DC-200 em Aeropak. As condigbes
de operagio foram as segulntes: temperatu-
ra da colupa, 170°C; temperatura do inje-
tor, 200°C; temperatura do detetor, 200°C;
ghs de arraste, nitrogénio tipe U; fluxo, 30
ml/seg; sensibilidade, 4 X 107°

Os pesticidas foram identificados por com-
paraciio dos tempos de retencdo obtidos com
os tempos de retengdo de padrDes injetadoes
¢, ainda, pela adicAo do pesticida esperado
ds amostras. Os pesticidas foram dosados
com o guxilio de uma curva preparada com
pesticidas padries.

RESULTADOS X DISCUSBAOQ

Os resultados obtidos estfio reunidos nos
gquadros I ¢ 1 e nas figuras 1 e 2.

QUADROC I

Teor de inseticidas clerados em leite consumido na cidaede de Bdo Pawlo, 1510

Amostra « BHC A + v BHC § BHC BHC totial Composto néo
ne {phm) {ppm} {ppm} {ppm} identificade
i -
1 0,044 0007 tr *® 0,051 o
2 0,035 {1,006 tr 0,041, e
3 0,007 0,028 0,004 0,039 a s
4 0,039 0,005 tr 0,044
3 046 3,006 ir oesz
2] 0,039 0,008 ir 0,647 —
7 0,007 0,013 0,001 0,021 —
8 0,003 0,019 0,005 0,027 e
9 0,602 0,021 0,004 0,027
i 4,001 G021 0,004 3,026 : e
11 0,047 0,608 et 0,055 e
12 0,604 6,018 3,001 0,023 v
i3 0,002 ¢,011 0,004 0,017 —
14 0,028 0,008 £,001 0,035 _—
13 0,506 0,006 0,601 0,013 &
16 0,066 0,001 —_ 0,067 —
17 2,025 0,004 e 03,029 o
& o TTacos
X g - Composto cOm tempe de retencdo de 31 mim., na fracio A,
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QUADRO II

Teor * de inseticidas clorados em queilo tipo “parmezdo”, produzido
no Kstado de Minas Gerals, 1970

Armnostra \ « BHC A+ v BHC § BHC BHC total
no : (ppm) (ppm} \ (ppm) (ppm}
1 (4,430 1,350 G200 1,986
2 0,115 0,145 ir ## (1,260
3 0,960 0,205 0,500 1,755
4 1,300 0,395 0,630 2,345

¢ ealculado na gordura do gueijo.
## fp = {racos,

¥m todas as amostras anabisadas foram
enconirados os isdmeros de BHC.

O BHC empregado come nseticida & cons-
tituido por uma mistura de isdmeros em pro-
porgio variavel, porém todos os produtos sio
padronizades de modo a conter 12 a 309
do gama isbmero (lindana) que é o Unico
isfmero ative com propriedades inseticidas,
A partir déste BHC téenice & gue sfio pre-
paradas as formulagfes e diluigbes.

A coluna utilizada no cromatégrafo a gis
nao permitiu a separacio dos isomeros beta
e pama, porgue éstes Isfmeros apresentam
os mesmos tempos de retengho.

Comparando os teores encontrades para os
diferentes isémeros de BHC, observamos que
o delta-BHC sempre aparecen em peguenas
quantidades, variando de tragos ou nfo apa-
recimento a 0,005 ppm,

Ao conirario, o isémero alfa-BHC {oi en-
contrade em niveis bem maiores, variando
de 0,001 a 0,046 ppm, sendo que em 8 amos
tras o teor encontrado fol acima de 0,025
ppnL.

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

Ouanto ao BHC total, isto é a soma das
guantidades encontradas para cada isdmero,
o teor variou de 0,007 a 0,055 ppm, sendo
que as amostras de lelte de marca x, corres-
pondente &s 6 primeiras amostras do gqua-
dro 1, apresentaram um teor mais elevado
de BHC em relagio s oufras 3 marcas de
leite analisadas.

Nas amostras n.°* 3 ¢ 15 apareceu na fra-
gio A {(&er a 6%) um pice com o tempo
de retengio de 31 minutos, que nfo fol pos.

sivel identifiear por nio corresponder a ne-
nhum dos seguintes padries disponiveis:
a-clordana, y-clordana, heptaclor, heptaclor
epixido, aldrin, DDT.

Na fracio B (éter a 15%;) de 2 amos.
tras fol encontrado wm pico ample, com um
tempo de retencae de 30 minutos. Devido a
magnitude do pico, essas fracles foram eva-
poradas e os residuos foram identificades por
espectrofotometria no infra-vermelho, como
seiido Lipidios. Tal ocorréncia pode acontecer
quando ha transferéncia de alguma porgio
de gordura por ccasifio da extragio dos pes-
ticidas.

As 4 ameostras de queijo tipo “parmezéio”
revelaram a presenga dos isbmeros alfa, be-
ta + gama e delta-BHC; nfo foram encon-
trados outros pesticidas. Kssas amostras de
queijo foram analisadas em marge de 1970
¢ correspondem, portante, a gueijos prepa-
rados com leite produzide alguns meses an-
tes; é de interdsse, por isso, salientar que a
presenga de BHC em leite estd sendo cons
tante ¢ vem de longa data.

Ruzicks e alii *, na (rd-Bretanha, des-
guisaram residuos de pesticidas organoclo-
rados em diversos alimenios e, em 18 amos-
tras de lefte. acharam os segnintes teores de
BHC: alfa-BHC, de 0,0009 'a 0,0068 ppm;
beta-BHC, de 06,0005 a 0,0035 ppm ¢ ga-
ma-BHC, de 00007 a 00024 ppm, valores

8stes bem menores do que os teores por nds

encontrados.

Duceax® realizou, nos Estades Unides, um
levantamento de residuos de pesticidas clo-
rados em leite, nos anos de 1964, 1965 e
1966 e encontrou uma media de 0,007 ppm
para BHC total e de 0.004 ppm para lindana.
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Estes teores encontrados sfio significativamen.
te menotes gue os valores por nds referidos.

Kawar et olii®, no Libano, aplicaram BHC
em vacas leiteiras para contréle de ectopara-
sitas e, 3 semanas apés a pulverizagio,

encontraram: de 0,006 2 0,016 ppm de BHC

RSETEAL W 0.9.8.

total no leite désses animais. s valores mi-
nimos por nos obtidos sdo compardvels ao
minimo citado; entretanto, os valores maxi-
mos por nds enconirados sfo ecfrea de 35
vézes malores do que os referidos por Kawar
et alii.

Dickes & NiceoLas®, em 1968 pesquisa-
ram, na Inglaterra, difercaies pesticidas em
varios alimentos e, emy 17 amostras de leite,
néo encontraram residuos de gama-BHC {lin-
dana}; nio fazem mengdo aos oulros isdme-

ros do BHC.

A B
Fig, 1 -~ Cromatogramas de pesticidas clorados presentes em leite (S&o Paulo - 1870).
A — Amostra com alto teor de alfa-BHC.
B~ Amostra com &alto teor de beta+gama-BHC, apresentando também um pice

néc identificado,

13



ALMEIDA, M. E. W. & BARRETTO, H. H. C. — Residuos de pestieidas clorados em leite consumide

em SAc Paulo. Rev. ast

ddolfe Lalz 31:13-20, 1971,

il T

. «’ﬁf&‘t #‘

T
{
i

!
:

R

i

A Jeneleuois
|

e N R T T

|

R R R e

ey
P ceets SO S,

Fig. 2 — Cromatograma de mistura de aiguns pesticidas padroes.

CONCLUSACO

Os teores maximos de BHC por nés obh-
dos sfio bem mais elevados do gue os refe-
ridos na Hteratura se nosso aleance; isto in-
dica um grav de contaminaciio do produto
hem mator do que nas regibes citadas.

A legislacdo brasileira especifica para to-
lerincia de residuos de pesticidas em alimen-
tos * nfo permite residuos de BHO em leite
¢ oseus derivados.

Entretanto, queremeos lembrar que a Co-
missho de Pesticidas da FAQ/

Hesiduns de

OMS*® aprovou, em 1968, tolerancias de
0.004 ppm de lindana para o leite ¢ 0,1 ppm
para derivados do leite, caleulado, peste 4l
time case, no conteddo de gordura, A refe-
rida Comissiio ndo propas nenhuma tolerdn-
cia para os demals isémeros do BHC, em
virtude da grande variabilidade dos estéreo-
isGmeros na composicio do produto téenico,

-ndo sendo portante possivel a delerminaciio

de wma dose didria aceitdvel para homem.

Face aos resultados encontrados, todo o
leite consumide em Sio Paule, quanto a re-
siduos de BHC, estd contaminado ¢ em de-
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sacbrdo com a legislagio vigente'. O pro-
blema, agora, embora perfenga & Safide Ph-
blica nio é de resolugho faci nem imediata,
pois seria impraticvel ¢ impossivel uma con-
denagfio em massa do leite exposto & venda,
Necessariamente, questio de tal gravidade e
impertincia tem que ser enfrentada e resol-
vida com o eatresamenio entre Grganismos da
Saide ¢ da Agricultura, no sentido de uma
tiscalizagio enérgica para a aplicaciio cor-
reta dos pesticidas na lavoura, a fim de ser
evitada a contamminacio de pastagens, forra-
gens e graos destinados 4 alimentaciio do ga-
do, como também de um contréle severo
guanto & pulverizaciio e aplicacBes tdpicas
com BHC em vacas leiteiras.

RESUMO

Com a finalidade de avaliar o grau de con-
taminacie do leite consumido na cidade de
S&o Panlo, guanto a residuos de pesticidas
organoclorades, foram analisadas amostras de
leite de diversas marcas.

Os pesticidas foram extraidos da gordura
do leite de acdrdo com a téenica de Mills e
depols identificados e dosados por cromato-
grafia em fase gasosa, em aparélho com de-
tector de capturs de eletrons.

Em t6das as amostras analizsadas foram
encontrades lindana e demais isémeros do
BHC. O teor total de BHC variou de 0,007
a 0,055 ppm e os diferentes isdmeros: alfa-
BHC, de 0,001 a 0,047 ppm; beta mais gama-
BHC, de 0.001 a 0,028 ppm; delta-BHC, de
0,000 a 0,005 ppm.

Foram também analisadas 4 amostras de
queijo com os resultados: alfa-BHC, de 0,115
a 1,300 ppm; heta + gama-BHC, de 0,145
a 1,350 ppm; delta-BHC, de tragos a 6,650
ppm, teores caleulados na gordura.

Em decorréncia dos resultados ohiidos,
destaca-se a wurgéncia de um entrosamento
entre os servicos de Satde Pablica e da
Agricultura, no seplido de pma aplicacho
adequada e correta de pesticidas a fim de
se evitar contaminaglo ndo intencional de
alimentos tals come carne, leite e derivados
do leite.
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{SOLATION AND IDENTIFICATION OF POLIOVIRUS IN SAQ PAULO, BRAZIL
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SUMMARY

Resulis of isolation and identification of peliovirus from stools, oral swab and

spinal fluid in 800 cases are related.

We worked with Hel.a and AV:; cells using the Lepine’s concentration technique.
Four hundred ninety cases resulted positive: 379 for Poliovirus I, 35 for polio-

virug 11, and 76 for Poliovirus ITL

INTRODUCAQ

Em nossos frabalhos durante oz anos de
1967 a 1970 tivemos & oportunidade de iso-
lar e identificar peliovirus de pacientes com
sugpeita clinica de poliomielite de diferentes
unidades assistenciais da Cidade de S, Paalo
e de alguns materiais enviados de outras ci-
dades do interior. Também, em material
de criangas com menos de 1 més de idade,
apresenlando dist@irbios intestinais meas sem
paralisia, foram pesquisados poliovirus nas
fezes e em material de garganta.

Néo podendo coniar com culturas celulares
primarias de rim de macaco rhesus confor-
me descrevem Wariis, Lewis & Muinick?
e culturas primérias de Amniom humanos se-
gundo Zitcer®, utibizamos somente cflulas
de linhagem continua para isolamento e iden.
tificacio dos virus.

Usamos HeLa ¢ AV, com pequenas mo-
dificagbes nas inoculagSes e passagens do
material para fazer irente a menor sensibi-
lidade das células. Com estas modificaghes
passamos a isolar virus de 85 a %09% dos
casos,

Durante essas pesquisas pudemos constatar
que na maioria dos casos os virus foram mais
facilmente isolados em Hela do que em
AV, quando procediames a inoculacfio si-
multénea nas duas linhagens de ecélulas,

MATERIAL B METODOS

Utilizamos para o isolamento de virus fe-
zes colhidas emn latas para exame parasito-
logico ou de “swab” retal. Na maior par-
te dos casos foram eolhidas duss amostras
de material com 24 ou 48 horas de interva-
lo. O material de gargantz foi colhide em
“swabs” por ser mais ficil. O liquido céfa-
lo-raquidiano, colthide em tubo estéril, sen-
do levado ao laboratério em seguida.

(} material proveniente da Capital fol co-
letado em “swab” e levado ao laboratéric a
temperatura ambiente pois o tempo de trans-
porte foi curto. Ja o material proveniente
de oulras localidades com tramsporte demo-
rado veio acondicionado em latas seladas com
esparadrapo e transportado sob refrigeraciio
com gélo comum.

(1} Trabalho realizade na Becko de Virus Respiratorios e Entéricos de Instituio Adeifo Lutz Pa-

trocinado pelo Fundo de Pesquisag do LAL,

{2) Da Becho de Virus Regpiratdrios e Enterices do I.A.L.
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1. Preparo de indeulo de “swab”

O material recebido ficou congelado a
1000 até o womento da manipulagio. Uma
vez descongelado, o algoddo foi espremido
contra a parede do tube para extragio do
material e enifo, adicionados & ml de meio
de Hanks, pH 7.4, para lavar o algodio,

2. FPreparo de indeulo de fezes

Preparamos uma emulsio a 209 p/v* do
material em meio de Hanks. Aproximada-
mente 4 g de fezes foram colocadas em gral
estéril e irituradas, adicionando-se pequenas
guantidades de meio para facilitar a emuyl-
sao e depais o resto do meio completando o
volume para 20 ml

3. Centrifugagdo dos indeulos

Centrifugamos em cesirifuga refrigerada a
4°C por | hera e a 12000 g (10000 rpam.}.
Assim eliminamos as baclérias e substin-
cias téxicas para as células. O sobrenadan-
te for culdadosamenie separado para nfo res-
suspender o sedimento e {ransferido para
frascos apropriados para eslocagem e trata-
do com aniibifticos na guantidade de 2 000
unidades de penicilina, 1000 mg de estrepio-
micina e 2,5 mg de Fungison por ml de i
quido.

4. Inoculecdo em células

Passamos a utilizar inecnlacio de volumes
maiores por tube conforme descreve Leping
para concentragio de virus, com a finalida-
de de suprir a menor sensibilidade das cé-
fulas por nds utibzadas em relacio as cul-
furas primarias.

Nas inoculagfes 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 recomendads ra maioria das tée-
nicas virolégicas.

Cada material foi inoculado em dois tu-
hos de células Hela ¢ dois de AV, prévia-
mente lavados com salina para retirar o meio
de crescimento e adicionado de 1 mil de meio
de Hanks com hidrolizado de lactoalbumina,
extrato de levedura e triptose fosfato.

Preferimos para o isolamenlo wtilizar meio
sem sbro, pois conforme descrevem virios
autores ~- Barrert & Koy ®, Arien, Fix-

®opgvo o= pése em voluie.
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cada uma das séries respectivamente.

KELSTEIN & Svnkin® e Smunr & Lupwic S,
o s6ro de bovinos e de outros animais podem
conter inibidores para virus gue impedem o
isolamento, ’

O liquido céfaloraquidiano fol inoculado
em célolas nas mesmas guantidades empre-
gadas para os indeulos de fezes, de “swab”
ou de material de gavantia, isto &, 0,3 a 0,7 m!
por tubo. Para #ste tipo de material fi-
zemos passagens adicionais, chegando a 4
ou 5 passagens cegas para conseguir isola-
mento de virus,

03 virps isolados foram titulades e tipa-
dos nas mesmas linhagens de células nas
quais o isolamento foi conseguido. Fizemos
a sbro-neutralizago com soros imunes para
polio tipos I, I e HI contendo 20 unidades
neutralizantes pare 100 DCT;0 /01 ml. In-
cluimos nas identificagBes uma mistura dos
trés tipos de sOro para determinar possivels
misturas de tipes diferentes de virus.

5. Sorologia

Realizamos na maloria dos casos, em duas
amostras de sdro, uma primeira colhida o
mais cédo possivel em relagio ao inicio da
doenca, e uma segunda, de 10 a 15 dias
apds a primeira amostra,

(b s6ro foi diluido em solugio de Hanks
de 1:8 a 1:1024 ¢, a um volume de s6ro nes-
tas diluighes, distribuido em 3 séries de tu-
beos. colocamos volume idéntico de virus dos
tipos I, 1T e 1Tl com 100 DCTy/0.1 ml em
Lsta
mistura permaneceu em estufa a 37°C, 4 ho-
ras, e depois uma noite em geladeira antes
de ser inoculada em tubos de células.

RESULTADOS

Cheervando os dados obtidos constatamos
que a partir de outnbro de 1907 passamos
a isolar poliovirus tipo I todos os meses, No
final do ano seguinte tivemos uma ascen-
sac no aimero de identificagfes de polio 1
que atingiu o maior valor em janeiro e abril
de 196% De 1968 para ca. o isclamento de
polioviras tipe [1 diminniu sepsivelmente e o
de poliosirus tipo I teve ligeire aumento
no ano de 1969, declinando em seguida.

Entre nds, o numere de isolamento de
poliovirus do tipo I sempre foi bem maior
que o dos ouiros dois lipos; isic pode sev
comparade, em porcentagem, no quadro I:
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QUADRO ¥

Porcentugem dos trés tipes de poliovirus isolados

Polic . 1967 | 1983 . 1969 1970

tipo : G B e % T
i !
I . 315 MWe | 8% i 832
i . 815 152 33 1 1.4
|04

111 C2506 0 0 142 ¢ 183

No inicie de 18069 tivemos o maior indice
de izolamento em relagho ao total de casos
pesquisados, atingindo nos guatro primeiros
meses 849, 86%, 839% ¢ 83% de casos po-
sitivos,

{J nimero total de casos pesguisades e o
nimero de casos positivos, nos diferentes me-
ges do ane. estdo relacionados no quadre IL

QUADRO IT

Niamero de  poliovirus isclados nos diferenies
W eses

F‘ 1947 1988 E 1860 1870

s , 1
Jan | Q/2 H 0/14 26/31 2/4
Heav 1/4 5/21 26/30 ‘ 7713
Mar 3 ) 84 a4/ L B/7
Abr . 2/4 1 14/28 | 30/3¢ | 410
Mai 1 1/2 4/11 20/25 | 10721
Fun 0/6 ‘ 8/12 i 21735 | 13/37
Jui 5/16 | 6/8 S 1415 L 8/8
Ago /21 0 841 0 14/20 6/13
Set 3/15 10/17 10718 11/18
Qut 2/9 21/30 13/23 10/12
Nov 4/18 15/20 /14 30/38
Dez 2/4 19/26 5/12 31/87
Totals 24/104 1i2/204 | 230/284 | 144/208

O numerador rvepresenta os casos positivos
e o denominador, o total de casos pesquisa-

dos.

QUADRO III

Nimero de gmostras de peliovires I, IL e IIY isolados

Ano 1967 [ 1988 1969 1970
Tip(g ; ! ‘ l
_ i SR I v TIX 1 1 11
Aleses T f |
Jan 8 1 b o } 0 0 o 26 o o 2 | oo 1
Fev 0 1 o i 3 2 o | =0 0 & 2 0 s
Mar 1 O 0 2 9 11 16 o 8 5 o 0
Abr o 2 o 3 & 3 26 2 2 1 3 0 1
Mai 1 0 nolos 1 0 % 0 i 10 o )
Jun 0 ) ¢ 5 @ 2 | T | o1 3 | 10 0 1
Jui 2 9 1 3 1] 2 14 3 3 5 5 1 o
Ago 1 1 i 3 i l 1 9 1 1 .0 G
set 0 o 3 g 0 | 1 5 1 2 k] CHE R
out 1 1 g 17 1 3 g8 ¢ 0 5 s | o 1
Nov 2 1 113 i1 6 10 e o0 3
Dez 1 1 5 3T o | 2 5 0 0 GO - T
H ! i |
Totais ® s . 8 19 | 1w 18 | 1ss ‘ 7 38 1o 3 15
i : i
! ]

Mo Quadre I apresentamos o ndmero de
amostras isoladas de cada tipo de virus, on-
de nolamos logo a maior quantidade de iden-
tificacbes de poliovirus tipo { a que jd nos
referimos,

Dos 800 casos examinados {oram colhidas
126 amostras de material de garganta, com
o lsolamento da 10 amostras de poliovirus
tipo I, uma do tipo Il ¢ 8 do tipo III. Em
3 casos lzolamos o mesmo tipo de virus de
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fezes e de materzal de garganta. Em 8 ca.
sos em que isolamos virus s de orofaringe,
as criancas tinham menos de um més e nos
outros 8 casos positivos pesquisamos o virus
apenas em orofaringe,

Examinames 47 amestras de liquido céfalo-
raquidianc e isolamos 7 amostras de virus;
de poliovirus tipo I, encontramos 6 amos-
tras e, do tipo I{l, uma amosirs.

Fizemos a sOro-neutralizagdo em apm\z-
madamente 85% dos casos e, na maioria, o
titulo j4 era alto na primeira amostra e niio
houve alteraciio na 2.° amostra. Em 206¢;
dos casos encontramos aumento de titulo para
o tipo de virus isolado e em raros casos cons-
tatamos o aumento de titulo sem conseguir
isolamento das fezes.

DISCUSSAO

No inicio de nossos trabalhos em entero-
virus, verificamos que o indice de isolamento

24

de poliovirus de casos com paralisia era in-
ferior ao deserito na literatura WexNER® &
CHADWICK &,

Tentando reparar esta falha empregamos
téenica de concenlragio do material LErmve?

MEeLNicK 5, para obler maior nimero de
particulas virais por volume de indculo.

Inocutande de 0.3 a 6,7 ml por tubo, o
ofeito #éxico foi minimeo nio sendo preciso
troca de meio de manutengio, facilitando o
trabatho. Com o uso desta técmica obtive-
mos isolamento de 8866 dos casos pesquisa-
dos. mesmo utilizando células de linhagem
continua para ¢ izolamento de virus, Outras
técnicas de concentracio foram por nés expe-
rimentadas perém logo abandonadas devido
ac maior nimers de manobrag e dificuldades
de operacio.

Durante estas pesguisas, os virus foram
isolados de material fecal e somenie de ra-
ros casos de material de garganta. De al-
gumas criancas comy poucos dias de idade
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{de 10 a 35 dias) foram isolados poliovirus
da garganta, mas sem a confirmaciio soro-
logica; de adulios, obtivemos isolamento de
virus e & confirmsgio sorclogica correspon-
dente,

Chamamos a atenco para o fato de, nos
casos positivos para poliovirus encontrarmos
predominancia acentnada para o tipo [ (Qua-
dro 1). Na sorclogia também &ste fato é
notado pois, em mullos casos, encontramos
iitnde igual a 1024 para polio tipo I e -
tulos de 8 ou 16 para os oulros dois tipoes,
em criangas nfio vacinadas.  Com tiitulos
mais elevados, variando até 128 em crian-
cas de maior idade e com uma ou duas do-
ses de vacina. Titulos de anticorpos maio-
res sio enconitrados nos adultos e em algu-
mas criangas.

Nos casos estudados, nfoe caberia fazer um
estudo dos nivels de anticorpos encontrados
e dos grupos etérios, pelo fato de serem as
amostras colhidas na fase aguda e em pe-
riodos diversos do inicio da doenga, poden-
do acarretar uma idéla errdnea do estado
imumnitario,

RESUMO

Foram apresentados resultados obtidos no
isolamento de poliovirus em fozes, lguido
eélalo-raguidiano ¢ material de gargante de
pacientes suspeitos de poliomielite.  Foram
examinados materiais de 800 pessocas, com
a idade variande de 10 dias até 70 anos,
provenienies, na maioria dos casos, de pa-
cientes hospitalizados.

De 490 pacientes foram isoladas amosiras
de poliovirus assim distribuidas: 379 de po-
Hovirus tipo I, 35 de poliovirus tipe 11 € 76
de poliovirus tipo I1L

A sorclogia por neuiralizacie em culwm-
ras celulares fol realizada para confirmagio
pelo aumento do titule de anticorpos, e tipo
de virus isolado.
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INCIDENCIA DE REAGENTES A PROVA DA IMUNCKFLUORESCENCIA
INDIRETA PARA O DIAGNGSTICO DA TOXOPLASMOSE ENTRE
DOADORES DE SANGUE EM SAQ PAULO ™

THE INCIDENCE OF REAGENTS TO INDIRECT IMMUNOQFLUORESCENCE TEST
FOR DLAGNOSIS OF TOXOPLASMOSIS AMONG BLOOD DONORS
iN SAO PAULO, BRAZIL

SABURC IIYAKUTAKE (%)
Marczro OswaLno Anvarzs Corgga (9

STMMARY

The authors checked through the indirect immunofivorescence test for diagnosis
of toxoplasmosis, samples of 270 blood donors from different bloed banks in Sic

Paulo, to obtain source of “accessory factor”.

They verified high incidence of

reagents, mainly when compared with previcus findings cobiained by Nussenzweig
in 1957 in our envirommente, who found 28749 of incidence of non reagents in blood
donors, while in this paper is reported only 4,08% of non reagents, so as the inci-

dence of high titers was greater.

Critical and comparative studies with similar investigations done in Roma,
880 Paulo and Belo Horizonte, were made,

INTRODUCAO

Ao eoletarmos amostras de sangue de 270
doadores assim considerados por diferentes
“Bancos de sangue”, nfo era nossa intenglo
fazer o levantamento do nimero de reagen-
tes para detecclio de anticorpes anti-toxoplas-
ma mas sim a de selecionar wm grupo de
doadores considerados como ndo reagenies
para dentre 8les conseguir fontes de “fator
acessério”. Este intento ndo foi logrado pois
dentre os nilo reagentes nem um sé apresen-
tou o referido fator.

Impressionados pela alta incidéneia de rea-
gentes, maxime em se comparando com os
resultados préviamente obtidos, em nosso meio,
em doadores de sangue do Hospital da Clini-
cas, por NUSSENZWEIG ®, pareceu-nos de bom
alvitre publicar os dados que obtivemos atxi-
buindo-lhes sobretudo o cavater ilustrativo
das incidéncias de anticorpos anti-toxoplas-
ma entre doadores de sangue em nosso meio.
A propisito deve ser referido o achado de
Amaro NETO et. al.® gue isolaram Toxo-

plasma gondii do sangue de doador do Hos-
pitel das Clinicas de 53c Paulo.

MATERIAL E METODOS

A amostra de sangue foi retirada por pun-
¢io venosa; separado o sbro, era o mesmo
submetide 4 prova da imunofluorescéncia
indireta para o diagnéstico de toxoplasmose
de achree com a téenica descrita por Ca-
marco * ligeiramente modificada por Hyaku-
take. Segundo a experiéneiz déste autor,
os resultados obtides na prova de imunofluo-
rescbneia indireia sfio superponiveis, até cér-
ca de 989, agueles da prova de Sabin-
Feldman., As modificagbes introduzidas por
Hyakutake na téenica da reagho s8o as se-
guintes:

1) Com referéncia ao tempo da reagho
antigeno-anticorpo, preferimos incubar as li-
minas da reagio durante meia hora & tempe-
ratura de 37°C dentro da cimara timida, em
vez de uma hora a 37°C.

1) Trabalhe apresentadc ac 180 (ongresso Brasileire de HMiglene, S50 Paulo, §.P., de 26 & 31 de

outubro de 1970,
{2} Do Instituio Adolfe Lutz
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2) A observagiio da limina no microscé-
pio de fluorescéneia é feita através de tubo
monocular, pois o binocular acarretaria 40%
de redugfio da lumincsidade da imagem.

3} Na preparagho de antigeno, em vez
de usar a centrifugago diferenciada, isto &,
o uso de baixa rotagfio para sedimentar os
leucocitos {Gorpman #), antes de formelacio
do antigeno, rompemos os leucocitos utili-
zando wma seringa munida de agutha BD n.®
3 onn® 4 (US n® 27 ou 30}, com a gual
praticamos a expulsdo ¢ aspiragio do exsa-
dato, repetindo de 10 a 15 vézes a manobra.

43 Para a titulagem do conjugade esco-
themos um s6ro reagente padrfio, ou melhor,
um sdére reagente de titulo estdvel conheeido

obtido através da reacio de Sabin-Feldman,
come por exemple um séro de diulo 1:1024
Com éste sbro fazemos as diluiches sucessivas
a partiv de 1:16, obtendo assim as diluighes
de 1:512, 1:1024 e 1:2048 distribuidas cada
uma delas em uma limina guadriculada e
incubamos meia hora a 37°C. Em seguida,
preparamos as diluigBes sucessivas do con-
jugado a testar, isto é, as diluigbes de 1:16,
1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512 ¢ 1:1024 &
distribuimos séhre as trés liminas das dilui-
cOes mencionadas do sbro padrdo. Feita a
leitura elegemos como titulo do conjugado
aquela diluigdo que apresenta fluorescéncia
de média intensidade (+ +).

0 quadro abaixo Hustra uma titulagem em
que o titulo do conjugade foi de 1:128.

\ Conj | \
N 1:36 1:32 1:64 1:128 1:956 11512 111024
Shro .
e
1:51% o S+ ++4 b + neg. neg
1:3024 + o+t + oo e R + ; + neg.
1:2048 + + neg. neg. neg. neg. | neg.
: |

RESULTADOS, DISCUSSOES E
CONCLUSOES

No guadre 1 estio dizcriminades os dades
obtidos enire duzentos e setenta doadores de
dois Bancos de Bangue particulares, de achr-
do com a idade e de acérdo com o ttulo al-
cangado.

A comparagdo do quadro T do nosso traba-
the, com ¢ quadro de NUSSENZWEIG ", mosira
de infcio pma incidéncia de reagentes a ti-
tulos considerados elevados muilo maior em
nosso Inquérite.  Com efeito, ao titulo de
1:1024 obtivemos 349: de reagente enquanio
que Nussenzweig obleve apenas 3,209 8ste
autor obteve apenas (,29% de incidéncia pava
iitulo mater de 1:4096 (um caso a 1:10.384},
enquantc  oblivemoss 21.8% a0 tiulo de
1:8000 e 0,79 a 1:16.384,

No quadro [ figuram na segunds celuna
os titulos menores de 1:256 que discrimina-
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mos corx roaior detalhe no guadro T a fim
de tornar possivel a comparagio com os da-
dos de Nussenzweig,

Engquanto Nussenzweig obteve em nosso
meio em 1957 a incidéncia de 28,74% de
nfio reagentes na mesma categoria de pacien-
tes examinados ou seja, doadores de sangue,
encopiramos apenas 4,089 em nosso mate-
rial examinado em 1969. Como aquéle au-
tor nio utilizon a diluigio 1:32 passando de
1:16 para 1:64, onde encontrou a incidén-
cia de 30,13%, computamos neste titulo agqué-
les casos que se mostrarem reagentes a 1:32,
resuftando peis sob aquela cifra o nimero de
33 casos correspondendo a 12,2%. Finalmen-
te, ae titulo de 1:250 Nussenzwelg obleve
13.47% de reagentes enquanto nossos resul-
tados alcancaram 11,8%, para o mesmo -
tulo.

L discutivel o critério de positividade ou
melhor, de reagéncla para esta ou aquela
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QUADRO I

Titulos da imunofivorescéncia indireta
Nimero
Grupo exami-
etario 5
nado | Néo re- (o . 1 . ) .
agonte < 11256 1:256 1:1024 1:4 600 1:8 600 1016 006G
18 a 30 175 ] 27 21 55 43 i8 2
3 oa 40 8% 2 16 6 7 i1 3 Q
41 a B0 18 e & Z B 3 1 o
> de 5% 11 ] L] 3 ) 2 1 O
Toial 274 i1 48 32 g o2 5% 25 P
l

Percentagem 100 4 T 118 1 34 23,8 9,6 o

QUADRO If

Diseriminacdo dos casos

de tiulo menor gue 1:256.

t

Titulos obtidos em 59 casos

Grupo . Nimero 7
etario . examinado
[ Negativos 1115 1:32 1:64
18 a 30 36 9 i1 19 6
3l a 40 18 4 3 3 7
41 2 5¢ 5 9 1 1 3
5 a 60 i 0 ¢ & o o
\
Total ! 59 11 15 i7 i6
|

diluigilo; em outras palavras, ¢ muito varié-
vel para os diferentes antores de diferentes
paises o critério de positividade ou de deli-
mitagho destas categorias de dados:

1 — aguéles considerados nio reagentes ou
absolutamente negativos;

2 — aguéles considerados reagentes cuja
significacio seria a de uma cicatriz
imunoldgica;

3 — agufles reagentes cujos titulos tradu-

ziriam doengas em atividade, particu-

larmente quando dizponivels duas on
mais amostras cothidas em perfodos de
tempo varidveis,

Quaisquer que sejam os critérios adotados
para individualizar titulos significativos cri-
ticos, fica evidente que houve radical mu-
danca em nosso meio na categoria de doado-
res de sangue. Com efeito houve aumento
indiscutivel no nimero de reagentes dentro
das diferentes parcelas delinidas pelos titulos
utilizados no levantamento por néds cletua-
do em 1969, quando comparades com os re-
sultados de Nussenzwelg 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 Jamra ®, que efe-
tuou um ingoérite sébre toxoplasmose entre
moradores de uma Ares da cidade de SEo
Paulo (1961-62) considerando-se ‘apenas os
dados corvespondentes aes grupos etdrios de
mais de 20 anos: denire 209 soros de pessoas
examinadas foram encontrados 173 com ti-
tulo de Sabin-Feidman igual ou maior que
1:16, ou seja aproximadamente uma incidén-
eiaz percentual de 82,7 na amostra conside-
rada.

Em Homa, Zagpy et al. ™ encontraram
33,15%% (250 casos) de reagenies dentre 754
doadores de sangue e 56.2 de reagentes den-
tre nio doadores, o gue parece demonstrar
gue em Roma, em face dos exames médicos
de critérios rigidos para os doadores de san-
gue, ocorre selecio de rigidex fisica. Em
nosso meio, dentro do critério comparativo,
ocorre cérea de 969 de positividade expli-
cavel guer pelo baixo nivel econdmico-social
dos doadores examinados quer pela inope-
rante ou inexistenie selecfio médica prévia,
que deveria ser aplicada como minimo de
garantia exigivel,

Quando j& estava redigide &site arligo,
tomamos conhecimento do trabalthe de Arav.
30 ne qual expée os resultados das reacdes
de Sabin-Feldman e imunofluorescéneia in-
direta em 729 amostras de sdro provenientes
de doadores de sangue em Belo Hovizonte.
Ean todos os testes, considerando a diluicao
do g610 de 1:16 ou mals como titulo indica-
tivo de infeccdo pelo Tovoplasma gondii, fo-
ram deteclados 371 reagentes alcancande o
percentual de 50,367

RESUMO

Os autores examinaram. através da prova
de imunofluorescéncia indireta para o diag-
nostice de toxoplasmose, amostras de sangue
de 270 doadores de diferentes hancos de san.
gue em SHo Paulo, a fim de conseguir fontes
de “fator acessorio”. verificande alta inel-

Recebido

30

déncia de reagentes, mixime em se compa-
rando com os resubtados préviamente obtidos
em noseo meto por Nussenzweig. Este autor
em 957 enconfrou a incidéncia de 28,749
de ndo reagentes, em doadores de sangue,
enguanto gue o8 aulores enconlraram ape-
nas 4,08% de n3o reagentes, assim como in-
cidéncia quantiiativamente maior de ttulos
diagndsticos elevados. Fol eletuado estudo
critico comparativo com inquéritos semelhan-
tes realizados em Roma, Sio Paule e Belo
Horizonte.
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INFESTACAO DE PRODUTOS ALIMENTICIOS NAS FONTES DE
PRODUCAQO E DURANTE O ARMAZENAMENTO, UM METODO PARA
A PESQUISA MICROSCOPICA DE SUJIDADES E IMPUREZAS

CONTAMINATION OF FOODSTUFFS AT THE SQOURCE OF PRODUCTION
AND DURING STOCKAGE. A METHOD FOR MICROSCOPIC RESEARCH OF
FILTH AND IMPURITIES

Marla VIRGINIA DEcaNI0 (2

SUMMARY

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

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

INTRODUCAO produtos alimenticios, ou apés a fabricacgfo
dos mesmos e durante a sua esiocagem,

Oz produtos alimenticios podem ser con-
taminados e infestados por microrganismos,
parasitas, insetos, larvas e ovos, excrementos
de inseios e de animais, matéria terrosa, pé
atmosférico, detritos de vegetais ¢ de animats,
Estas contaminagBes e infestacBes podem ocor-
rert durante o armazenamento da matéria-
prima, durante a fabricagio e embalagem dos

Fig. 2 — Infestacfo de carne de suino por
Cysticercuy cellulosee {(visticercose}

Muitas vézes o parasita requer uma pes
quisa minuciosa para a sua identificagho. E
o ease de produto infestado por pegueninos
ovos, on larvas de pequenos insetos ou para-
sitas intestinats do homem, como a cisticer-
cose, encontrada em linguigas, presunios e

Fig., 1 — Excremenic de rato encontrado am N N ) . . | wer 1
avels em flocos destinada & alimentacdo in- outres produtos de origem animal, geralmen-
fantil, Aum. 2 x. te de fabricagho clandestina,

{1) Elaborado na Secio de Micrescopia Alimentar do Issiituio Adelfo Lutz,
(2; Do Institute Adoifo Luiz.
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As principals fontes de contaminacho e in-
festagio dos alimentos siio os depésitos de
lixo, locais onde vivem ratos, gatos e ciies,
criagbes de porcos e de aves, insetos, princi-
palmente moscas e baratas, dguas 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 sibre os mesmos.

Os insctos, além de depositarem os seus
ovos ¢ conscqilentemente as larvas sGbre os
alimentos, fransmitern grande nimero de mi-
crorganismos nocivos ao homem.

A matéria-prima infestada, se utilizada pa-
ra a fabricacfio de produlos alimenticios, acar-
reta para 08 MEsmos 08 seus contaminantes, co-
mo é o caso do leite colbhide e transpertado
sem 0s devides cuidados de higiene, utilizado
na fabricaciio clandestina de alimentos. ¥ co-
mum encontrarmos em exames microscopicos
de queijos, manteigas, geralmente vendidos a

Fig. 3 — Cuysticercus cellwlosaoe (larva) evagi-
rada, vista ao microscopio, Encontrads em
carne de sulno. Aum, 3000 x.

Fig, 4 — Infestacko de presunto por ovos e
larvas de insetos,
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granel, larvas de moscas, carrapatos de gado,
pelos de animails, fungos e outras sujidades .

Os exames microscipicos de pies e simila-
res tém revelado a presenga de fragmentos de
ratos, cascas de ovos, [ragmentos de cabelos,
unhas, papel e numerosas outras sujidades,

muitas vézes oriundas da matéria-prims » %
3,4

Fig, 5 — Fungos € 0sporos encontrados cm
extrato de fomate. Aum, 230 x

g 5 - Infestfaciio de carne bovina por larvas
de Drosophila (mdsca)l.

Considerando a grande guantidade de pro-
dutos alimenticios contendo sujidades e impu-
rezas, condenados pelos exames microscdpl-
co3, nestes aitimos anos, sentimes a necessida-
de imediata de wm métode mais simples, ra-
pido e eficiente para a pesquisa e identifi-
cago désses elementos contaminantes em pro-
dutos amiliceos (pies, massas alimenticias,
holachas, farinhas e similares),

O método que descrevemes mostron bons
resultados praticos, pois evita principalmen-
te 0 cansaco ao analista que anteriormente
examinava o produto campo por campo 2o
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Imicrosedpio esterioscapico.  Permite, a um
86 tempo, a yetenglo e concentragio, em pa-
pel de filire, dos elementos contaminanies do
produto em exame. Fragmentos de insefos,
larvas e ovos sdo facilmente identificivels,
pols sfo retidos de forma concentrada com-
pletamente Hmpos, livres de pocira ¢ de
possiveis amidos,

MATERIAL E METODO
Material

Frasco de 2000 ml, dgua destilada, hidré-
xido de sédio a 5%, acido acétice a 39,
glicerina a 204, placas de Petri, JAminas e
laminulas, espatula, fanil de Buchmer, papel
de filtro tipo xarope, microscdpio estereos-
cOpico,

Método

Homogenelze a amostra & ser examinada,
tranefira 20 gramas para um frasco de
2000 m], junte 100 ml de dgua destilada e
deixe em contacto por 30 minutos. Junte
100 m! de hidroxido de sodio a 596 = 100 mi
de dgua destilada préviamente aquecida a
100°C, e agite bem o contetdo do frasco.
Agqueca em banho-maria dorante 60 minu-
tos e junte 000 ml de dgua destilada prévia-
mente aquecida a 100°C,  Agite e deixe a
Jnigtyra novamente em banho-maria por mais
60 minutos, agitendo a cada 10 minutos,
Deixe em repouso duranie 24 horas, agitan-
do de vez em quando; complete enido o vo-
Jume do frasco com dgna destilada prévia-
mente aquecida a L00°C e agite. Iitre to-
do o contetido do frasco a vicuo através de
papel de filtro, tipo xarepe, em funil de
Bichner. BDesligne a bomba de vicue e adi-
cione ao funi] de Bichner 40 ml de acido
-acético a 3%. Deixe em contacio por 15 mi-
nutos. Ligue a homba de véeno até a secura.
Desligue a bomba e junte ao funil 20 ml de
ghicerina a 209. Ligue novamente o vacuo
e termine a fillracfo por succio lenta. Retire
do funil de Biichner, o papel de filtro com o
material retido e transfira-o para uma placa
de Petri. Examine ao microscéplo estereos-
sopice, pesquise e identifique os contaminan-
tes presentes {(ovos, larvas, insctos e suiida-
des). Com o auxilio de uma pequena espi-
tula, transfira do papel de filtro os fragmen-
tos de cascas vegetals (siber, epiearpo, ete.)

para um limina contendo uma gdta de agua
destilada, cubra com uma laminula, examine
e identifique ao microse6pio,

(s excrementos de roedores sBo reconhe-
cidos pelos seus caracteres morfolégicos; es
tio envolvidos por uma mucilagem esver-
deada, sdo alongados, afilados nas dunas extre-
midades, escuros e medem em média 10 mm
de comprimento, os maiores medem até 16 mm
de comprimento.

O principal diagnostico para reconhecer
o excremento de rato & a presenga do pro-
prio pélo do roedor no excremento,

Os fragmenios déstes excrementos sfo re-
conhecidos ao microscépio por formarem um
aglomerado escuro constituido por particulas
envolvidas por substdncia muculaginosa, e
contendo grande namere de bactérias.

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

Fig. 7 - BExcremento de insetos em farinha.
Aum. 2 X.

Fig, 8 — Parasitas e larvas retidos de 20 g ds
macarrde infestado. Aum. 3 X,
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CONCLUSOES E RECOMENDACGES

Usando o método descrito, analisamos 2667
amostras- de alimentos (paes, bolachas, mas-
sas alimenticias, agucarados, sucos, geléias,
farinhas, condimentos, ete.), enviadas ao ins-
tituto  Adolfe Luilz para analises fiscais e
orientaglio, durante o perfodo de jawveiro de
1968 a novembro de 1970, Estes exames mos-
traram que 23% das amostras sdo impro-
prias para o consumo “humano, por estarem
infestadas por insetos, larvas, ovos, fungos,
acarings e outros parasitas.

Os acarinos, por exemplo, o Tyroglyphus,
freqilentemente atacam os gueijos nas gueija-
rias, Reproduzem-se [Acilmente por meie de
ovos e larvas e o seu slague comega na casca
de queijo, perfurando-a e formando cavernas
onde se alojam; continnam perfurande, cavan-
do galerias de fora para dentro e atacam tdda
a massa de caseina, chegando a pulveriza-la
totalmente, comunicando ao queijo um oder
desagradével e modificande todos os seus
caracteres organolépticos. O pé déste qgueijo
acumaula-se nas fendas das prateleiras e as-
scalhos e, se nio sofrerem limpeza ¢ desinfee-
¢io constante, todos os gueijos al depositades
ser@o atacados rapidamente e a infestaclio so

- alastra.

fste parasita ataca também os produtos
agucarados, principalmente as frutas crista-
lizadas, dessecadas, e as farinhas, (s bom-
bons e similares fabricados e recheados com
as frutas e aglicares atacados por aecarines
serfio, apds o acondicionamento, infestados
pelos parasitas, de dentro para fora.

Fig. 10 - Ovo de Pyroglyphes {ACATO) encon.
trade em produte destinado & alimentagko in-

fantil. Auvm. 1800 X

(0 acarino, conhecido vulgarmente com o
nome de “a sarna dos vendeiros”, produz
wma forte coceira principalmente nas maios
e no rosto, causando inflamactes cutineas.
(Quando ingerido, o parasita causa perturba-
ches digestivas no homem, sendo encontrado
no exame de fezes.

Para combater éste parasita, recomenda-
se vaporizar com formol, durante 20 horas,
os depdsitos infestados,

O Twrbatriz aceti, nematdide vulgarmen-
te conhecido pelo nome de “a praga das vi-
nagreiras” ataca os vinagres, Iistes parasitas
reproduzem-se rapidamente e infestam, por
meio de numerosas larvas, os depositos de vi-
nagre. Se &stes depdsitos infestados nio
forem lavados e desinfetados periddicamente,
todos os vinagres neles depositados serfio con-
taminados pelo parasita. Esies produtos podem
ser vendidos ao consumidor ou empregados em

Fig., 9 — Tyroglyphus sp. {acaring) encontra-
aos  em  produtos  destingdos 4 alimeniacio
infantil. Aum, 1200 x,
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Fig., 11 - Twrbaeiriz aceti {(angliilula)y encon-

trada em conserva vegetal. Aum. 1200 x
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fabricas de conservas vegetals, contaminando
assim os alimentos com éles fabricados, kn-
contramos, nos exames microscopicos de pi-
cles e outras conservas vegetals, muitos déstes
parasitas, oriundos dos vinagres empregados
em sua preparacio,

Os vegetals empregades no prepare de
produtos alimenticios devem estar desprovi-
dos das partes nfio comestivels, como pedin-
culos, carogos, galhos, ralfzes, cascas, ¢ da
terra aderenie, £ comum, nos exdames ni-
croscépicos, encontrarmos condimentos, co-
mo orégano e ouires, contendo até 3% de
galhos, félhas estranhas e matéria terrosa;
também, temperos e mblhos contendo cascas,
raizes e pedimenlos de atho, cebola e pimen-
ta, elc,

Fig. 12 — Pedinoylos, caseas ¢ raizes encon-
trados em temperes destinados 20 consumo
humano,

A erva-doce € comumente substituida, par-
cial ou tetahnente, por funcho de péssima qua-

 E 5 /iwm.

Fig. 13 - Infestacio de Pimyinellg oaniswm,
(erva-gocey por paragitos, e falsificacio com
Foeniculum wvuwlgare (funcho). Aum. 2 X,

idade, infestado por larvas e insetos. As pa-
darias, restaurantes; pizzarias que adguirem
éstes produtes fabricam ‘paes, pizzas, hréas e
similares e, conseglientemente, os consurni.
dores’ vio ingerir tais sujidades,

Fig. 14 -~ Parasitas de

(funcho).

Foenicylum
Aum, 8 X,

TULHETE

Flg. 15 - Infestacio de Cicer grietinum (grio-
~de-bica) por parasitas e larvas. Aum. 2 X,

Fig., 16 -—— Infestacko de peixe dessecado por
insetos e larvas, Aum. 15 X,
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Fig. 17 — Infestacfio de carne bovina peor lar-
va de Dermaoafobie hominis {berne),

Os rizoras, raizes e tubércalos urilizados
para a fabricagio de farinhas, doces, conser-
vas vegetals, etc., nfio desprovides das cascas
e da terra nderente, acarretam, para os pro-
dutos com &les fabricados, ovos de parasitas
intestinais e outras sujidades.

A terra muitas vézes estd presente nos
alimentos, adicionada propositalmente com a
intengdo de aumentar o péso dos mesmos,
como & o caso de vArias amestras examina-
das de pimenta do reine em pé, condimen.
tos moides, calé e outros. £ comum encon-
trarmos, em doces de batata-doce, grande
quantidade de siber (cascas) e matéria ter-
rosa.

As principais fontes de contaminagio dos
produtos alimenticios sfio: uso de maquing-
ria e equipamenlos sujos, contendo residuos
acumulados; falta de higiene do local de tra-
balko e falia de asseio do operdrio,

Os moinhos sujos com residuos de moa-
gens anieriores contaminam os produtos gue
por éles passam e, assim, teremos farinbas
misturadas com elementos estranhes & sujida-
des, as quals, naturalmente, serdo condena-
das nos exames microscopicos. Os residuos
de fabricaciio devem ser retirados diariamen-
fe para nio se constitwirem em alimentos
para ratos e inseios, ou em fontes de conta-
minago.

O local de trabaltho deve ser mantido lim-
po e sfco, pois a umidade e as dguas para-
das nas plas e tanques favorecem o desenvol-
vimento de ovos e larvas de insetos que po-
dem Infestar os produtos.
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O chao, teto, paredes, prateleiras, janelas,
armarios, cadeiras e mesas deos locais de fa-
bricagio e armazenamento devem ser lim.
pos ¢ desinfetados periddicamente, para eli-
minar a poeira acumulada, carviio, icias, in-
setos e outras sujidades. Os ralos e todos
os buracos por onde possam penefrar ratos
e insetos devem ser bem tampados.

( ar, se possivel, deve enirar nas salas de
fabricacfio filirade e sob pressfo.

Os sanitirios reguerem limpeza constan-
te ¢ desinfecglio didria.

Recomenda-se, para a limpeza culdadosa
e freqiiente do local de {abricagfo e acondi-
cionamento, hem como dos uiensilios e ma-
quinas, lava-los com grande quantidade de
agua potivel e detergentes adeguades, o gue
reduzird ac maxime a conlaminacio,

O asseio corporal do operdrio € fator pri-
mordial na fabricacio dos produtos em boas
condi¢hes de higiene, Deve &ste usar vesti-
menta limpa e adequada e estar sempre com
a cabega coberta, para evitar a gueda dos
cabelos ebbre os produtoes, durante a fabrica-
cdo. Deve, apés utilizarse do sanitirio, la-
var as mios ¢ desinfetd-las adequadamente.

Recomenda-se por fim, como medida pro-
filatica para diminuir, e mesmo evitar, a in-
{festagiio dos produtos alimenticios, manterem
as autoridades sanitérias uma supervisdo pe-
riddica tanto dos locais de producio, arma-
renamento, transporte, como dos locais pré-
ximog a essas fontes.

RESUMO

Os exames microscopicos realizados em
2667 amostras de produtos alimenticios de-
monstraram que 259% das mesmas estavam
infestadas por parasitas ou por insetos, lar-
vas, ovos, fungos ou sujidades. FEstas in-
festacbes ocorreram durante o armazehamen-
o da matéria-prima, ou na fabricagdo, em-
balagem ¢ estocagem dos produtos.

Yol introduzide uwm métedo microscopico
que permite, a um sb6 lempo, a retengho e
concentragio, em papel de iilire, dos clemen-
tos contaminantes, que se apreseniam con-
pletamente limpos, livres de poeira ou ami-
dos.
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ACAO DA ASSOCIACAO L-TRIPTOFANQ E CITRATO DE FERRO
AMONIACAL SOBRE A FORMACAO DE BAFO DE PROTEUS

L-TRYPTOPHAN

AND FERRIC AMMONIUM CITRATE AS AN

INHIBITORY

ASSOCIATION ON PROTEUS SWARMING

GIL VITAL ALVARES Prssoa (1)
Dinma Scana GeLLr (D
Marta Erisa FErRNANDES DE Ficurirepo (1)
Jos Frerreira Branpio (1)

SUMMARY

Inhibitory effect of L-tryptophan plus ferric ammonium citrate on Profeus
swarming was tested with good results in sheep bhlood-agar plates,

INTRODUCAO

A formagdo de bafo por espécics do géne-
ro Protens € um fendmene bem conhecido,
causador de inGmeras dificuldades na rotina
Iaboratorial. Segundo Jowzs & Parx ?, duas
teorias poderiam explicar éste fendmeno: a
primeira é que a superpopulacio local exau-
re oz nutrientes na area de crescimento, o
resultante gradiente désses elementos  esti-
mulando o crescimento e o movimento em
direcio & periferia; a segunda, que & &l
uma resposta aos produtos metabilices acu-
mulades durante o crescimento dos organis-
mos nioc formadores de hafo.

As varias substincias estudadas como ini-
bidoras da formagio de bafo de Proteus
{azida shdica ?, deido bérico 7, sals biliares ®,
desoxicolato de sodio ® e outras} apresentam
também cfeito inibidor secundario sbbre o
crescimento de oufras bactérias, Navion*
faz uma revisfo e classificacio dos métodos,
mecinicos ¢ guimices, usados até entfio para
inibigio do bale. Jones & Park, estudando
22 aminecacidos adicionados ao meio minime
de Fildes, verificaram que a estimulacfo do
fendmeno ndo era devida a um simples ami-
nodcide ou a um grupo especifico de ami-
noacidos, agindo éles, talvez, de maneira nio

especifica dada a possibilidade de existir re-

lagio entre formagio de bafo e aumento re-
sultante do metabolismo dagueles elementos.

(1) Do Instituto Adoifo Lufz,

Com base em observaco prévia® de que
Lotriptolano  associado ao eitrato de ferro
amoniacal (eomo contrastante de colonias)
inibia a lormacio do bhafo de Proteus, no
presente trabalho foi estudads possivel acio
sinérgica dessas substdncias para inibir a
formagiio de bafo em placas de agar-sangue
de carneiro.

MATHRIAL F MBTODOS
1. Meio de cultura

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

Proteose peplona n® 3 (Difco) L0 g

Clorete de sodio ............. 05 g

Extrate de carne (Difeo)y ... .. {'},3 g

Agar n.® 3 (Oxeidy .......... 12 &

Sangue desfibrinade de carneiro 0,5 mi

Agua destilada ............... 1000 ml
pH = 76

O L-riptofano e o citrato de ferro ame-
niacal foram adicionados, em diferentes con-
centraghes, ao agar-base, antes da adigio do
sangue.
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2. Cepas

Foram utilizadas trés cepas de Profeus
mirabilis, izoladas de coproculturas {n.°"

TAL-457, TAL-458 ¢ 1AL-466).

3. Provas realizadas

3.1 -~ Para verificacie da proporcéo
idesl inibitdria, foram testadas econcentra-
¢bes varigveis das duas substdncias em es-
tudo (quadro 1) adicionadas ao meio de
agar-sangue de carpeiro. A partir de uma
suspensio de FProteus mirabilis em solugio
fislolégica, com turvagfio correspendente ao
tbo n.° 1 da escala de Mac Farland, foi fei-
ta diluigio a 1:10 em soluglo {isiclégica;
dessa diluico foram inoculados 0,05 ml nas
placas do melo de cultura em prova por
espalhamento com bastio em L.  Apds incu-

bagio a 37°C duranie 24 hs fol feita a veri-
fieacfio da presenga ou ndo de hafo,

3.2 ~— Para verificacio da pessivel acdo ini-
hitoria da associacho em prova sbhre o cres-
cimsento de outras bactérias foram incculadas
diluigles seriadas dobradas de suspensfes,
em solugflo disiolégica, de cepas de Sh.
sonnel, 8. pyphimurium, E. coli, St. aureus
e esireptococos alfa e beta-hemoliticos, em
placas de agar-sangue de carneiro contendo
L-triptofano e citrate de ferro amoniacal na
proporgle inibitéria minima ideal, verifica-
da anteriormenie, e em placas de agar-san-
gue; apos incubacie a 37°C, durante 24 hs,
proceden-se & contagem comparativa das co-
lonias (quadro I1).

RESULTADOS
A chservaglio dos resultados das verifica-
gbes para determinacio da proporgiie inibité-
ria ideal do grafice abaixo mostra que o

Relacdo enire concentroches de Letriptofanc e citrato de ferro emoniccdl noe indbicdce de
bajo pelo Proteus mirabilis, em placas de agar-sangue de coarneiro,
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Verificacdo de acdo

inibitoric da ossecinge de L-tripicfano (0,5 g%} e citrato de ferro amoniacal (008 g%/, 30bre o crescimento de owlras
- bactérias, no meio om estudo e em ggar-sengue de carneiro.
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FIGUEIREDQG, M. E. F. & BRANDAO, J. F. — Acdo da associa-
cio L-triptofano e citrato de ferro amoniacal sébre a formacdo de bafo de Proteus,

Eev., Inst. ddolfo

L-triptofato, na conceniragio minima de
05 g%, associade ao citrate de ferro amo-
niacal em concentragbes superiores a 0,01 g%,
impediu em t6das as placas do meio em estu.
do a formagiio de bafo.

Tendo em vista os resultados acima, foram
estabelecidas as concentragbes minimas de
0,5 2% de L.tripofanc e 0,02 g% de citrato
de ferro amoniacal comoe as adegunadas.

Examinando-se os resultados do quadro da
pag. anterior referentes ao comportamento de
virias espécies bacterianas nas placas em
estudo, em comparagioe ao verificado em pla-
cas de agar-sangue comum, foi constatado
ndo ter havido efeite inibitério sbhre seu
crescimento, nem alteragdes aparentes na
morfologia das colénias,

CONCLUSGES

Fstes resultados preliminares evidenciam
a utilidade do emprégo da associacio de I-
triptofano e citrate de ferro amoniacal para
inthir a formagde do balo de Froteus. Re-
sultados semelhantes foram obtidos por um
dos antores ® quando estudou essa associagfo
para isolamenio de enterobactérias. O meio
descrito estd sendo, no momento, experimen-
tado para o isolamento de germes patogéni-
cos de urina, com a finalidade de estudar-se
sua aplicagiio em laboratério.

RESUMO

Foi verificade o efeito inibitério da asso-
clacgiio de E-triptofano e citrato de ferro
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amoniacal sdbbre a formagie de bafo por
Proteus.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. JONES H. G & PARK, R. W. A. - The
mfluence of medium compesition on the

growth and swarming of Proteus. J. Gen.
Microbiol., 47:369.77, 1967.
2. LEIFSON, E. - New coulure media based

on sodium desoxveholate for the isolation

- of intestiral pathogens and for the eni.
meration of colon baciii in milk and
water. J. Path. Baclf., 4:581-09, 1835,

3. MacCONKEY, A, T. — Bile-salt neutral red
laclose agar. In MACKIE 7T, J. & Moe-
CARTNEY, J. E, — Handbook of practical
bactericlogy. 6G.ed. Edinburg, Livings-
tone, 1942, p. 137

4. NAYLOR, P, G. D, ~— The effect of electro-
ivts or carbohydrates in a sodium chloride
deficient medium on the formation of
diserete colonies of Protews snd the in-
fiuence of these substances on Growih in
Hguid culture, J, dppl. Bogh, 27{3):1422,
1964,

3. PESBOA, G V. A, et alll — Um nove meio
para dilerenciar o grupe Proteus-Provi-
dence de oulras bactériag. Trabalho em
elgboracio.

6. SNYDER, M. L. & LICHSTEIN, H O -
Sodium ozide as an inhibiting substance

for gram-negative bhacteria. J, afect,
Dis., 87:113--5, 15840,
7. SYKEES J. A, & REID, R. — The control of

the swarming of Profeus vulgaris by borie
acid, J, Gen. Microbiol, 3:117, 1949,

RBecebido paro publicacdc em 1L de julho de 1971,



Rev, insl ddolfo Lulz
31:43-46, 1571,

NOVA TECNICA DE MONTAGEM DE COLONIAS PERMANENTES
DE FUNGOS EM PLACAS DE PETRI &

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

Hassis Astcagr (%)

SUMBMABRY

The author presents the resulis obiained with the use of & 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 fungi useful for both demons-

trative and teaching purposes.

INTRODUCAC

A grande variedade de caracteres macros-
copiens e de estrufuras microscopicas dos fun-
gos se destaca, sem davida, entre as malo-
res dificuldades encontradas pelos que ini-
clam o estude de micologia. Fste estudo,
entretanto, pode ser considerdavelmente faci-
litado desde que se disponha de uma cole-
¢ao de coldnias gigantes permanentes e, tam-
bém, de l&minas de estruturas microscdpicas
das espécies de fungos de malor inter8sse.

Para o preparo de laminas permanentes
para o estudo des caracleres microsedpicos
dos fungos, j4 & hem conhecida a técnica de
Rivalier & Seydel.

No entanio, com relagio ao estudo dos ca-
racleres macroscopicos dos funges, embora
muitos autores recomendem o preparo de co-
I6nias gigantes, nfo encontramos referfneia
a qualquer téenica de fixagdo e conservagio
de tais coldnias em caracter permanente. Por
&sse motivo fizemos uma série de ensdios, no
sentido de ohter uma colegiio de colonias gi-
ganies permanentes de fungos de modo a pos-
sibilitar, a gualquer momento, a observacio
dos seus caracterss macroscopicos.

MATERIAL E METODBGOG

Os nossos primeiros ensdios foram feitos

e 1950, osasifio em gue usamos frascos de

Kolle para o prepare de colbnias gigantes
permanentes das seguintes espéeles de fun-
gos: Trichophvion gypseum, Trichophyton
granulosum,  Trichophyton  ferrugineum,
Achorium gallinge e Sporotrichum schenckii.
A téenica usada foi a seguinte:

Transferin, com fio de platina. pequena
porgiio de cultura de estoque para o centro
de um frasco de Kolle com camada delgada
{* 3 milimetros) de agar Sabouraud glico-
sado. Incubar & temperatura ambiente du-
rante 30 dias. Conservar o frasco deitado,
com o meio para o lado de cims, 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
chumacge de algodio revestido de gaze.

Empregando a téenica referida, foram tam-
hém preparadas, em ocasifes diferentes, co-
lonias gigantes das seguintes espécies de fun-
gos; em 1955, Candida albicans em fase
rugosa, Pullulario pullulans, Paecilomyces sp,
Geotrichum sp e, em 1963, Epidermophyton
Hoccoswm, Nocardia  brasiliensis, Sporoiri-
ehum schenckil e Hormodendrum sp. A ob-
servacio dessas coldnias, durante varios anos,
mostrou-nos que & moniagem, segundo a tée-

(1) Realizado na Secdo de Micologia do Instituto Adelfo Lutz
{2) Do Instilute Adolio Lutz e d¢ Departamento de Microbiclogia e Imunologla do Instituto de Cién-
cias Blomédicas da Universidade de S806 Paulo.

43



ASHCAR, H. — Nova técnica de montagem de coldnias giganies permanentes de funges em placas de

Petrl, Rev, Inst. Adelfo Lutz, 31:43-46, 1971,

nica acima descrita, apresenta certos incon-
venientes, tais como, dificuldade de manu-
seio dos frascos de Kolle e ocorréncia even-
tual de roluras no lacre de vedaclo, Esses
inconvenientes nos levaram a modilicar essa
téenica de mentagem, As principals modifi-
caghes introduzidas foram: a) preparo das
colonias gigantes em placas de Petri; b)
vedacho por colagem da tampa com o funde
da placa com adesive Araldite. Passaremos
& descrever a nova técnica.

Preparar placas de Petri com agar Sabou-
raud glicosado com a espessura de == 3 mi-
limetros,  As placas devem ser de vidre re-
sistente o bem transparente. Com fie de
platina, retirar peguena porgio de cultura
jovem do fungo e semear no cemiro da placa
para obter uma Gnica colbnia gigante. Para
se preparar duas ou trés coldnias gigantes
numa mesma placa, deve-se fazer as semea-
duras correspondentes em ponlos equidistan-
tes do centro do meio de cultura. Incubar
até desenvolvimento completo das colénias,
ohservando-se as condighes de temperatura e
de tempo de cultive adequados para cada es-
pécie. Fixar as colonias gigantes por meio
de vapéres de formol da seguinte maneira:
colocar as placas em posicdo invertida, fi-
cando a cultura para o lado de cima: asper-
giv 1 ml de formel puro a 40% no interior
de cada tampa, selar as places com fita ade-
siva e deixar em fixagio durante 48 horas,
Retirar a {ita adesiva e substituir as tampas
das placas com restos de fixador por tam-
pas de oulras placas iguals e estéreis.

Passar adesivo Araldite sémente 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 espagos livres,
resultantes da sohreposiciio das tampas com
os respectivos fundes, com céra constituida
da seguinte mistura: parafina 409, céra de
carnattba 25%, cfra de abethas 259 e breu
169,

{Comi essa nova téenica foram preparadas,
em 1009, colénias gigantes de numerosas
espécies de fungos patogénicos e de saprofi-
tas, incluindo-se entre elas: Trickophyton
tonsurans, Microsporum canis, Histoplasma
capsulatum, Sporotrichum schenckii, Candida
Ibicans, Trichosporon beigeli, Aspergilius
niger, Aspergillus terrens, Penicillium no-
tatum, Hormodendrum sp. e Rlodotorula mu-
cluginosa.
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RESULTADQS
Coldnias giganies em frascos de Kolle

A observagio, durante o periodo de 1950
¢ 1971, das colbnias gigantes montadas em
frascos de Kolle nos guaiz o lacre de veda-
¢fo se manieve inlegro, mMostrou gue se con-
servaram os caracteres morfoldgicos tanto
da spperficie como do reverse das colbnias,
Nos frascos em que houve rotura do lacre,
o meio de cultura ficou dessecado ¢ escuro,
¢ as coldplas apresentaram alteraghes no as-
pecto.

Em certos casos foram observadas altera-
ghes de tonalidade de cir da coldnia ou do
pigmento elaborade e difundido no meio de
cultura.  Assim, a superficie da colbnia de
Penicillium notatum mudou de verde--azul
parda verde-cinza, e, a colémia de Microspo-
rum. cunis mostrou esmaecimento da pigmen-
tacfio amarela observada no reverse.

Colénias gigantes em placas de Peiri

A ohservagdo, duvante dois anes (1909-
1971}, das colonias gigantes permanentes pre-
paradas em placas de Petri, mosirou sempre
conservaco de todos os caracteres morfold-
gicos das colonias.

No eptanto, com relacio & cdr das cold-
nias e dos pigmentos difundidos no meio de
cultura, foram também observadas, apds al-
gum tempo, as alteragdes de tonalidades &
referidas para os frascos de Kolle. €Com a
colonia de Rhodotorule muciluginose, de cbr
avermelhada peculiar, houve total descolora-
cho durante a fixacho pelo vapbres de for-
mol.

A Fig. 1, placa mentada com Araldite ha
dois anos, mostra conservagio dos caracteres
morfoldgicos e da cdr da superiicie de cold-
nia giganle de Aspergillus niger. A Fig. 2
mostra o reverso da mesma colbnia.

DISCUSSAO

Os dois tipos de montagem j& referidos
sdo de facil execucio. No entanto, o uso de
placas de Petri apresenia, a nosso ver, as se-
guit tes vantagens, s6bre os frasces de Kolle:
a} manuseio mals simples, permitindo, com
maior facilidade o exame da superficie e do
reverso das colénias; b} necessidade de me-
nos espago, simplificande o alojamento ¢
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Fig. 1 — Superficie da colénia gigante permanente de Aspergilus niger
em placa de Petri (tamanho natural)

Fig. 2 — Reverso da mesma colonia.
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transporte; ¢) obtenclo mals facil no comér-
clo, com menor custo; d} maior resisténeia;
¢) melhor estética.

CONCLUSOES

1. As placas de Petri, de vidro resistente e
bem transparente, sfo recomendavels &
montagem de colénias gigantes permanen-
tes de fungos.

2. O adesive Araldite & satisfatdrio para a
colagem e vedaglio de placas de Petri.

3. A fixaglio pelos vapbres de formol con-
serva os caracteres morfolégicos das co-
tonias gigantes de funges.

4. As causas de alteracBes de tonalidade de
cor das colénias de certas espécies de

fungos, assim como dos pigmentos por
éles elaborados nfio foram por nés deter-
minadas.

RESUMO

0 autor apresenta os resultades obtidos na
montagetn de coldnias giganles permanen-
tes de fungos, com o emprégo de téenica ori-
ginal. Por essa técmica pode-se preparar,
de modo facil e econdmice, material perma-
nente para {ins demonsirativos e didaticos.

Agradecimentos — Pesejamos consignar
nossos agradecimentos ao Sr. Januvdrio José
Delle Cave pela valiosa colaboracio na par-
te técnica déste trabalho.

Recebido parc publicacds em 15 de julho de 1971

46



‘Rev. Inst, Adolfo Laute
81:47-56, 1971.

A OCORRENCIA DE “PONTOS DE QUEBRA PREFERENCIAIS”
EM VIEUS ALONGADOS

THE OCCURRENCE OF “PREFERENTIAL BREAKING POINTS”
IN ELONGATED VIRUS PARTICLES

Kagn Martmy S BeERsSCHMIDY (1)
DaLToN RaMALEO WEgIGL (B
THEREZINIIA APPARECIDA SALOMAO (B)

SUMMARY

The authors, starting from the concept of the “normal length” of virus particles
point out the dependency sometimes cbserved of the length of virus particles on
the method of preparation, to which the virus sample had heen submitted.

In preparations, obtained by the relatively mild methods of “dipping” or “exu-

dation”, higher percentagens of large particles can be seen, when observed with
the eleciron micrescope than in preparations of samples deriving from the same
virus seurce, but involving greater mechanical siress (ultra.centrifugation, aleali
desintegration, ulirason-waves etc.},

Generally, in preparations of this second type, the group of additional small
particles {not represented in preparations obtaimed by milder methods} consists of
rods of approximately the same size, what agrees with the idea, that the smaller
elements are fragments of the larsor particles,

The rather uniform size of such fragments suggests the occurrence, in large
particles, of “weak points”, where a breakage under siress would easily ocecurn.
Such ohservations are congidered indirect proofs for the occurrence of “preferen-
tial breaking poinis” of virus particles,

The electronmicregraphies of particles of several types of virus supply also
direct evidence for the occurrence of such preferential breaking points. Sometimes
in such micregraphies the particles are seen during the very process of breaking,
exbibiting intact one side of the particles border line and a gap on the opposite
side.

Based upon references of the Iiterature and on their own observations regarding
the tobacce rattle virus, the authors point out ihat the supposed positicn of the
“preferential breaking poinis”is often acentric, what results in the fragmentation
of the particle in pleces corresponding f£.1. to 1/3 and 2/3 of the original size of
the partiels.

Attention is called upon the cccurrence of biochemically weak points on the
virus particle, a phenomenon, which dees not explain bul markes easier undersian-
dable the occurrence of comparable weak points in relation to mechanical siress.

INTRODUCAO
1. O “tamanho normal” dus particudus

Com o desenvelvimento da microscopia
¢letrbnica surgin a possibilidade de obser-
vagho das particulas virais, Com isso se
estabelocenr, para a caracterizaglio de um
virus, uma nova propriedade importente: o

(13 Do Instituto Bioldgico, B&0 Paulo,
{2) Do Instltuto Adolfco Lutz, S8o Paule,

-

tamanho das particulas, Fssa propriedade ¢
muito significativa, especialmente nos virus
cujas particulas sio alengadas.

Branpes & Waorrer ® (1959), usaram o
tarmanho das particulas como base auxiliar
na classificagio e identificagic de alguns
virus vegetais que apresentam aquela earac-

terirtica morfologica,  Utilizaram, para es-

Pesquisador conferencista do CNPg.

£3) Da Faculdade de Medicina Veterindria e Agrenomia, Jabotlicabal, 880 Paule.
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tabelecer o tamanho das particulas de cada
virus, o coneceito de “tamanho normal”, isto
porque, na preparacdo de um determinado
virus, quando observada ao microseépio ele-
tronico, nem tbdas as particulas virals tém
exatamente o mesmo tamanho, Puderam as.
sim, estabelecer wm tamanho médie, resud
tante de uma disiribuigio das particulas em
classes crescentes de tamanhe. Esse tama-
nho é chamado de.tamaenho normel. Para
citar algims exemplos ,escolhidos do traba-
Iho de Brandes & Welter, podemos mencio-
nar que wm virus de trigo, transmitido atra-
vés do solo, possue tamanho nermal de 130
my, que o virus do mosaico do fumo (TMV)
caracteriza-se por um tamanho normal de
300 mp e que o virus X da batatinha tem
tamanho normal de 515 mp.

0 “tamanho normal” como uma das pro-
pricdades caracteristicas de am virus, nde €
prejudicado pelo fato de que alguns virus,
como o “rattle” do fume, possuem particu-
las que se distribuem, quando em histograma
representativo da fregiineia das particulas,
de modo a apresentar dois tamanhos nor-
mais,

Nas nossas pesquisas sbhre o virus “ratle”
do fumo, atribuimos as particulas pequenas
¢ grandes do virus tamanhos normais de 57
e 225 mp respectivamente.

Muitas vézes, nas preparagbes ao micros
copio eletrénico, constatarnos particulas vi-
rais de tamanhos bem diferentes do tamanho
normal e gue, de forma alguma, se enqua-
drariam dentro das freqiifncias préximas ao
tamanho nermal. Tals particulas devem ser
compreendidas como fracies ou pedacos de
particnlas completas. O problema que que-
remos  discatir néste trabalhe é a existén
cia de “ponlos fracos” nas particulas dos
viras, onde haveria maior facilidade para
fraturas, o que explicaria o aparecimento
preferencial dos fragmentos peguenos de um
determinado tamanho.

2. Proves da ocorréncia de quebras da
particele ¢ do formacie de fragmentos
de tamanhos uniformes

Dispomos de provas indiretas e diretas da
ocorréneia Iregiiente de quebras da parti-
cala do virus.

2.1 Provas indiretes — As provas indi-

retas apoiam-se pos dados relativos 3 influén-
cia que a téeanica de obtengio das prepara-
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¢hes exerce sobre a {reqincia do tamanhe
das particulas, desde a iéenica mais branda
até aquela envelvendo mais agitagfio.

Em outras palavras, preparagbes obtidas
pelo método de “dipping” ou de exsudagho
coniém  malor porcentagem de  particulas
grandes ou inteiras que preparacdes do mes-
mo virus e do mesmo material, submetidas
a ultracentriflugacio.

Observagdes comparativas da distribuicio
de particulas do virus “Stengelbont” da ba-
tatinha, variante do virus “rattle” do fume,
em preparacio do mesmo material, obtido
por exsudagio (métedo brande) e por ultra-
centrifugacio (método agitado) ja foram {ei-
tas por Paut. & Bopg* (1955). Interpre-
tando os resuitados gue reuniram npuma ta-
hela do citade trabalho, os antores verifi-
cam que “a porcentagem das partfculas pe-
gquenas (na preparagio submelida & centri-
fugacio) sumentou, como parece, a custa
da porcentagem das malores”. “Fsse resul-
tado”, continuam os autores, “& facil de se
interpretar, ao admitir-se gque em conseqilén-
cia da centrifugacio é favorecida uma que-
bra em frachcs menores’”.

Na discusso os aulores voltam ao proble-
ma da fragmentagio das particulas em con-
segiiéncia da centrifugacio e aventam uma
hipdiese segundo a qual para cada variante
do virns o grau de resisléncia conira quebra
seria especifico. Determinam ainda os an-
tores o quociente do tamanho dos fragmen-
tos como sendo 1:2,6. :

Nas nessas proprias experiéneias sébre vi-
rus “rattle” do fume, originalmente encon-
trado em tomateiros, incluimos também algn-
mas observagBes referentes 4 influéneia do
tratamento do suco de plantas infectadas
sébre a distribuigio porcentual de particu-
las em classes crescentes de comprimento,
escolhendo, para essa observacio classes de
12.5 mp. Foram medidas ¢ incluidas nas
respectivas classes de [regiiéncia 235 parti-
culas observadas em preparagfes obtidas pelo
método de “dipping” — Grupo A (Fig. 1) —
¢ 953 particulas observadas em preparaces
reseltantes de uma ultracentrifugacio de su-
co — Grupo B (Fig. 2).

A distribuicio porcentnal das particulas
dos grupos A e B estd demonstrada nas fi-
guras 1 e 2,

Uma comparacio déstes praficos mostra
gue

a) () histograma representative da fre-
giiéneia das particulas em classes crescentes
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em classes crescentes de 12,5 mp. Prepara¢des obtidas com o método "Dipping”,
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de tamanho exibe, no grupe A, dois picos si-
tuados nas classes 37,5-50,0 mp e 137,5-150,0

LERIT

by De tddas as particulas do grupo A,
39,3% tém tamanhos que se enquadram nas
duas classes apontadas no item a;

¢} O histograma correspendente 3 distri-
buigho das particulas do grupo B, nas mes-
mas classes de tamanho, sé ilem wm pico,
formado pelas particulas incluidas na clas-
se 250 — 375 mp ou em classes vizinhas
a esta. Nota-se que 8ste pico estd transferido
para uma classe represeniativa de particu-
las de tamarnho menor (250-37,5 my);

d}  As classes onde se situam os dois pi-
cos do Grupo A englobam 39,39 de ibdas
as particulas; as mesmas classes, no Grupo
B, apresentam apenas 28,2¢ das particulas.

A explicagdo mais vidvel para a diferen-
va da distribuicBo das particulas em grupos
de tamanhos crescentes é a qﬂpoqigéo de que,
em consequéncia de fércas meciinicas agin-
do durante a uliracentrifugacio sdbre  as
parlfculas, algumas delas guebrem em fra-
©des menores. Se essa suposicio é correta, de-
vemos, no histograma da Fig. 2, ndo s6 en-
contrar um sensivel aumento de particulas
nas eclasses representativas de tamanhos pe-
fgquenos, mas provavelmente ainda um aumen-
to correspondente da freqiifmeia de parti-
culas em classes intermecidrias, Isso cor-
responderia & f:uposzc;ao de que a particula
grande, medindo c¢frea de 146 my, que-
braria num ponto tal que determinaria um
componente menor (de um lamanho aproxi-
mado de 46 mp) e um maior, de tamanho
aproximado de 100 mp. Essa suposigis,
para a qual falta ainda prova segura ex-
perimental, nio esid, em todo caso, em desa-
edrdo com as conclusBes gue podemes tirar
da comparacio dos dois grifices.

Particulas pequenas, gue se enquadram
na classe 37,5-50,0 my constituem no gru-
po A apenas 14,89 das particulas contadas,
mas vepresentam no grupo B, 28,49 dessas
particalas. Por oulre lade, particulas gran-
des, enguadradas nas classes entre 125 e
175 myp copstituem, ne grupo A, 24.0% e
uo grapo B apenas 13,5%. Ac mesmo tem-
po pode-se notar, ne grapo das particulas
submetidas & uvitracentrifugacio (B}, um au-
mento da freqiiéneia de particulas de tama-
nho Intermedidrio. Particulas do tamanho
aproximade de 100 my {incluidas nas clas-

ses abrangendo os tamanhos de 75-125 mg)
constitnem apenas 11,59 das particulas do
grupo A, mas 19,69 daquelas do grupo B.
Nio podemos afirmar, por enguanto, que
sdo sempre as particulas grandes que sofrem
fragio no curse da ultracentrifugacio. E
muile provivel que em certos casos também
algumas das particulas pequenas sofram gue-
bras. Acreditamos, entretanio, gue algumas
das peculiaridades dos histogramas A e B
pedem ser explicadas satisfatdriamente pe-
la suposico de que particulas grandes, de
um tamanho de cérea de 150 mp, intactas
em preparagoes obtidas com o método de
“dipping”, quebram, em consegiifneia da ul-
tracentrifugacio, em um pedago menor {de
cérca de 46 mp) e um malor (de cfroa de
100 mp).

Ohservacbes relativas 2 influéneia da ul-
tracentrifugacio sébre o tamanho das par.
ticulas ndc foram apenas relatadas por Paul
& Bode, mas por diversos outros autores.
Francxi® (1966}, estudou o efeito da ul-
tracenirifugacio e de alguns ouiros fatéres,

- como o pH do solvente e da soluco dialisa-

dora sobre a distribui¢o de parlticulas em
classes crescenies de tamanhe, (Jueremos con-
siderar aqui, apenas a influéncia da uliracen-
trifugacdn e cscolher, dos dados que o au-
lor reune na Tabela 1, pag. 292 =6 os re-
ferentes 4 preparagio 3. O autor fez me-
digbes de duzentas pariiculas de duas pre-
paragbes contendo TMV. A primeira (A)
tirha sofride apenas uma centrifugagio de
9000 g por 10 minutos, & segunda (B} tinha
sido submetida & duas uitracentrlfugagoes
a 144000 g durante uma hora cada ves
Noton 8le, na disiribuigic porcentnal das
particulas em diversas classes, as seguintes

diferencgas:
Particulas %
< 278 mp 1 275-350 ™ma -1
i
! ’ -
23 | 73 4
]
B 56 1 42 2

Tsso mosira de nove gue, em preparagdes
submetidas & ultracentrifugacio, a porcen-
tagem das particulas pequenas aumenta i
custa das particulas maiores, o que se pode
explicar admitindo que, devido as forgas me-
cinicas agindo sobre as particnlas grandes,
elas quebram dando origem a fragmentos.
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Com o virus X da batatinha, resultados
semethantes foram obtides per Cmico &
Gurmmit* {1969). Em preparagbes obtidas
com método de “dipping” {brando}, 57-809%
das pariiculas medidas apresentavam um ta-
manho de 500.600 myg., Apds centrifugaciio
diferencial, apenas 23-43% das particulas
caraclerizavam-se por ésse tamanho indicado.

Nao podemos aqui analisar em  detalhe
todos os fatdres que, de acordo com as indi-
caghes da literatura, provocam wuma frag-
mentacio de particulas alongadas.

Queremos, porém, mencionar gue a capa-
cidade de provecar fragmentaciio de parii-
culas foi atribuida a: 1) Raios ultra-viole-
ta {Me Laren & Kuivxowsk: ™ 1967},
2} Ondas ultra-sénicas (D MONTGREMIER,
Grapar & Cromssant®, 1954 e Hmaxa &
Kirntvama 7, 1953); 3) Exposicdo das pre-
paragles ao espago — talvez conseqiiéneia
da agfio de raios ultra-vieleta (Orpon™,
1969); 4} Aglio de algumas substancias
guimicas, como formalina ou extrate de
Phytolacca americana (Hmaks & Kimiva-
a7, 1953): 5} pH neuiro ou alealino do
liguido em que as particulas se acham sus-
pensar (Francki ®, 1966) mas, principalemn-
te, a temperaturas elevadas eu muito haixas
{Hmaxs & Kirivama?, 1953, Kassanvis &
McCarrry ¥, 1967, Onivemra ¥, 1967 e
Kaxnciesser & Devpner ®, 1953},

Alguns irabalhos referem-se ao tamanho
dos fragmentos que se formam em conse-
giéncia da guebra. Tais indicagGes sdo para
o assunto agui tratado de interésse especial,
porque permitem tirar conclusfes relativas
a evenluais “ponles fracos” das particolas,

No primeiro trabalhe que vamos conside-
rar (Buncr, Hersuey & Ineramam ® 1966).
08 pontos de quebra preferencials foram de-
terminados néoe para a particula de um virus,
mas sim para a moléenla de DNA do hacte-
riofago Dy Verificou-se, nos estudos reuni-

2

dos no referido trabalho, que as moléculas,

sob o impacto de [éreas mecdnicas, formam
fragmentos que representam 0,6 e (4 res.
pectivamente do tamanho original da molé-
cula.  Os pedagos maioves, expostos a forgas
mecinicas ainda mais poderosas, gquebram
em pedagos que representam respectivamen-
te 0,4 e 0,2 do tamanho original da molé-
cula, Merece ser destacado o {ato de que
a molécula nio guebra em dois pedacos
ignais, o que leva os autores a admitir a
existéneia de pontos de quebra acéntricos
gue explicam a formacio de fragmentos de-
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siguais. Uma das hipbteses formuladas pe-
los autores prevé a ocorrfncia de ponfos de
quebra em posigbes distantes 0.4 e 0,6 do ta-
manho da moléeula, medindo-se essa dis-
tincia de cada extremidade da melécula. Ou-
tra hipdtese admite a ocorréncia de 4 pon-
tos fracos, dividindo a molécula em 5 seg-
mentos iguais. ILisses resuliados sio bastan-
te elucidativos para a melhor compreensao
da localizaglio de pontos de quebra em par-
ticnlas completas do virus, porque é prové-
vel gque também nelas “os pontos fraces” se
situem na molécula do deldo nuckico,

ScuraMm ¥ (1954}, referindo-se & decomn-
posicio alcalina do TMV, menciona a for-
macho de iragmentos que corresponderiam
i 6.* parte do valor original. Em estudes
mais recentcs e ainda relacionados com a
decomposicio alcalinag do TMYV, Oxna, Ta-
nicucHr & Matsuri* (1970), verificam que
a degradacio para guando um térgo do bas
tonete ¢ decomposte. Scria entdo wma frag-
mentaglo na proporcio 2:1. Hidaka e co-
laboraderes, nos estudos ja mencionados sé-
bre a influfneia de vArios fatGres inativa-
dores sdbre o TMV, chegaram a destacar
particulas medindo 25 my ou menecs. O ta-
manho de 25 mp corresponderia exatamen-
te & metade do tamanho dos fragmentos ob-
servados por Schramm. A resaltados com.
pardveis com os ja relatados chegaram tam-
bém Kassanis & McCarthy em estudos rela-
clonados com a influfncia da temperatura
sbhre as propriedades de diversas variantes
do virus TMV. Numa determinada fase dés-
ses estudos, em que preparagdes purificadas
de uma variante nova foram expestas a 20°C
em meio alcaling (pH 8), fol libertade BNA
numa quantidade correspondente a um ter-
go da particula. Finalmente, ainda em co-
nexle com o assunto, devem ser menciona-
dos os resultados, caracterizados come preli-
minares pelos proprios autores, De Mont-
GREMIER, GrABAR & Cromssant® (1954},
que submeteram preparagbes purificadas de
particulas do virus X da batatinha, a ultra-
som. Chegaram os aulores a observar frag-
mentos da particula do virus X da hatati-
rha, do tamanho normal de 466 mup. Os
menores fragmentos mediram 33 mp; os ou-
tros, multiples aproximados désse tamanho.

05 exemplos citados sio suficientes para
mostrar que muitos dades, obtidos por mé-
todos indiretos, falam a favor da existén-
cia de “pontos preferenciais” de quebra nas
particulas de virus,
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2.2 Provaes dirvetas da quebra de parti-
culus @ da ocorréncia de “pontos preferen-
cieis” de quebre - Falia ainda demonstrar
se as quebras do particulas, postuladas pelos
resultados obtides com métodos indiretos, po-
dem ser observadas diretamente por meie do
microscopio eletrdnico e se tais observagbes
podem fornecer algumas indicaces a respeito
da ocorréncia de “pontos preferenciais” de
quebra. Antes de fazer pma revisfo suscin-
ta da lteratura a respeito, devemos mencio-
nar uma das dificuldades que na resolugie
désse problema deve ser levada em conside-
ragho. Se alguns fatéres tendem a provo-
car uma quebra das particulas {per exem-
plo: pH rpeutro ou levemente alcalino), ou-
tros (por exemplo: pH acido} causam agre-
gacio das particulas, isto &, uwma justaposi-
cio das extremidades das particulas. Na
interpretagiio de micrografias eletrénicas de-
ve-se entfo tomar o cuidado de estudar as
condicfes externas em que as preparagdes

foram obtidas, para poder diferenciar entre
particulas quebradas e agregadas. Achamos,
para a apreciagio désitc preblema, especial-
mente convincentes 03 casos em fue as par-
ticulas se acham em plena fase de quebra,
isto &, apresentam ao longo de um de seus
lados, o inicie de uma f{enda transversal,
enguanto que o oulro lado encontra-se in-
tacto, Nésse ponio 3s vézes os dois compo-
nentes da particula formam wm dngulo agu-
do {Fig. 3}. Para o nosso problema pare-
ce-nps importante 2 observacio em detalhe
de tais particulas, a que podemos chamar
aqui “particulas desconlinuas”, porque elas,
apresentando rachadura nitida, nfo podem
ser confundidas com particulas agregadas.
TFais particulas descontinuas sho  ilustra-
das p.ex. num trabalho de Lrr’! {1968},
sébre um virus do trigo, cujas particulas pos-
suem forma oval-alongada. Na Figura 9 do
referido trabalhe podese ver nitidamente
que, néste caso, o ponta de quebra é acén-
trico e que os dois componentes da particula,

Fig. 83 — Micrografia eletréniva de particulas de virus “rattle” do fump, obser-

vadas em preparaclies obtidas pelo mdétodo

“dipping”. As seias indicam os

pontos {racos nas particulas “descontinuas”.
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ainda unidos, tém comprimentos relatives de
1 e 0,44. Na Figura 8d é ilustrada outra
particula descontinua, cujo ponio de quebra
estd localizade de maneira a favoreser a for-
magio de componentes dos tamanhos refa-
tivos de | e 0,5, Em outras figuras nio ¢
facil medir o exato tamanho relative dos
componentes; entretanto, elas permitem dis-
tinguir a localizagio acéntrica des pontos de
quebra e a acentuagio da ruptura na me-
dula da particula.

Outras particulas em vias de guebra ou
descontinuas podem ser observadas também
nas figuras que acompanham o trabalho de
Arapzkov et olii* (1970) sdbre proprieda-
des dos virus “hibridos™; a Fig. 6 mostra
3 particulas descontinuas, tendo duas delas
pontos actairicos de quebra, ao passo que a
terceira particula parece ter gquebrado no
centro.

No curso de nossos estndos sObre o virus
causador da doenga “raitle” do fumo (SiL-
BERSCHMIDT, Wricr, & Saromio™ (1969)
obtivemos preparagdes que permitiram a ob-
servacho de um nGmero relativamente eleva-
do {81} de particulas descontinuas désse vi-
rus. Para poder determinar ¢ tamanho dés-
tes componentes, projetamos as micrografias
eletronicas numa tela e medimos com régua
o tamanho dos componentes das parlicuias
descontinuas. Dos resuliados se pode tirar
a conclusio de que, e muitos casos, os com-
ponenies das particulas descontinuas ®m um
comprimento correspondente  Aquele do ta-
marnho normal das particulas longas ou curtas
do virus “rattle” do fume. Interpretamos os
resultados admitinde que havia nas prepa-
ragbes ntunerosos “agregados” de particulas,
¢ gque provavelmente nos agregados as ex-
tremidades das particulas representarm pon-
tos fracos, Mas o resuMtado das nosses me-
didas mostron também que alguns compe-
nentes das particulas tinham wm comprimen-
to ainda menor do que o tamanho normal
das particulas curtas do wirus “rattle”. A
ocorréncia de semifragmentos tdo peguenos
80 pode ser explicada admitindo-se que havia
pontos de quebra também nas particulas e
nio 6 nos agregados. A maloria dos com-
ponentes peguenos das particolas  desconti-
nuds, que podiam ser medidas com suficien-
te exatiddo, caracterizava-se por wm tama-
nho de cérea de 35 my. Componentes désse
tamanhe podem resultar da ocorréncia de
pontos de quebra ou mno centro das parti-
culas pequenas ou, em particulas grandes,

numa distAncia correspondente 8 1/6 do
tamanho da particula, a conmtar de wma das
extremidades. O caso mais freqilentemente
observado nas nossos micrografias eletréni-
cas foi a fragmentacfio inicial no centre das
particulas pequenas,

3. Possivels cuusas da ocorréncig de “pon-
tos fracos” nes particules

J& ao expor as provas indiretas. da ocor-
réncia de guebras de particulas, explicamos
que essas quebras sio a consegiiéncia de fér-
cas mecdnicas que agem sdbre a particula,
is vezes de maneira tal que uma exiremida-
de fica exposta a um potencial mais forte de
que a outra. Isso explica 4 ocorréncia de gue-
bras, mas nio ainda a existéncia de pontos
fixos de guebra nas particulas. As part-
culas “descontinuas” ilusiradas por Lee, de-
monstram claramente gue a ruptura ocorre
primeiramente na medula, isto & na molé.
cula gigante do acido ribonucléico, Essa
molécula, composta de uma cadela muito
grande, em que os nucleotideos estdo enqua-
drados numa segiidncia significativa, pode
ger, no laboratorio, decomposta pela aglo de
diversas substincias quimicas. Algumas des-
sas substincias agem de maneira drdstica,
como o acide cloridrico diluide ou uma so-
lugio fraca de aleali; sob a influéneia desta
Gltima ,por exemplo, ocorre uma hidrélise
completa de todas as ligagSes entre nucleoti-
deos, mas existem também substdncies que
causam degradaces mais limitadas e espe-
cificas na molécula.  Entre estas. queremos
mencionar agui, baseando-nos no esquema
apresentado por Incram® (1966), apenas
duas - a ribonuclease T,, derivada da taka-
diastase, e uma outra ribonuclease — a pan-
creatica. A primeira delas rompe a cadeia
do dcide nucléico num ponto em que um dos
fragmentos resultantes termina em acido gua.
nilico. A ribonuclease pancredtica tem es-
pecificidade para bases pirimidinicas (eitosi-
na e uraeil}.

Citamos o0z pontos especilicos do ataque
dos enzimas apenas como exemplos da ocor-
réncia de ligages bioquimicamenie distintas
na cadeia da molécniz do dcido ribonucléi-
ce, semn dispormos de prova alguma para a
suposicio de que tais ligacGes sfo vulnerd-
veis a wm impacto mecinico. Podemos até
afirmar que nem todas as ligagles, sujeitas
a agdie da ribonuclease, constiiuern pontos
preferenciais de quebra, porgue néste caso
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provavelmente a particula fragmentar-se-la
em grande namere de pedacos peguenos,
Mas assiin mesmo achamos interessante cha-
mar a alengfo sdbre a ocorréncia, ja prova-
da, de ligagBes especificamente susceptiveis
& aciio da ribonuclease, porque, ji que exis-
tem na moléenla pontes bioquimicamente fra-
cog, nio é improvivel que existam também
pontos mecidnicamente fracos.

RESUMO

No trabalho focaliza-se primeiramente o
concetto do “tamanhe normal” das particulas
e em seguida discute-se a relaciio existente
entre o método da preparagio ¢ o compri-
mento das particulas vieais,

Preparagies obtidas por métodos relativa-
mente brandos {“dipping”, exsudacio}, quan-
do observadas ao micrescopio eletrénico con-
tém mailores porcentagens de particulas len-
gas que preparagoes oblidas por méledoes que
envolvemn grandes lensées mecanicas {ulira-
centrifugaciio, ultre-som, temperatura eleva-
da), Estas apresentam malor porceniagem
de particulas pequenas, consistindo de basto-
netes aproximadamente do mesmo compri-
mente, Isso estd de acérdo com a hipéiese
de que as partfculas curtas, enconiradas em
preparagées que envolvem tensies, so [rag-
mentos das particulas longas. O tamanke
uniforme dos {ragmentos curtos sugere a ocor-
réncia de pontos fraces nas particulas longas
nas quais, sob tens@o, a2 quebra poderia ocor-
rer. 'Tais observacGes sdo consideradas nes-
te traballke como provas indiretas da ocer-
réncia de “pontos de quebra prelerenciais”
das particulas virais,

Finalmente siio aduzidas observacbes da
microscopia eletrénica a respeito de parti-
culas chamadas “descontinuas™. isto é, em
vias de ruptura. A ocorréncia de tais par-
ticulas “descontinuas” e a relagio existente
entre o tamanho dos fragmentos sdo consi-
deradas neste trabalho como provas direlas
da existéncia de “pontos de quebra prefe-
vencials” das particulas longas.
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ACAO DO FERRO SOBRE O GRUPO DOS POXVIRUS IN VITRO ¢

ACTION OF IRON ON THE POX VIRUS GROUP IN VITRO

Mants IrENs MALACHOWSKA (2)
ADELA Rotm (9

BUMMARY

In experiments with embryonated hen eggs and continuocug line of human
kidneys cells was demonstrated a inhibitory action of iron-giycerophosphate on the

POX Virus group.

INTRODUCAO

{ltimamente foram publicados varios tra-
balhos sdbre substAncias antivirais® > 7 3% #5
* e realizadas pesquisas s0bre a aglo de
metais leves na mentbrana celular 5%, Por
iado, os cabions de ferre sfio cenhe-
como inibidores de produgiio de to-
de varias bactériaz comeo Closiridium
Corynebacterice  diphterice

oufro
cidos
xinas

perfringens e
1,5, 6, 14, 14, 10

Também {foi demonstrado que o virus da
influenza fol quantativamente absorvide pelo
oxido de ferro ¥V, e é ronhecida a acdo inibi-
dora dos cations de ferro sdhre os virus de
plantas e anfmais ® 2% 2,

Neste trabatho apresentamos os resaltades
da agio dos cations do ferro sébre os poxvi-
rus em culturas celulares e em ovos embrio-
nados de galinha.

MATERIAIS ¥ METODOS
Firus

Usamos o virus da Variola major, cepa
Harvey, Variole minor, cepa Builer e o virus
vacinico usado no Instituto Butantd para pro-
dugio de vacinas, todos adaptados z mem-
hranas coriolantdides com passagens em nos-
so laboratério em ovos e em culturas cehila-
res. Os titulos de V. major e V. minor foram

{1} Trabalho realizado no Servigo de Virologia
{2} Do Instituto Adoifo Luiz

iguais, isto &, em ovos 10° e em culturas ce-
lulares 10%; o tituio do virus vacinico, em
ovos, fol de 10" e, em cnlturas celulares, 104,
todos em 0.} ml

Culiuras celulares

Usamos linhagem coniinua de células de
rimm humano {RH)} originérias de Ness Zion,
Israel, mantidas pelo Jaboratério de culturas
celulares de nosso Service.

Meios

Como meio de manutencio usamos o de

Manks com 2% de séro de vitelo {HNV 29;),
Cvos

Foram usados ovos embrionados de gali-
nha de 10-11 dias de incubagfo e a inocula.
cio foi feita na membrana coriolantéide, pe-
Ia téonica usual.

Ferro

Dos diversos sais de ferro, escolhemos o
glicerofosfato de ferro (GFF) que & ficil-
mente solvel. Como solvente, usamos sali-
na tamponada estéril (PBS), ajustando-se
com bicarbonato de sédio o pH da solugho
para 7,2-74. Em experiéncias preliminares
verificamos a quantidade de sal de ferro a

de Institute Adoifo Ltz
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ser usada na inorulacdo. Com doses varia-
vels, observamos que a dose méxima ndo no-
civa para Ove embrionado de galinha {oi de
500 v: para culluras celulares, fol de 100y
por tubo e de 300 y por frasco de 60 mi.

Teste de agiio do ferro

Em ovos —- Uma mistura de 40-80 par-
ticulas de virus em 0.1 mi com 500 v de
¢licerofosfato de ferro em 0.1 ml, inocula-
va-sc numa seérie de 12-15 ovos para cada
virus, em guantidade de 0,2 ml por dvo. Apds
3 dias de incubasgio a 36°C, abriam-se os
ovos para contagem das lesbes nas membra-
nas corioalantéides. Simultdneamente abriam-
se 0 ovos conlréle inoculades s6 com virns,

Em cultura de tecidos — De frascos de
60 mi com culturas de células RH retirava-se
o meio e inoculava-se com 0,3 ml de virus
préviamente titulade. Em seguida, adiciona-
vam-se 300 v de GFF dissolvide em PES na
concentracio de 100 y/0,1 ml. Apds 1 hora,
de contacto em temperatura ambiente, adi-
cionavam-se 10 ml de meio nulritivo e in-
cubavam-se as culturas e estufa a 37°C, du-
rante 6 dias, Para cada virus usava-se uma
série de 10.12 frascos. O mesmo nimero de
cultiras foi incculado 86 com virus para con-
trole.  As culturas eram observadas didria-
mente. No 6.7 dia, apos a retirada do meio,
as ealturas foram coradas pelo método de
LinpenManN ¥ e contaranese as lesBes.  Os
experimentos foram realizados também em
tabos com eélulas RH, usande uma série de
10 tubos para cada virne, & procedimento
foi 0 mesmo usade para os frascoes, inoculan-
do-se 0,1 ml de virus préviamente titulado e
106G v de GFF/tubo.

As inoculagfies foram realizadas da se-
guinle maneira:

1. Incculava-se o virus simmltdneamente
com o GFF.

2. Colocavase o GFF 24 horas antes

da inoculacfio.

3. Deixava-se o GFF 24 horas em con-
tacto com colturas, em segnida retirava-se

58

o meio de manutencio. inoculava-se o virus
e, ap6s 1 hora de contacto, adicionava-se no-
vo meio de manutengo,

RESULTADGS E DISCUSSACQ

Nas experiéncias em ovos, observamos ni-
tida diminvicio do ndmero das lesBes nas
membranas corioalantéides inoculadas com
virns mais GFF guando comparadas com con-
trdles inoculados 50 com virus.

O quadro ! iustra os resultados de um dos
experimentos escolhidos ao acaso.

QUADRO I

Nimeroe de lesfey sas membranas coricalantdides
incculadas com virus vacinico

Ovog Virus Yirus
ne 0,1 mi 31 mil + 500 v GFF
1 30 16
2 g0 10
2 32 10
& 42 c
b 64 5
8 20 i
7 T2 10
g 51 4
@ 35 Q
i0 a4 G
i1 80 2
i2 30 0
i3 22 0
b 42 3
Toetal 835 61,
Média 45,35 4,33

st paleulado = 8,839
“Et tabelado = 2,779
P o= 0,01

Embora obtivéssemos resultados significan-
tes, deixamos de trabalhar com ovos por cau-
sa da vartagio dos niimeros obtidos nos expe-
rimentos, e pelas grandes diferengas entre
dsses nlimeros. Dos frascos com culturas ce-
ludares, onde fol inoculads o virus e GFF,
simultineamente, obtivemos os resultados ex-
postos nos quadros 1 e HIL
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QUADRO IT

Nitmere de lesfes em culturas celulares incoula-
das com virds vacinico

Frascos Virus Virus
n.2 0,1 mi g1 ml + 300 v GFF
1 A% a
P 49 4
a 41, 5
4 2% 5
5 42 2
& 45 %
T 48 3
8 49
G a6 D
10 55 1

Total 432 38

Média 43,2 3,6

Rev, Inst.

QUADRO 1V

Resultedo dos experimentos feiios com 10 ifubog
nos quais foi colocado o GFF, 2& horas antes
o inocuwiacdo do virus vaecinico

90 caleulado = 5380
“17  tabelado = 2878

P o= 03

GQUADRO TIX

Numero de lesées em culturas celulares inocuwlu-
das com virws vaviclag (Harvey)

Frastos Virus Virus
ne 31 ml 0,1 ml + 300 v GFF
i 42 8
2 85 7
3 &0 1%
4 4G 11
3 55 14
B 66 1z
7 a9 7
& [i1i] 7
9 44 8
10 30 [
it a1 2]
13 864 8
Total 648 1]
Mégia 54 g

“£ calewiado = 9,8
“t tabelado = 251
P o= 0,01

60

Virus
vaeinico
mi

GFF Media das
v lesles

01 432
0,1 100 53

Outros resuliados obtivemos em experi-
mentos nos (uais deixavames o GIF nas cé-
lulas, 24 horas, relivhvamos o meio, e inocu-
lavamos o virus. O guadre V ilustra o re-
sultado:

QUADRO V
Resultado dos experimenios feitos com 10 tubos

nos queis foi colocado o GFF e, apés 24 horgs,
retirade © meéio € inocwlado o virug vacinico,

Virus
vacinico
ml

Meédia dag
¥ lesdes

0.1 — 43,2
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Nossas observagbes demonsiram que o ca-
tion de ferro na forma de glicerofosfato de
ferro exerce acfio inibideva de crescimento
nos virus usados, fanto nos oves embrionados
de galinha como nas culturas celolares, con-
forme demonstram os resultados altamente
significativos obtides pela aplicacio do teste
Stadent 1",

Foi observada nitida inibicde dos vires
nos experimentos em qoe o virus e ferro
foram inoculados simultdnecamente.  Uma
inibigio em grau menor, porém também sig-
nificante, fol observada quando o GFF foi
deixado duranle 24 horas em contacto com
as células, antes da inoculacio do virus. Nos
experimentos onde apds 24 horas da inocula-
cio de GFT retiravamos o meio e inoculava-
mos o virus, observamos diminuida inibicie
do nilmero de lesbes produzidas pelo virus.
Poderiamos supor que sdmente parte do fer-
ro foi aproveitada pelas células, enquanto
gue a maior parte ficou no meio. Posterior-
mente, foi verificada a presenga de ferro nas
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células, pelo método histoquimico especifico
de Comori. Nas células tratadas com ferro
¢ simultineamente inoculados com virus, ve-
rificow-se coloracfo azul intensa nos nhcleos
¢ leve cér azulada no citoplasma, indicando
localizagio prelerencial do metal.

Os esclarecimentos do mecanismo da {fun-
¢io inibidora de cation de ferre exige estu-
dos bloguimicos que ja [oram Iniclades,

RESUMO

Em experiéncias com ovos embrionados de
galinha e em linhagem continua de sistema
celilar de rim humane, foi demonsirada a
acio inibidora de glicerofosfato de ferre sé-
bre amostras de poxvirus,
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RESIDUOS DI PESTICIDAS CLORADOS EM CONESBERVAS
DE CARNE BOVINA

CHLORINATED PESTICIDE RESIDUES IN PRESERVED MEAT

Warryria H. Lara (5
Heuomsa H., C. Baprprro (32
Mregmmo Y, TAKATIASHI €5

BUMMARY

A total of 120 samples of preserved meat were analvsed for chlorinated pes-

ticide residues by gaz chromatfographic methods.
isomers of BIIC were found in all samples.
very small amounts in the majority of samples.

The alpha, beta and gamma
The delta isomer wag found only in
The amounis of total BHC (on

faf) varied from 0.02 to 163 ppm with an average of (.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 heef” which

containg interstitial fat.

INTRODUCAO

Durante os tltimoes trinta anos, o uso do
ur grande nimero de substAncias toxicas
na agricultura e pecuaria, cemo os insetici-
das, fungicidas, herbicidas e acaricidas, trou-
ve de wm lade, beneficios para a produglo
e protegiio de alimento mas, de outre lade,
novos problemas. FEstas substincias téxicas,
acumulando-se em pequenas quantidades no
golo, Aguas, plantas e animais constituemm os
residuos de pesticidas,

Com oz estudos toxicologicos ja realiza.
dos, a melhoria dos métodos de detecgho de
residuos, a siptese de novos predutos mais
especificos ¢ que deixam menos residuos, fo-
ram ecstabelecidos limites de tolerdncia para
residuos de pesticidas nos mais variados ali-
mentos e racbes para animais.

Na década de 60, inumeros levantamentos
foram feilos em varios paises, a fim de de-
terminar residuos de pesticidas ros mais va-
riados alimentos e ragBes e em séres huma-

55 B) 7! 8) 9

nog & %

{1y Trabalhe realizado na

Secdo de

Aditivos e Peslicidas Residuais

Ne Brasil, onde ¢ uso de pesticidas clora-
dos sdmente agora vem sendo substituido por
fosforados e onde o contrdle do uso correto de
pesticidas € dificultado por infimeras razdes
— {alta de conhecimentos por parte dos apli-
cadores, € a extensio do pals — ¢é de grande
importineia o levantamento de dados a res
peite de residuos de pesiicidas em alimentos,
a fim de se ter conhecimente da situagio
existente, ou melhor, do grau de contamina-
¢do j4 aleangado.

Araeapa e BarmreTo ?, em determinagbes
em leite consumide na cidade de Sfo Paulo,
verificaram a presenga consiaute de residuos
de BHC em todas as amosiras analisadas.

Q0 presenie trabalbo mostra os resultados
do contrdle de conservas de carne bovina.

MATERIAL E METODOS

Forarmn analisadas 120 ampostras de con-
serva de carne bovipa. enlatada, para expor-
tacgo; 43, de “Corned Beef”, 45 de “Hoast
Beef e 30, de “Chopped Beel” que, no mer-
cado interno, sfo vendidas com o nome de

ao Instituto Adolfo Lutz

Apresentado na 282 Reunifio Anual da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciénecla, Curis

tiba, Parang, 1971,

(23 Da Secio de Aditives ¢ Pesticidas Residuais 4o Instituio Adelfo Luta.
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“Carne Bovina em Conserva”™ “Carne Assada
corn Molho” e “Fiambre de Carve Bovina”,
¥ssas amostras correspondem a uma producho
de 3.0060 toneladas de conservas, de um fri-
gorifico de S&o Paule que recebe gado proce:
dente de varios pontos do estado, da regifo
norle & noroeste. '

0Os métodos de andlise empregados foram,
em linhas gerais, os descritos nos “Métodos

Oficiais da A.O.A.C.7°%

Compreendem a preparaco e homogenci-
zacho da amostra, a extragho com solventes,
da gordura e dos pesticidas dissolvides na
cordura, a separagio dos pesticidas por par-
tigho em acctronitrila, a cromatografizs em
coluna de Florisil, a concentracio dos eluatos
¢ a determinagio em cromatografia em fase
gasosa com detector de captura clelrénica,

Na eluicio dos residuos na coluna de Flo-
risil fol empregada uma solugfo a 0%, ¢ a
seguir uma, a 159, de éter etilico em éler
de pelrles 30-60°C.  Na primeira, frogdo
A, podem ser encontrades os seguintes resi-
duos: aldrin, BHC, cordana, hepiaclor, hep-
taclor epdxido, DDT: na segunda, fracdo B,
endrin, dieldrin e endosulfan.

Para @ cromatografia ew fase gasesa foi
usado um aparelho Varian Aerograph mo-
délo 2100-00, com colunas de vidro em for-
ma de U, de 1/4 de polegada de diimetro
interno, ¢ pés de comprimento, uma com 2,5%
QF-1 o 2,56, DC200 em 100/120 Aeropack
3G ¢ outra com OV, 225,

As condighes de olimizagio feram: 210°C
para & temperatura de detector, 200°C para
o injetor e 190°C para a coluna, e fluxo de
nitrogénio igual a 30 ml por minuto. A iden.

tificacfio dos pivos encontrades nos cromato-
gramas foi feita pela comparagiio dos tempos
de retencfio vom padrbes submetidos s mes-
mas condigbes de andlise, nas duas colunas,
A determinacio gquantitativa foi feita pelo
métods de comparagio de Areas.

Os resultados sfo expressos cm parles por
milhfio e caloulades para & gerdura da amos-
ira.

RESULTADOS E DISCUSSAC

Em tddas as amosiras analisadas foram en-
conirades residues de BHC (alfa, beta, gama
e delta isOmeros, sendo o delta quase sempre
abaixo de 0.01 p.p.m.}.

Fm algumas amosiras, o cromatograma da
Jracdo A mostrou wm pico com tempo de re-
tengio proximo ac do aldrin, na coluna de
OF-1 e DC-200, mas distinto déste na coluna
de OV 225. Este pico nfo pbde ser identifi-
cado e nio corresponde a nenhum dos pa-
dres disponiveds.

Nos cromatogramas da fragdo B nfo foram
detectados residuos de aldrin ou dieldrin. Em
algumas amosiras, aparecen num pice amplo,
apds 00 min. e, por ser o tinico componente,
procuramos identifica-lo por melo de espec-
tro de absorgio no Infra-vermelho. O es
pectro ebtido da fracho concentrada Jeva a
crer que seja um glicerideo. Este provavel-
mente foi eluido na coluna de Florisil junta-
mente com os residucs.

0Oz resultados de tbdas as amostras para
o BHC total, islo é, a soma do alfa, heta,
gama ¢ delta isdmervos encontrados, estio
resumidos no guadro:

BHC total ne gordura

| I
Amostras . Menor :"("‘191" Maior lv'aim Mec_ha ‘autméiice‘x | = de amostras
Conserva N encontrado enecontrado de todos os vajores, acima de 0,3 p.p.m
pop.m. p.p.m. n.pr.Im. [
1
S L S “ PP —— —
Corned Beef 45 0,02 1,20 Q.40 60
Chopped Beeil 30 0,02 1 1,30 0,37 66
| ;
Roast Beef | 45 0,02 | 1,69 ! 0,41 46
|
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énd

Ve et

Fig. 1 — Cromatograma de uma fracdo 4 com 08 picos de soiventes seguidos
ido pico de alfa BHC, bela mals gama BHC, ¢ 0 pico ndo identificado
{QF-1.  DC-200;3.
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RSSO PR B

o
=

-
Fig. 2 - Tromatografla de uma Fracio 4, com 0s picog de solventes seguidos

de pico de alfa BHC, gama BHC, picoy ndo identificados, ¢ beta mais delta
BHC {coluna GV, 225,
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SHRIT N, FroUEBSTon

PR RS,

Fig. 3 -~ Cromatografia de uma Frocdo R com os pices dos solventfes,

Os cromatogramas das figuras 1 e 2 mos
tramn os picos sorrespondentes a uma fracdo
A onde aparece o gue ndo pode ser identi-
ficado; e o da fig. 3 corresponde a uma fra-
¢ito B onde aparecem apenas os picos dos
solventes, :

Dos valores obtidos, um dado interessante
se refere & diferenca no residuo de BHC. em
relagiio ao tipo de gordura da ecarne. O
“Roast Beef” é obtido de carne magra, ape-
nas com gordura interslicial, branca, enquan-
10 gue o “Corned Beef” ¢ obtido de carne

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

Examipando os grafices, {ig. 4, em que se
refacionam os valores, em partes por mithio
de BHC total, até o valor de 0,95 p.p.m..
com 0 nimero de amostras, vemosg a distri-
buicio dos valores encontrados para as ames
tras de “Roast Bref” e “Corned Beef” bem
distintas. Os grafices da fig. 5 mostram a
distribuigiic para o isémero alfa nas mesmas
ameosiras e, neste caso, sfo mais semelhan-
tes e, na maloria, abaixo de 0,3 p.p.m.

a7
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Fig. 4

Qs valores para o BHC tetal variaram  gislagio brasileira, vigente, estdo em desa-
désde 0,02 p.p.m. até 1,69 p.p.m. Pelo cdrdo, pois nio é tolerado nenhum limite
exame dos grificos pode-se ver gue nfio hd  para residuos de “hexacloreto de henzeno”
wma distribnigio reguiar dos residuos, mas  (BHC) em earne e derivados (Tabela 11 do
em média estio em valoves acima de 0.3 Deoreto 55.871 de 26-3-63 modificada pela
p-p-m. que & wm limite pratico em algo- Resolucio n.® 23/66 da C.N.N.P.A.).
mas legislagBes., Também sfe mais elevados ’ o '
gue alguns referidos em levantamentos fei- E dificil precisar qual seja a origem dos
tos em oufros paises™®  FEm relagio 4 le-  residues, pois as informmagbes silo contradi-
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torias. Algumas confirmam o uso do BHC
em varios produtos pecudrios {tratamento de
hernes, carrapatos) e outras, que a maloria
das atuals pastagens ja fol campo de cultive
de algodio onde se empregou largamente
BHC no combale & lagarta do algoedao,

RESUMO

Usando  tecnicas  cromatogréficas, 120
amostras de conservas de carne bovina foram
analisadas para determinacio de residuos de
pesticidas clorades. Em tbdas foram detecta-
dos os isdmeros alfa, beta, gama e delta do
hexaclorociclohexano (BHC). Os valores va-
rlaram de 0,02 a 1,69 p.p.m. para BHC
total, na govdura, sendo os valores de delia
BHC baixos — menos de 0,01 p.p.m.
~- na maioria das amosiras. A média arit.
mética dos valores obtidos & de 0,39 p.p.m,
para BHC tolal o gue representa am grau de

contaminagiio bastante aprecidvel. Os resul-
tados mostram uma relagio entre a natureza
da goridura da amostra (de depésito em
“Corned Beel” e intersticial em “Roast Beef™)
e o residue de BHC.
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ELETROFORESE SOBRE ACETATO DE CELULOSE (CAF).
REPRODUTIBILIDADE ¥ VALORES NORMAIS ™

CELLULOSE-ACETATE ELECTROPHORESIS (CAF).

REPRODUCIBILITY

AND RANGE OF NORMALITY

CeLipEia A, Coppr Vaz (5
RuBeENS GUIMARAES Frrgrr (9
NIKoLaus GEispioveL (13
Arcira Nawey b Pavns Camros ()

SUMMARY

The authors present a study of the reproducibility of the cellulose-acefate
electrophoresis and the stablishment of the range of normality for each component

by statistical analysis.

Comparative analysis were made by paper and cellulose-acetate electrophoresis

with the same samples.

Reproducibility of the method was considered excelent when carefully used.
The authors’ results were very symillar to those obiained by Knedel, and to

the Tiseliug' free electrophoresis.

INTRCDUCAC

Acetato de celuloze {foi intreduzido para
substituir o papel de filtro como suporte pa-
ra eletroforese, principalmente por nfo ad-
sorver protefna como o primeiro, b vie-
tude disto nfe se forma, durante a migra-
¢fio, um tapete de Albumina (trailling) =6
hre o quoal migram as fracfes menos tapi-
das.  Os componentes se localizam em faixas
mais definidas e a separagio permite uina
densitometria mais exata em virtude da ex-
celente transparéncia ¢ auséneia de colora
¢io de fundo (hack-groundi. No caso do
papel, a albumina adsorvida contribul para
diminuir o valor déste componente no ele-
troferograma.

Pelos métodos inicialmente propostos para
elelroforese sbbre acetato, como os de KonnT,
utilizavam-se faixas largas e a densitometria
se fazia nos aparcthos convencionals torran-

do o método dispendioso, razie pela qual
varios modelos de aparethos #m permitido
tltimaments a realizaclo de microtéenicas,
com grande economia de acetalo de celulose
e de todos os reagentes.

Mais recentemente Kngpzr® propbs mo-
dificagbes na metodologia de trabatho com
acetato de celulose uiilizando densitémetro
especiabmente construide, de medo a permi-
tir leitura de extingio de zero a 1,1, muito
embora seja mais aconselhdvel a utilizagio
da faixa de extingle de zero a 08, Em
virtude disto, a quantidade de proteina a
ser aplicada fica cxlremamente reduzida em
relacBo aos mélodos convencionais; no caso
de sbro, aplicam-se aproximadamente 0,05
microlitros.

TavcH ® estudou a reprodutibilidade e se-
lecionou corantes verificande gue no caso

(1) Realizado no Centro de Pesguisas Imunoguimicas da Fac. Med. Univ. SAc Paulo.

{2) Do Instituto de Biociépeias da U.S.P.
i3y Respensavel pelo Centro de Pesguisas
do instituto de Ciéncias Biomédicas,

Tmunocuimicas

da Depto. Microbiolegia e Imunologin

{3y Diretor de Depto, de Assisténcia Téenica da Carl Zelss Cin, — Optlica e Mecanica,
(53 Do Centro de Pesquisas Imunoguimicas de Fac. Med, Univ. Sac Pauio.
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do amidoschwarz 10 B a relacfo entre absor-
¢io de coranie e quantidade de proteina é
praticamente linear, seguindo a lei de Lam-
hert e Beer,

Como os valores da leratura se referem a
populagbes de outros paifses, realizamos no
Centro de Pesquisas Imunoguimicas wm es-
tude de reprodutibilidade ao lado do estabe-
lecimento da faixa de normalidade.

Alguns tipos de acetato de celulose com
caracteristicas varias tém sido produzidos e
muitos sfio os trabalhos em que 8sles supor-
tes sdo utilizados parz rotina eletroforética
ou investigagio clentifica ® % %3,

MATERIAL B METODOS

1. 18 amostras de s6ro de individuos
adultos foram analisadas gquanto ao teor pre-
téico  fracbes cletroforéticas.

2. Proteinas tolais foram dosadas pelo
método de GORNALL ef alii .

3. A corrida eletroforética foi realizada
na cdmara Mikrophor-Boshcamp utilizando
o aplicador de 0,05 microlitros, durante 20
minufos com 2 mA por membrana de ace-
tade (CAF} de 25,5x145 mm, em tampao
veronal-acetate, pH 8,6 ¢ {orea idnica 0,06.

4. Apds coloracio com amideshwarz 10
B e diferenciacio com metanol-dcido acético
(9:1), as fitas foram diafanizadas em dio-
xana-ischutanol (7:3) durants 2.4 minutos
e aguecidas a 70-80°C por 15 minutos.

5. Densitometria e integragdo foram fei-
tas simultineamente em registrador de ex-
tingfo e integrador combinados (Zeiss, mo-

délo £1.3).

6. Reprodutibilidade ol verificada ana-
lisands 10 vézes a mesma amostra de sbro,

7. A faixa de normalidade para cada
fragiio, determinada por eletroforese em ace-
tato, foi estabelecida considerados os 054
come intervalo de confianca (1,96 8). Os
soros escolhidos para o estabelecimente da
faixa foram préviamente selecionados por ele-
troforese sGhve papel de {iltro,
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RESULTADOS
Reprodutibilidade
(Os valores das fragbes eletroforéticas, re-
produzida a analise da mesma amostra 10
vézes, apresentaram-se homogéneos para ca-
da [raciio {Quadro I).
QUADRO T

Reprodutibilidade do mdtodo

{

i Pré-

Andlise | AU e Aa 2 Rela Gama
n.o mina mina
1 15 625 30 55 80 185
2 15 6820 30 55 95 i85
3 15 620 30 50 100 185
4 15 620 25 50 105 185
5 15 625 25 55 100 180
6 15 630 23 60  1L0 180
7 15 625 25 65 1.0 16D
8 15 625 25 65 105 185
g 15 830 25 80 100 170
10 15 625 25 60 185 170

Faixa de normalidade

No quadro Il sfio apresentados todos os
valores em percentagem relaliva e gramas/
160 ml, de cada fracio, para eletroforese
em acetate de celulose e sGhre papel de fil-
tro.

Os componentes revelivels em CAF sfo
os habituais da eletroforese sobre papel de
fikro, acrescidos de pré-albumina,

(s valores médios e os respeciivos desvios
padrde (13} para cada componenle, em per-
centnais e gramas/100 ml de sbro, encon-
tram-se no Quadro T11

A faixa de normalidade para cada fra-
ciin foi estabelecida, tomando-ze como afas-
tamento das médias 1,96 S, isto &, pratica-
mente 2 desvios padrBo. Fstes resultados
estio resumidos no Quadro IV,



QUADRO II

Resuliodos da eleiroforese sibre papel de filtro e acetade de celulose

D OEVA

Heo e

(AVD) eRoInIan ap

eL

Shre Porcentagem relativa Gramas por 100 mi de sdro
e Acetato de celulose l Papel de 71:1—21;{} | ?;’i‘. 1 - ;&éctaéo de celﬁi;se ‘ 7 . mPapel de Illi.ro o
o 8 v i A a o f !?ré A A @ o ' o e B
! i
1 71515 55 85 76 82 188 215! 61 436 009 033 052 055 ‘ 2,74 0,48 056 1,02 1,32
o 870 20 55 15 64 86 124 242! 64 4% 013 035 048 115 310 041 G55 050 154
3 10 @30 25 60 15D 55 &% 151 239 7.0 0,07 455 017 042 077 1,01 331 047 082 113 187
4 15 890 L5 53 100 81 92 141 202 78 011 3538 011 03D 078 140 377 063 072 1I0 158
5 630 20 60 990 145 481 7,7 94 160 183 | 62 422 012 037 056 0,90 [ 251 048 038 0998 1,17
6 15 665 20 53 73 170 495 15 80 14,0 240 87 010 446 013 037 030 1,14 352 050 054 074 1,60
7 15 845 20 75 80 165 521 T8 108 108 185 75 011 4% 035 056 080 124 301 058 081 0581 139
8 LG 830 20 70 50 180 543 75 87 138 157 18 008 491 016 055 070 1,40 § 424 059 068 1,07 1,22
9 15 603 30 %0 100 160 505 7,7 11,0 143 165 | 63 010 411 G2 062 068 1,09 1 344 052 075 097 112
16 45 625 25 B0 85 170 504 T8 105 11,7 136 73 011 45 018 058 0,62 1,28 368 0,57 077 0,85 1,43
11 L5 605 30 65 90 183 450 71 100 148 231 | 7.3 011 4,42 022 047 066 1,42 338 652 073 108 159
12 20 580 30 90 100 430 B4 11,4 141 251 &8 014 391 020 081 068 1,93 202 042 077 095 172
18 35 805 25 55 85 442 7,8 92 138 250 T4 0,26 4,48 0,8 041 088 144 3927 3% 068 102 1,83
14 15 685 25 U5 50 2 92 131 122 183] 69 010 473 017 052 05 08 | 326 063 080 08¢ 127
15 20 640 30 7,0 105 475 92 97 134 202| 15 9,15 480 022 052 079 1,01 1 356 0,78 073 100 1,51
15 25 580 35 T3 123 160 439 76 1,0 177 198 67 017 388 023 030 084 1,07 ‘ 294 051 074 1,38 1,38
17 15 533 25 7.0 95 200 453 85 98 132 232 80 012 476 020 056 076 160 ! 862 068 073 1,06 1,56
18 25 B85 25 80 115 180 4377 TH 8.0 151 247 74 018 438 018 030 085 1,40 | 323 055 0,67 112 188
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QUADRO IIT

Bletroforese comparativa: deefaio-Pape!

|

Acetato de Celulose ‘ Papel de Flitro
entagem : g/100 mi P{;rc@m.agem J =100 mi
relativa i relativa, [

Meawe ~ Desvio | yegia  Desvie Media  Desvio Médln ~ Desvio

Padrao Padrio | Padrin Padrio
Pré Albumina 1,8 0,65 0,13 0,05 - — - o
Albumina 63,5 4,30 4,50 0,37 47.3 3,20 3,33 0,39
Alfa 1 2.4 4,55 047 0,04 T 0,80 0,55 0,08
Alfa 2 6.8 1,22 0,48 6,10 9.8 1,20 4,70 0,10
Beta o4 1,40 0,67 0,12 14,0 1,80 2,98 0,13
Gama 16,7 2,30 1,19 0,22 21,2 3,00 1,50 0,24
Proteinas fotals e e e — e —— 740 0,60

QUADRG TV

Faixs de normolidade pare eletroforese em que-
tato de celulose wsando 2 desvios padrio

(Média = 1,96 &)
Parcem_agem gramas/100 mil
relativa

053 & 8,07 | 0082 a 0298
Albumina 55,07 a 71,93 },7TE a 5,228
Alfa 1 182 = 348 | 0092 a 0248
Alfa 2 441 & 919 0,284 & Q676
Beta 668 a 1214 4,435 a 0,903
Gama 12,20 a 21,20 D760 a 1,820

COMENTARIOS

Como sc pode depreender do quadre 1, a
reprodutibilidade da eletroforese em acetato
de celnlose é mmite boa, vonsiderando-se gue
muitas fases estio envolvidas no processo e

que 6 componentes sfo guantitativamente de-
terminados no decorrer de um dnico proces-
samento,

Os valores para cada fragie eletroforética
diferem bastante dos enconirados por eletre-
forese sObre papel de {iltro, em virtude da
transparéneia do suporte e principaimente em
conseqlifneia  da  Inexisténeia de  adsercdo
que, no caso do papel de filtro, além de au-
mentar & leitura de fundo (back-ground} di-
minul sensivelmente os valores de albumina.

As médias por nds encontradas sio pratiea-
mente superponivels as de Knedel, muito em-
bora os valores de globulina gama sejam li-
geiramente superiores em nosso melo. Por
outro lado, os valores ohtidos em acetato de
celulose sfo multe priximos dos. encontrados
por eletroforese livre de Tiselius, como por
exemplo oz mencionados per LEvin & Oner-
HoLzER ®. Ne quadro V apresentamos os
dados comparativos de eletroforese livre e
sthre acetato de cehulose,

QUADROG V

Elefroforese comparative

Pré

Albu-~

mina
Acetato de Celulose - C.P.1, 1.8
Acetato de Celuiose - KNEDEL 3,3
Eletroforese Livre - TISELIUS

Albu- Alfa 2

mina Alfa 1 Beta Gama
63,5 2,4 5,8 16.7
83,7 2.3 59 15,3
62,8 3,7 i 12,2
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RESUMO 3. GRUNBAUM, B. W, FESSEL, W. J, & PIEL,

C. F. — Densitomefric evaluation of

AT e g R T LS L T P macroeiectirophoreiic protein patterms on

Ub, duwr,bb estudam 2 n-plodutlbiiiddd{ cellujose acetate mebranes. dmal, Chen,
do micro método de eletroforese e apreseniam 33:880-1, 1061,

os resultados obtidos com soros normais. _ ) o

4. GRUNBAUM, B. W.; Z2EC, J. & DURRUM, E.

I. - Application of an improved microe-

Coneluem pela excelente  reprodutihilida- Jectrophoresis technique and fmtmunociec-

de, ¢ comentam algumas das vantagens do trophoresis of the serum proteins on celiu-
método, especialmente a rapidez de sua rea- lose acetate. Microchem. J., 9:41-58, 1565,
i;zaga? ‘permltzn&o em uma sG corr.;da ele- o HEER, E. B ALONSO, A. T.; AGEITOS, M.
troforética, em 20 minutes, anabsar 18 1.: BASSL, 7. J.; DIBETTOG, J. L.; MERECH,
amostras R. 8. & WALTHER, J. €. — Proteinuria
- ’ en Pediatria. U significacion elinica
L diaghostica. droh, Argent. Pediaf,, 47:1-8,
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PESQUISA RAPIDA, PRATICA E ESPECIFICA DA PRESENCA DO
PEROXIDO DE HIDROGENIO, NO LEITE “IN NATURA”, PELA
UTILIZACAO DE TIRAS E FITAS REAGENTES (9

QUICK, PRACTICAL AND SPECIFIC TEST TO DETECT HYDROGEN PEROXIDE
IN MILK “IN NATURA”™ WiTH THE USE OF REAGENT STRIPS AND TEST-TAPE

AvkxsNpre MEeLLo Finmo (2)
Luis CeLso b Castro (9

SUMMARY

During the investigation concerning new deteciion method for hydrogen peroxide,
the authors atiencion was called by the possible use of reagent sirips in the dairy
field, — strips of the “dip and read” type, commonly used in clinical analysis: bicod
and urine chemisiry.

Among these, the Ames Clinistix reagent strips, used to determine glucose in
urine, has a reative area with two enzymes. The gluco-oxidase thai 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 ag this substance has been added fo milk, the chro-
mogen reaction will occur immediately on the reactive area of the Clinistix reagent
strip. :

The authors obtained the expecied resuit.

KEnowing about Lilly test-tape, “Glice-fita”, also used to detect gilucose 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, also by chrorogen raction.

Considering the possibility of reagent sirips to replace classical methods, which
emplov guaiac solutions or vanadium acid, pipettes, samplers angd vials, the authors
performed comparative researches of these methods in order to determine the sensi-

tivity of the new methods in relation to the old ones.

INTRODUCAQO

Nesta altima década, marcada por gran-
des progressos clentificos ne campo da mi-
niaturizagio, contrdle remoto o cibernética,
a automatizagio e a clefrénica vém invadin-
do os laboratdrios de andlises e pesquisas
em todos os campos de atividade humana.

E natural, pols, que em Iaticinies surgissem
as unidades auto-técnicas, capazes de reali-
zar com perfeigio, rapidez e alta precisio

um grande ninpero de dosagens como a ve-
rificacfio em série do ponto de congelamento
ou do teor graxe do leite, afastande a sem-
pre presente possibilidade do érro de apre-
ciacio individual.

Entretanto, a par désses avangos, defron-
ta-se o téenico em laticinios com o emprégo
de processos classicos, come o da pesquisa da
presenga do peréxido de hidrogénio no leite
pelo emprégo da solugie alcodlica de guaia-
col a 1%, %% baseada no tradicienal meé-

(1} Trabatho realizado na Divisic de Controle de Qualidade e Pesguisa da Cooperativa Central de
Laticinios do Estado de S50 Paulo. Apresentado em cariter de nota preliminar na “22.2 Semana
do Laticinista”, realizada no Institute de Laticinios “Candide Tostes”, Juiz de Fora, Minas Ge-

rais, de 12 a 16 de julho de 1971,

(23 Da Divisdo de Contrdle de Qualidade e Pesguisa da Cooperativa Central de Laticinlos de Es-

tadoe de Sio Paulo.

(33 Da Divisdo de Conitrdle de Qualidade e Pesguisa da

Estado de 580 Paulo,

Do Clinica Dermato-sifilografica do Hospital Municipal de S&o Paulo.

Cooperativa Central de Laticinios do
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Pesguisa rdpida, pratica e'especiiica da presenca do perd.

utilizacao de tiras o fitas reagentes. Rep, Inst,

tode de Duroy? que ple em cvidéneia g
oxidacfio do guaiacol que, em presenca do
sistema  perdxide-peroxidase, se transforma
em gualacoquinons, comunicando ao leile
uma nitida coloraco vermeltho-salmfo,

Tais processos, como muites oubros uytili-
zados em laticinios % **, nfo prescindem do
uso de pipetas, tubos de ensaio, etc. » -

E, pois, comprecnsivel que, investigando
novos métodos de pesguisa, nos Laboratdrios
da Cooperativa Ceniral de Laticinios do Es-
tado de Sao Paulo, nossa atenglo se voltasse
para a possivel utilizagie em laticinios do
valioso recurso representado pelo emprégo,
em anélises clinicas, em medicina, das tiras
reagentes do tipo conhecide como mergulhe
e [élm, utilizadas principalmentc na verifica-
cio das alieraghes fisico-quimicas do sangue
e urina,

Dessas firas, chamou-nos a alencho em es-

pecial a2 Clindstic (Anes Company), desti-
nada & verificacBo rapida {10 seg.) da pre-

senca da glicose na urina e baseada em duas
enzimaticas,

A tirs reagente Clinistix consiste em tira
de matéria plistica transparente com drea
reagente résca em uma das extremidades.
Essa 4rea reagente contém duas enzimas, a
glico-oxidase que, na presenga da glicose na
urina, calalisa a oxidaglo désse aclicar para
formar acide glicénico ¢ o perdxido de hi-
drogénio ¢ a peroxidese que, na presenca de
peréxido de hidrogénio recém-formado, de-
termina a liberagito do oxigénio nascente o
qual, produzindo mudancga de coloragie da
area reagente, faz passar a cdr rosada para
a violeta ou azul escure.

Se a oxidacflo da glicose contida na urina
forma o peroxido de hidrogénio & cviden-
e que, se o mesmo j4 estiver presenle, como
no case da sua colocaglio no leite, a reagio
cromogena se estabelecerd Imediatamente.

Aplicando tal dedugfo, adicionamoes o pe-
réxido de hidrogénio ao leite Hquido e, mer-
gulhande wele a parte reageote da tira Cli-
nistix, oblivemos de fato a soa répida o
nitida mudanca de coloracio.

Nessas circunstincias, sabendo da existén-
cia de fita diagnéstica elaborada pela Lilly
Company, Glico-fita, destinada
i verificagio ripida da presenca de glicose
na urina, suspeitamos de que 2 mesma fun-
cionasse por mecanismo semclhante,

tanthém

E, ex-

(4]

perimentande-a, obtivemos, no caso da pre-
senga do perdxido de hidrogénio adicienado
ao leite, resultado positive pela mudanca
da coloracfio da referida fita que, do ama-
relo, passon a verde claro,

MATERIAL E METODOS
Tiras reagentes Clinistix

No caso da verificacie da presenga do
peréxido de hidrogénio no leite, mergutha-
nos a drea de teste da tira reagente na amos-
ira do leite em questio. A mudanga rapida
da coloragiio résea, que passou a violeta ou
azul-escurn, fol indicio da presenga positi-
va do peréxido {Fig. 1, 2, 3).

Nas plataformas de recepedo do leite, éste
exame pode ser leito seriado, mergulhando
a parte reagente da tira no leite contido no
préprio latdo, {num maxime, 10 verifica-
¢hes por fira), pois a mesma ¢ atdxica,

Por media de economia, embora tal fate
venha dificultar bastante a leitura colorime-
trica do resultado, a tira poderd ser dividida
longitudinalmente em  duas metades ignals,
desde que seja para uso imediato.

Fitans dinondsticas Glico-fila
fwl

No momenio do exame, na veriicacio da
eventual preseaga do perdxido de hidrogénio
no leite, destacamos cérca de 3 om de fita
e merguthames no leite problema. Apéds 10
a 20 segundos, em caso positivo, a coloracio
da fita passou do amarelo para a tonalidade
nitidamente esverdeada (Fig, 4).

Levando em conia a possibilidade de vi-

rem as tiras ou fitas a substituir os métodos
correntes que empregam solugdes de guaia-
col on dcide vanddice, tornouse necessiivio sa-
her gunal a sensibilidade do novo processo em
relagie agueles.
Para isso rvesolvemos adicionar ao leite
padrio guantidades conhecidas de perdxido
de hidrogénio e estudar o comportamenio
diagndstico da tira e da fita reagente em
relacfio ao emprége da solugio aleodlica de
gnaiacol a 19 %Y e do método de Arneld e
Mentzel » .

A duas amostras do mesme leite, em esla-
do de cru, comsiderado padrio, veiculando
flora bacterigua avaliada em 18 milhGes de
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Fig. 1 — Tira “Clinistix mostrando area rea- Fig. 3 — Aspecto comparativo das tiras
gente rdsea, indice da auséncia do perdxido “Clinistix”, com &area reagente roésea e azul,
de hidrogénio no leite testado. indices respectivamente, da auséncia e pre-

senca do perdxido de hiprogénio acrescen-
tado ao leite.

Fig. 2 — Tira “Clinistix” mostrando A4&rea Fig. 4 — Aspecto comparativo entre a fita
reagente azul, indice especifico positivo para “Glico-fita”, com coloracdo amarela inicial,
a presenca do peroxido de hidrogénio na amos- inalterada, indicio da auséncia do peréxido

tra de leite examinada. no leite e com a coloracdo esverdeada, in-

dicando no presente caso, especificamente, a
presenca positiva daquele antissético
conservador,
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germes por ml, acrescentamos o perdxide de
hidrogénio {309%, 120 vol, U.S.A. Bakerj,
na razio respectivamente de 1 e 2/1.000,
sende as mesmas a seguir divididas em
duas porcdes que foram conservadas frigori-
ficadas (+ 5°C), ou maniidas em meio
ambiente.

A cada hora era testada a presenca do
peroxido de hidrogénio pelos métodos que
utilizavam a solucio de guaiacol ou &cido
vanddico e pelo processo que emprega a
tira reagente ou a fita diagndstica.

Fstas verificagdes foram levadas a efeito
até a obtencio de resultados negativos nos
deis grupos de amostras, quer para frigori.
ficadas (+ 5°C), come para as conservadas
em meio ambiente.

A seguir, fomos ao interior de 5. Paule
e, nas platalormas de recepgiio do leite, pas-
samos 40 exame seriade, em grande escala
e rapida verificagée do produto acondiciona-
do em lates, & medida gue os mesmos iam
chegando, transportados em grande ou pe-
quenc nimero, pela mais diversa medalida-
de, desde os grandes caminhfes até as pe-
quenas viaturas de fragfio animal,

RESULTADOGS

Na amostra do leile conservado em am-
biente e a0 qual se acrescentou 1%, de perd-
xide de hidrogénio, foi o referido conserva-
dor antissético passivel de determinagio até
4 horas da sua colocagfo, quer pelog méto-
dos que empregaram as solugbes de gualacol
e &cide vanidico, quer pelos que se utiliza-
ram da tira e da [fita

Para a mesma amostra frigorificada
i+ 5°C}, a presenga determivdvel do pe-
réxido fol um pouce mais longa, alcancando
até 5 horas da sua colocacio e acusada igual-
mente pelos dois grupos de processos anali-
ticos postes em confronto.

Com o leite padrio veiculande 2%, de pe.
roxido de hidregénio, o resultado fol seme-
lhante, apenas o tempo de permanéncia de-
terminavel do perdxido awmentou, passan.
do respectivamenle para 5 horas na amosira
em ambiente ¢ 6 horas na frigorificada.

Ainda neste caso houve identidade na ca-
pacidade determinadora das solucfes e da
tira e fita reagentes, isto & apds o periodo
de positividade maxima de 5 e 6 horas, tan-
to 08 mélodos classicos come os propostos fa-
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tharam na evidenciacio da presenca decres-
cente do perdxido de hidrogénio gue passou
a ser sub-determinavel incdgnita.

No interior de Sfc Paule, nas plataformas
de recepgiio dos entrepostos-usinas, em dias
diversos e em regifes diferentes, foram sub-
metidos a testes da eventual presenca do pe-
roxide de hidrogénio 600 amostras de leite
coletadas em tubos de ensaio para a realiza-
gio das provas que se utilizaram da solugdo
de gnaiacol ou 4cido vanadico, ou examina-
das diretamenie nos latfes, 4 medida que
chegavam, guando da utilizagio das tiras ou
fitas diagndsticas.

Tédas essas amostras apresenlam negativi-
dade para a presenca do perdxido de hidro-
génio, para ambos os tipos de exames exe-
cutados,

DISCUSSAC E CONCLUSOES

As pesquisas comparativas efetuadas no
laboratorio, visando estabelecer a sensibili-
dade da tira reagente e da fita diagndstica
era velagio as provas gque empregam o goaia-
col e o &cido vanédico, na determinacio da
presenca do perdxide de hidrogénio colocads
no leite, vieram demonstrar que ésses meto-
dos se equivaleram.

A tira e a fita, por possuirem a enzima
peroxidase, foram cepazes, em iguaidade de
condigfes com o reativo de Arnold e Ment
zel b 1% de evidenclar a presenga do pe-
réxide de hidrogénio quande adicionado
ao leite fervido, o que obviamente nio acon-
tecen com o método do guaiacol * %, pox
se basear a sua reacgfio na presenga da peroxi-
dase do leite.

Conforme ficou demonstrado, as tiras rea-
gentes e as fitas foram capazes de, com boa
sspecificidade, substituir aguéles métodos de
uso tradicional, com a vantagem de serem
portateis, utilizdveis para exame do produte
no préprio latio e no caso da tira em cspe-
cial, reutilizdvel quande de emprégo imedia-
to seriado, por ser uma haste rigida, ¢ que
constitue considerivel economia do material
empregado,

Nessas condigBes, tivemos a oportunidade
de apresentar o achado, gque acreditamos seja
pela primeira vez de dmbite mundial.

¥ como consideracio final, queremos acen-
tuar que o fato de, no interior, nas plata-
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formas de recepedo do leite, em 600 verifi-
caches uflo termos, quer pelos métodos clds
sicos ou pelos propostos, evidenciado a pre-
senga do perdxido de hidrogénio, o sucedido
nfo indica a real auséneia do perdxido e
apenas que essa substdncia nfo fol passivel
de delerminacio caso estivesse presenie e eo-
locada hd mais de 5 ou 6 horas da chegada
do leite dquéles entrepostos-usinas.

Apés 8sse periodo de tempo, o perdxide
de hidroginio s6 pode ser evidenciado por
processos esgpeciais de investigagho 7,

RESUMO

Investigando novos métodos de pesguisa,
a atengdo dos autores se voltou para a pos.
sivel wtilizaco, em laticinios, das tras
reagenies do tipe mergulhe e léia, utilizadas,
em andlises cHnicas, para as verificagbes das
alteragdes fisico-quimicas do sangue e urina.

Dessas, a tira reagente Clinistix, utilizada
na determinacio da presenca de glicose na
urina, mostrou ter 4rea reagenie contendo
dois enzimas. A glico-oxidase que catalisa
a oxidagio da ghcose com hiberacfo do perd-
xido de hidrogénic que, descomposto pela se-
gunda enzima, a peroxidase, libera o oxigé-
nio que faz mudar a cdr dessa drea reagente,
dando nog¢do colorimétrica do processo.

Se a oxidacao da glicose na urina, produ-
zida pela glico-oxidase, libera o perdxido de
hidrogénio, ne caso de o mesmo ter sido adi-
cionado ao leite, 2 reagio cromdgena da drea
reativa da fita podera se. processar imedia-
tamente,

E foi o que acontecewn.

Sabendo da existénela da Glico-fita, tam-
hém para a pesquisa da plicose na urina, jul-
gamos gue a mesma pudesse funcionar ers ba-
se semelhante ao jd visto, e de fafo a mesma
acuson a presenca do perdxido de hidrogénio
acrescentando ae leite de prova, também por
mudanga colorimétrica.

Levande em conta a possibilidade de vi-
remn as tiras reagentes e as fitas diagnésticas
a substitulr os métodos classicos que erapre-
gam seluches de gualacol ou dcide vanbdico,
¢ além disso pipetas, tubos de ensaio e frascos
acondicionadores, fizeram os autores pesqui-
sas comparativas enire ocsses métodos, para

saber a sensibilidade dos noves processos em
relagiio aquéles.
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PESQUISA RAPIDA, PRATICA E ESPECIFICA DA EVENTUAL
PRESENCA DE URINA NO LEITE “IN NATURA”, PELA
UTILIZACAO DE TIRAS REAGENTES

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

ALEXANDRE Mrrro Fingo (2}
L.usz CeLsc pE CastRo (5}

SUMMARY

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

Is is obvious that such popular belef 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 nifric acids
and alcohol. So, impelled by investigation spirit, they decided 1o use the Azostix rea-
gent sirips. Amesg Azostix are reagent strips, of the “dip and read” type, employed in
blood chemestry analysis {o quickly determine the urea nitrogen content, in blood.

This reagent strip has on ifs vellow reactive area one specific enzyme — urease,
that converts the urea present in blood into ammonium hydroxide which, by iis
turn, changes the color of the reactive area into green.

By adding urine to the milk sample and then dipping the Arzostix reagent strip
in it, a clear change of color on the reaction ayea was obtained, at a minimum
rate of 10 ml urine/1,0600 mi milk,

Then, to test the sensitivity of this rapid and practical process, an analytical
comparison with dairy classical methods was performed.

The authors travelled to the interior in the places where milk is produced and
performed 300 tests locally for urine defection,

£ evidente e clamoroso aque tal nogfio lei-
ga ¢ completamente destituida de fundamen-
to. O gue na verdade acentece, & que & errd-
neamente interpretado, é o fato de que deter-

INTRODUCAO

E nogio dilundida em certas camadas da
nossa populagio gue o leite de consumo “in
natura” possa veicular, em determinadas cir-
constiincins, urina do proprie gade vacum a
éle adiclonada em carater frandulento.

minados leites, origindrios de fontes espi-
rias, onde os mais clementares preceitos hi-

= . giénicos de ordenha e colheita =50 desdenha-
Alega-se entio que a urina acrescentada B¢ de ordenhs ‘

atmentaria o volume do leite, sem o incon-
veniente da baixa da sua densidade, como
acontece na aguagem,

dos, absorvem os odores locais, gue sdo de-
volvidos ao econsumidor na ocasido do ague-
chmento domiciliar,

(1) Trabalho realizado na Divisdo de Controle de Qualidade e Pesguisa da Cooperative Ceniral de

Laticinios do Estado {le Sic Paulo.
do Laticinista”,
rais, de 12 a 18 de jutho de 1971

(2) Da Divisio de Contréle de Qualidade e

Apresentado, em cardfer de nota prévia, na 222 “Semana
realizada ne Institute de Laticintos “Candido Tostes”, Juiz de Fora, Minas Ge-

Pesguisa da Coopertiva Ceniral de Leticinios do

Istado de 880 Paulo; Da Clinica Dermatogifilografica do Hospital Munpicipal de 880 Paulo,

{3y Da Divisdo de Contréle de
Estado de 330 Paule,

Rualidede e Pesguisa da Cooperativa Central ge Laticinios do
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Nos laboratéries da Cooperaliva Central
de Laticinios do Estade de Sic Panle., bus-
cando téenicas para uma eventual determina-
¢io de urina adicionada ao leite, verifica-
mos que a que nos parecia mals indicada —
a do emprégo do reaiive de Nessler — mes-
mo assitn muitas vézes falhava, Resolvemos
ento lentar empregar a tira Azostix, elabo-
rada pela Ames Company ¢ utilizada em
analises clinicas para a delerminagio rapida
do teor de nitrogénic uréico sangiiineo.

As referidas tiras sfo constituidas por haste
pléstica contendo wnuma das extremidades
drea reativa de coloraclio amarela: mergu-
thada neo sangue, fitrg-o, absorveudo porém
a sua parte {lulda. A enzima urease, contida
nessa parte reativa converte a uréla em gis
carbénico e hidréxido de amdnio, produzin
do éste mudanca da ebr da Adrea veativa —
do amarelo para o verde — estando a inten-
sidade dessa variagio cromitica diretamen-
te na dependéncia do teer de uréia presente.

Acrescentando a urina ao leite de prova,
na quantidade minima de 10/1000 ml, e
"merguthando a Area reagente da fita no mes.
mo, obtivemos de fato, apds uwm periodo de
60 segundos, mudanca da coloracio da fita
parg uma ionalidade esverdeada, Com o
adicionamente ao leite de uma maior guan-
tidade de urina obtivemos uma nitida vira-
gem do amarele parz o verde intenso.

Apenas para confirmar a nossa afirmati-
va inicial de que é evidenle gue a nocio
leiga popular & destituida de fundamento,
propuzemo-nos, usando tal téenica, investigar
nas fontes de producio a eventual presenga
de urina e leite, testando antes a sensibili-
dade do método proposio, pela comparagio
com 03 resuitados obtides, em iguais circuns-
tancias, pele emprégo do métedo do reativo
de Nessler, adaptado, e também pela wtiliza-
cdo da mistura Acido-alcodlica.

MATERIAL E MAETODOS

Método do reativo de Nessler, modificado
Conforme nogiio clissica, o reativo de

Nessler é utilizade para indicar a presenca
e a quantidade de ions aménie, NH %, ?

84

Fntretauto, nio existe citaciio do seu em-
prégo, em laticinies, para a determinacio da
presenga de urina no leite, sende pois tal uti-
lizacio por nds testada com resultados sa-
tisfatdrios,

O reativo empregade foi o produzido pela
Tennant Quimica 8/A (QUEEL)Y. Pelo nos
s método tomavamos, cm um tube de
ensaio, 10 ml do leite padrio e, em outro
igual quantidade de leite, porém acrescen-
tado de urina. Aos mesmos tuhos adiciond-
vamos 3 a 5 gitas de hidréxide de s6die a
109 e logo a segnir 2 ml do reaiive de
Nessler.  As amostras do leite eram entdo
continuamente agitadas por piparotes obti-
dos pelo chomque da parte média dos tubos
de ensaio contra a superflicie palmar da mfo
eaquerda; apds 30 segundos, uma «dr cinza
ig aparecendo, e muito mals nitida neo leite
ao gual se acrescenlou urina,

Estes resultados tém que ser consignados
imedigtamente apos o aparecimento da edr
cinza pois, passada essa fase, as amosiras
se uniformizarae, tomando igualmente a cér

einza-chumbe.

Para melhor destague colorimétrice dos
resultados obtidos, a prova deve ser executa-
da com amostra de leite isenta de urina
contra-prova negativa; uma amosira conten-
do uring na guantidade minima de 10/1000
ml — contra-prova positiva, e ¢ leile proble-
ma. gue serd comparado com os demais,

Método que emprega o mistura dcido-dleosl

Utilizada segundo indicagtes de “Nermas
de qualidade para alimentos™ 1.

Método com as iiras reagentes Azostix

Como recomendacio fundamental para a
utilizaclio das tiras reagenies, o leile a ser
testado devera estar em temperatura supe-
rior a 207,

As respostas colorimétricas obtidas variam
de acdrdo com a guantidade de urina pre-
sente, conforme as fig. 1. 2 ¢ 3.
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Fig. 2 — Tira Azostix mostrando area rea-

Fig. 1 — Tira Azostix mostrando Area rea- gente de coloracdo verde, indice especifico

gente amarela, indice especifico da ausén- positivo de presenca de urina no leite exa-
cia de urina no leite testado. mindo.

Fig. 3 — Aspecto comparativo das tiras: area

amarela, indice de auséncia, e area verde clara,

e verde, indices de presenca de urina nos leites
submetidos a testes de laboratorio.

Para avaliar a sensibilidade do método padrio quantidades crescentes de urina va-

das tiras reagentes, em comparacio com os cum — 5, 10 e 20/1000 ml. A seguir, pro-
métodos ja citados, adiciondva-mos ao leite  curdvamos determinar a presenga minima des-
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sa substincia entre aguéles valorves, pela uti-
lizacho doz trés diferenies processos de in-
vestigacfio, repetindo a pesquisa 21 horas
apds, com o mesmo leite j4 examinado.

Realizada essa etapa no laboratério, . co-
nhecida a sensibilidade de cada métode, fo-
mos ae interior de SAo Paulo, aos centros
produtores de leite e &s plataformas de re-
cepeio do produto ¢ rvealizamos sistematica
investigacho. visande determinar a eventual
presencga de urina no leite,

As amostras eram colhidas em tnbos de
ensaie, empregandose o métedo que utiliza
o Acido cloridrico ou o reativo de Nessler,
mas as verificagbes levadas a efeito com as
tiras foram realizadas diretamente nos la-
thes, merguthando a area reagenie das tiras
na superficie do leite.

RESULTADOS E CONCLUSOES

Os resultados obtidos em laboratério, ac
adicionar-se a urina go leite de prova, mos-
traram sensibilidade semelhante com o em-
prégo do reativo de Nessler ou da tira rea-
genle, isto &, um minimo de determinacdo
de 10 ml de urina por 1000 de leite. Ji o
métode que wtiliza o acido cloridrico mos
trou menor sensibilidade, acusando presenga
de urina apenas quando na guantidade de
20 ml/1000 ml leite. Entretanto, pelos trés
métodos, a urina acrescentada era ainda de-
terminavel mesmo 24 horas apos sua colora-
¢fo no leite.

(Juanto aos resultados oblidos pelos exa-
mes do leite nas plataformas de recepcio do
interior de S#o Paule, realizados em dias di-
ferentes e em locais diversos, abrangendo
300 verificacdes, foram negativos para a pre-
senga de urina.

A auséneia de urina em 300 amostras de
leite cru, colhidas des latdes de diferentes
produteres e em: regites diversas de producde
veio fortalecer a nosso afirmacfio inicial de
que a nogAo popular que alirma o contra
rio & destituida de fundamento.

Porém, as verificacdes levadas a efeito ti-
veram mais o mérito de apresentar um mé-
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todo inédito em laticinios — o do empréeo
pratico, rapido ¢ especifico da tira reagen-
te — do que propriamente refutar uma acu-

sacAo que na verdade procede, mas funda-
mentada em origem bem diversa da suspei-
tada.

RESUMO

E conveite difundide em certas camadas
da populacio que ao leite se adiciona, em
determinadas circunstincias, urina de pro-
prio gado, no intuito fraudulento de aumen-
tar o seu volume. E evidente que tal mogao
leiga é destitulda de fundamento. Entretan-
to, para definitivamente comprovar essa afir-
magio, reselveram os autores, utibizando-se
do reativo de Nessler ou da reagfo com o
acido cloridrico, nitrico e alcool, evidenciar
essa suposta presenca. Levades pelo espirito
de investigachio, resolveram tentar o emprégo
diagnistico da tira reagente Azostix, do tipo
conhecido como mergulhe e 3o, utilizada
em analises clinicas para a determina¢fo
rapida do teor do nitrogénio uréico sangiil-
neo.

Esta tira tem na area reagente, de cOr ama-
rela, enzima - wurease — gue converte a
uréia existente no sdro sangiineo em hidrd-
xido de aménio gue, por sua vez, determina
& mudanga colorimétrica dessa area gue pas-
sa a ebr verde,

Acrescentando urina ao leite de prova e
nele mergulhando a parte reagenie da fira
Azostix, obtiveram nitida viragem colorimé.
trica da drea reagente, no ieor minimo de
10 ml urina por 1600 ml de Jeite. A seguir.
para testar a sensibilidade déste rdpido e
prilico processo, fizeram a comparagfo ana-
Hitea com métodos mails usados para latici-
nios.
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LEPTOSPIROSES NO BRASIL

Levantamento biblicgrafico de 1917 a 1970

LEPTOSPIROSIS IN BRAZIL. Bibliographical survey, 1917-1970

Marceno Oswarde ALvares CORrEa (%)
Arperica Barposs MErarin ()

Dentre as zoonoses que apresentam especial inferésse em patologia humans
avultam, ao lado da toxoplasmose, as leptospiroses cuja importéncia tem sido de-
monsirada entre nos por uma série de pesquisadores desde 1917 — logo apds a
identificacdo do agente eticlégice da entdo denominada Moléstia de Weil, por Inada
e Ide, no Japdo — até os dias atuais

Com efeito, as primeirvas publicacfes sébre o assunio cabem a Bentes, Araglo
& Mc Dowell em 1317, seguindo-se muitos outros autores incentivados pelo inferésse
despertado em nosso melo médico pelos trabalhos pioneiros dos pesquisadores japo-
neses. Velo depois um periodo em gque as leptospiroses foram olvidadas, passando
8 ser publicados casos clinicos isolados, como curicsidade ecientifica; assim é que até
1947 haviam sido relatades 5 casos em Sdo Paulo. Nesse anc, Corréa e colaborado-
res, no Instituto Adolfo Luiz de SHo Paulo, iniclaram a pesquisa sistemdtica das
leptospireses humanas entre pacientes do Hospital das Clinicas da Universidade
de S80 Pauio e do Hospifal Emilio Ribas, apresentando 12 casos apds 3 meses de
experiéncia diagnostica. MNa mesma época, Guida no Instituto Bioldgice, investi-
gava as leptospiroses animais em nosso melo, possibilitando assim o levantamento
dos diferentes vetores animais como possiveis fontes de infeccho, e a avaliacfio de
sua importincia em patologia humana.

FEm 1850, Gomes, Corvéa & Jordfo apresentaram ac 5% Congresso Internacional
de Microbiologia, efetuado ne Bio de Janeiro, 45 casos de leptospiroses humanas com
isolamento da 1., dctercheaemorrhugice om 2 casos. A partir de entdo intensifica-
ram-se 08 estudos sOhre essa zoonose em nosso pals, particularmente depois de 1860,

Para avaliar do significado das leptospirvoses no quadre nosoldégico nacional
bhasta referir gque nada menos de oito teses sbhre leptospivoses humanas ¢ animais
foram defendidas na década de 1960-1970.

Em 1869, no 3.° Congresso da Scciedade Brasileira de Medicina Tropical,
realizado em SAo Paulo, wm dos temas oficials apresentados em simpdsio foi o
das leptospiroses humanas ¢ animais, guando oifto relatores de diferentes pontes
do pais trouxeram depcimento pesscal sObre sua experifneia no assunto. Nessa
ocagifo, segundo relato de Corréa, no Instifute Adolfo Lutz haviam sido diag-
nosticados nada menos gue 1340 casos de leptospiroses humanas, causadas, em
1202 casos, pela L. dclerohuemorrhagive, e em 147, por outras leptospiras. Santa
Rosa, um dos maiores pesquisadores dessa molésiia em nosso meie, relatou @
experiéncia do Institulo Bioldgico de S8o Paulo onde, de 1960 a 1868, haviam
sido examinados 21263 sorps animais com taxa de positividade de 22,4%.

Dn Institufte Adolfo Lutz
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A necessidade de reunir 16das as referfncias nacionais sébre leptospiroses
humanas e animais, eom: o fim de possibilitar aecs estudigses conhecer os nu
merosos trabathog e teses publicados em nosso pals € gue motivou o Ievantamen-
to bibliografico que ora apresentames, elaborado de maneira a mais completa

wossivel, pelos melos ao nosso alcance.
i

Parece-pes inidtl]l insistir na singular ini-

portincia déste trabalho, coletinea que é das publicagfes nacionais de 1917 o

aghsie de 1971
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ESTUDO HISTOQUIMICO DA FIXACAO DO GLICOGENIO

HEPATICO NO COELHOwm
RISTOCHEMICAL STUDY OF THE GLYCOGEN FIXATION IN RABBIT LIVER

LEONEL (ostTacURTA {93

SUMMARY

The author analyses the action of the picric acid, the Potassium bichromate,
the acetic acid, the mercuric chiorid in aguous solutions and the alcchol 95° in
glycogen fixation of the rabbit liver, which has received intravenous injections of

gluecosic solutions.
were used.

Sixty three different fixative golutions and the MeManus method
It was possible to observe that the Potassium bichromate, as the picric

acid, is an imporiant ingredient in the fixative solutions of the glycogen liver.

INTRODUQCAOC

A preservaciio correta do glicogénio no in-
terior das células de diferentes tipos de teci-
dos orglnicos ainda continua sendo motivo
de novos e seguidos estudos, Em alguns te-
cidos (cartilagem hialina, epitélios estratifi-
cados escamosos) a fixacfio do glicogénio £
relativamente facil; entretanto, em outros {te-
cido muscular cardiaco, rim, placenta), isto
é realmente dificil, Ne {izado, a preserva-
¢do do glicogénio & moderadamente dificil
¢ os resnitados obtidos com as solugbes fixa-
doras, recomendadas em histoquimica, nfo
sio concordantes nem convincentes. Esta é
a razdo porque propuzemos estudar a agfio
de diversas substincias quimicas sobre o
glicogBuio hepitico, quer empregadas isola-
damente, guer formando solugBes compos-
tas de doig, trés ou guatro elementos.

As substincias guimicas utilizadas nesta
pesquisa foram o acide pierico, o formel, o
dleool, o acido acético, o bricromato de po-
tissio e o sublimado corrosive, tendo-se em
vista que as guatro primeirss sdo geralmen-
te iniegrantes de solugBes f{ixadoras comu-
mente usadas em histoquimica, na preser-

vagio do glicogénio dos tecidos orghnicos em
geral, Com isto, esperamos trazer mais uma
contribuigio para o estudo da fixacio do gli-
cogénio das células hepaticas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados na presente pesquisa frag-
mentos de figado de coelho gque recebeu pré-
viamente a dose didria de 10 ml de soluto
glicosado a 10%. O animal foi sacrificade
no segunde dia e fragmentos de figado fo-
ram mergulhados imediatamente em 63 so-
luches. fixadoras geladas a 4°C; estas solu-
¢Oes eram combinaces das seguintes subs-
tAncias guimicas: acido pierico, formel, 4l
cool, Acido aeétien, bricomato de petassio e
sublimado corrosivo, FEstas combinagBes en-
contram-se no guadro L

(s fragmentos de figade, apds fixaches, fo-
ram incluidos em parafina e, em seguida ob-
tidos cortes com 9 microns de espessura, os
guais foram distribuides em uma série de
oite laminas ,contendo cada uma um nimero
de oito cories conforme ¢ quadro da pdg. se-
guinte; fol obedecida a mesma ordem, em

(1) Realizado na ¥Faculdade de Midecina de RibeirZo Préto da U.S.FP. e na Faculdade de Medicina

dgo Instituto de Cigncias Biomeédicas da USP.

Apreseniado ao 5.0 Congresso da Sociedade Bra-

siieira de Anafomis, realizado na Fac. Med. U.F.R., Recife, em junho de 1970,
{2) Do Departamento de Anatomia do Instituto de Ciéncias Blomédicas da i1.8.P.
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L cP; FRP;  FGP;, APy AGP;  AFP;  AFCP
2- 53 CS; FS¢ FCS: AS; AGS: AFS; AFGCS
3= SP; CSP; FSPy FOSP; ASP; AGER; AFSP: AFGSR
4- B; (CB; FB; FGB: A8 aoa: AFB: AFECE;
- BP; CBP; FBP; FCBP: ABP; AGEPF; AFB® LFGBP;
6- BS: SBS; FBS; FCBS; ABS: ACRS; AFBS; AFGES:
7~ BSP, CBSP; FBSP; FOBSP, ABSP: AGCBSP; AFRBSP: AFCRSHE
8- G Fs FCs A AC; BF; AFGC; s
i 2 3 4 5 ) 7 8
I
A = Alcool 85 P = Forinol
B = Bicromato de potassio P = Acido picrico
C = Acido acélico 8 = Sublimade

bora a Gltima l&minu tivesse um upimerv de
cortes inferior a oito, Para a identificagdo
do glicogénio foi utilizado o processo de co-

loragio de McManus® (1946},

RESULTADOS

(O exame do material utilizado pa presen-
te pesquisa perroitin observar inicialmente
que o &cido picrice, o sublimade corrosivo, o
hicromato de potéssio, o formol e o Aacido
acético, quando empregados isoladamente em
solugBes aquosas e também o éleool a 957
nio preservam satisfatdriamente o glicogénio
no interior das célnlas hepatica, tanto da su-
perficie como da zona central dos cortes his-
tolégicos. O alcool a 95° fixa o glicognie
sob g forma de pequenas massas irregulares
intracelulares na periferia do corte comeo um
fendmeno de superfixacfo; o fendmeno de
fuga “Alkoholflucht” & acentuado (Fig. 1).

Nas preparacies em que os fragmentos de
figado de coelho foram submetidos & aghe
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de fixadores constituidos de duas das subs
tincias quimicas em estudo, observa-se que:
a) Quande se acrescenta na solugio aquosa
de dcido picrice o sublimado corrosivo, for-
mol, &cido acético ou o lcool 95°, a preser-
vagio do glicogénio neo interior das células
hepiticas & melhor (Fig. 2). Quando &
solugo aguiosa de 4cide picrico se adiciona
o bicremato de potassio, o glicogénio se tor-
na mais evidente, embora sob a forma de
granules irregulares, tanto nas célules da
periferia como nas da zona central dos cor-
tes {Fig. 3}. b) Quando, as schugdes aquo-
sas de sublimado corresive, se adiciona o
acido acético, formol ou hicromato de potis-
sio, o glicogénio das células hepiticas € mal
preservado; porém, a solugio de sublimade
corrosive em dleool 95°, faz com que o gh-
cogénio se evidencie intra e extracelular-
mente sob a forma de grirulos de tamanhoes
variados, especialmente na periferia dos cor-
tes. O fendmeno de fuga & acentuade.
e) A soluclo aquosa de bicromato de potéssio
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Fig. 1 — Fixacdo do glicogénio hepético de Fig. 4 — Com a solucdo de bicromato de po-

coelho em Alcool 95°. Observar o fenémeno de téassio em Alcool 959, a fixacio do glicogénio é

fuga, uma caracteristica do efeito do fixador feita em pequenas massas. O fendtmeno da
sobre o glicogénio intracelular. fuga sempre est4 presente.

Fig. 2 — Nas combinacdes binarias a fixac#o Fig. 5 — Fixacédo do glicogénlo hepético em
do glicogénio é melhor. formol, acido acético, bicromato de potassio e
Acido picrico em solucdo aquosa.

Fig. 3 — Na combinacdo acido picrico e bicro- Fig. 6 — Fixacio do glicogénio hepatico em
mato de potassio em solucdo aquosa, o glico- acido picrico, bicromato de potassio e formol
génio hepético aparece sob a forma de gra- em solucdo alcodlica a 95°.

‘nulos irregulares, tanto na parte periférica
como na zona central do corte.
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& gual se adiciona o formol ou dcido acético
e & solucdo de bicromato de potdssio em al-
cool 95°, preservam o glicogénio hepatico sob
a forma de massas irregulares na periferia do
corte histologico (Fig. 43. d} Com a adi-
cio de acido acética glacial & solugio aguosa
de formel a 109, a preservacio do glico-
sénio 6 mé; quande sce adiciona 4leool
95¢ i solugio de formel a 10%, a fixa-
cio do glicogénio & semelhante aquela em
que é usade sdmente o 4lcool 957,

Entre as solugbes compestas de trés das
substincias guimicas em estudo na fixaclo
do glicogénio hepéatico, merecem ser desta-
cadas aquelas nas quals participaram o dci-
do picrico, o bicromate de potassio e o cido
acético em solugio aquosa e a formada de
bicromato de potassio, acido pierico e for-
mol. Em ambas as solucdes, o gligénic he-
patico apareceu sob a forma de grénulos in-
tracelulares e em 4reas iimitadas da super-
ficie do corte histelégico.

Das solucBes compostas de quatro das subs-
tincias quimicas em estudo, destacaram-se
aguelas formadas de: a) formol, &cido acé-
tico gracial, bicromato de potissio ¢ dcide
picrico, em solugic aquosa; k) acide pi-
erico, formol, bicromato de potassio e alcool.
Em @, o glicogénio foi preservado sob a for-
ma de granulos irregnlares bem corados e
dispersos regularmente no citoplasma das cé-
lulas hepdticas tanto da periferia como da
zona central dos cortes histologicos (Fig. 5).
Em b, o glicogénio apareceu bem corado sob
a forma de massas irregulares nas coclulas
hepéticas de 1dda a superficie do corte, me-
nos da sua zona central (Fig. 6}; o fend-
meno de fuga pode ser observado na super-
ficie do corte.

DISCUSEAO E CONCLUSAO

(b presente estudo permitin verificar que,
embora PastepLs & Lfowarp ' {1935) te-
nham demonstrado que o dcido picrico é o
{ator indispensével na solugio de Bouin-Allen,
o referido Acide, assim como o dcido acéti-
co glacial, o formol, o bicromato de potassio
¢ o sublimado corrosivo, quando utilizados
separadamente em solucio aquosa, nfio se
mostraram eficlentes na fixagle do glicogé-
nie existente po interior das células hepati-
cas do coelho,
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Na fixagio em fase liquida constatou-se,
nas combinagtes de duas, rés e quatro subs-
tincias quimicas estudadas, a existéneia de
interdependéncia de algumas destas substén-
cigs, além da obrigatoriedade da participa-
¢io do dcido picrico na composicio de solu.
¢oes fixadoras do glicogénio hepético. Os
artefatos de fixagdo, tais como o parecimen-
te do glicognio dentro das células seb a for-
ma de grénulos ou pequenas massas irre-
gulares, a fuga do glicogénio “Alkchiflucht™
para o polo oposto ao de penetragfio dos fixa-
dores, a superfixacio ¢ 2 presenca de grinu-
los de glicogénio nos espagos intercelnlares,
foram relacienados a determinadas substin-
cias. Assim o fendmeno foi caracteristico do
efeito do &lcool, formel e dcido acético; a
presenca de glicogénio sob a forma de finas
granulacles & caracteristica do efeito do bi-
cromate de potdssio e do sublimadoe corrosi-
vo. 0 &cide pierice fixa o glicogénio em
pequenas massas irregulares. Todos éstes fa-
tos nos levaram a considerar a escolha das
diferentes substincias quimicas em estudo,
na composicio de uma solugfo fixadora de
glicogénio hepitico do coelho, Embora in-
dicando a presenga do glicogénio nas células
hepéticas, deve ser lembrado gue o Acido pi-
crico nfo age precipitando o glicogénio, mas
sim imobilizando o substrato, provavelmen-
fe uma proteina {complexo glicogénio-protei-
na}, ao qual o glicogénio esti ligado {Pas-
teels ¢ Léonard, 1935;. Entfo, a razdo pe-
la qual éste acide se torna indispepsével na
fixagdo do glicogénio, & que é&le methora a
fixacdo do substrato.

Devido a existéncia dos diverses artefatos
da fixagdo em fase liguida do glicogénio, &
gue varios aulores procuraram oniros melos
de fixagio do glicogénio, tais como a erio-
dissecacio e a congelacio-dissolugio (Man-
cInNt %, 1947 e 1948: Lison %, 1949; Boxpa-
REFF 2, 1057).

Na fixagfo em fase liquida em que par-
teiparam quatro das substénecias gquimicas
estudadas, observou-se que, na malioria das
combinagbes quaternarias, a preservagho do
glicogénic hepdlice nfo fol satisfatbria, mes-
mo com aquelas em que o Acido picrico es-
tava presente; em oulras, embora com os ar-
tefatos apontados, o glicogénio fol evidente
¢ bem identificado pelo processo de coloragio
de McManus, Entre estas, destacaram-se as
constituidas por: a} Acido pierico, formel,
bicromate de potissio e dcido acético em
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soluglo aquosa; b) aeido picrice, bicroma-
to de potissio e formol em sohugio alcodlica.
Estas solugfes apresentam composi¢io qui-
mica semelhante & daquela propoesta por Gen-
dre para a fixacho do glicogénio. Porém ne-
las, observa-se s presenca do bicromato de
poldssio e na primeira, a solugfo & aquosa.
lsto vem confirmar as observagies de Bavpgr?
(1933), Drank?® (1946), Litiznt (1947),
Mogrcan & Mowsay * {1951) ¢ Morrrone &
Mamerok 2 {1952} que, em solugbes aquo-
sas, se pode obter hons fixadores do glicogé-
nio. Assim, em ambas as solugbes fixadoras
quaterpirias, os resultados foram igualmente
satisfatorias na preservacio do glicogénio das
células hepaticas, principalmente quande usa-
das a temperatura de 4°C, como foi ohserva-
do em mma experimentacio preliminar.

RESUMO

O aytor anazlisa a aglo do Acide picrico,
bicromato de poidssio, dcido acético, formol
¢ do sublimado corrosive, em solugSes aguo-
sas e do dloool 95° no processo de fixaciio do
glicogénio hepético de coelho gue recebeu
préviamente injecfes endovenosas de soli-
cio glicosada., Usando 63 combinagbes das
substincias quimicas acima referidas e o
processo de identificacio do glicogénio dos
tecidos vrgdnicos de McManus, ficou cons
tadada a bmportdncia do bicromate de po-
tissio, além do 4cido picrice, na composigio
de solugbes fixaderas do gliceglnio bepatico
de coelho, tanto em melo agquose como al-
codlice.
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SEPARACAQO E IDENTIFICACAO DA BETAINA E COLINA EM
MISTURA, POR CROMATOGRAFIA EM PAPEL (&

SEPARATION AND IDENTIFICATION OF BETAINE AND CHOLINE
IN MIXTURE BY PAPER CHROMATOGRAPHY

WALDOMIRO PREGNOLATIO {2)
MyrNa SapiNo (2)
Ceey CHAHIN (2)

It was described 'n this work a simple method for separation and identification
of choline chloride and Betaine hydrochioride, when mixed in pharmaceutical pre-
paration, using chromatography technigue In ascendent paper.

The Rf of both substances have bheen established, whether when mixed with
pharmaceutical products whether separated in a simple water solution.

Satisfactory results are got in separation and identification of Betaine and

Choline in above conditions.

INTRODUGCAO

Identiicar a betaina, quando pura, nfe
constitui problema. A literatura ja registra
para isso alguns métodos ™ *®. Constitui, po-
rém, uwma problema a identificacio da Betai-
na em presenca de Colina, principalmente em
produtos farmacéuticos.

Valendo-se do métode  estabelecide por
APPLETON et ¢lii ® para determinagio de Co-
lina, Wazs et alii determinaram especiro-
fotométricamente Betaina e outros compostos
guaternirios nitrogenados.

Outros métodos para separar Betaina de
Colina t8m sido indicados mas, além de tra-
balhosos, sBo demorados pois utilizam-se da
téenica de cromatografia em coluna % 9, ca-
mada delgada bi-dimensional, on eletroforese®.

A Cromatografia em papel para separar
hases guaterndrias de aménea ji foi anterior-
menie usada por BRECOFF ef alil ®.

Sanp1® descreve um reagente (4cido bro-
motalico} para a identificacBo de bases or-
génicas como a Betaina, Colina e Nicotina-
mida e, especialmente, para diferencid-las das

bases phricas como Cafeina, Teobromina e
Teofilina.

Neste trabalho procuramos estabelecer mm
métode rapide e pritice, usando a téenica da
cromatografia em papel ascendente pois, além
de simples, pode ser execatado num laboraté-
rio modesto. Para a identificacie tanio da
Betaina como da Colina usames ¢ reagente
de Dragendorff modificado ®,

MATERIAL E METODOS

1. Material

Papel Whatmann n® 1
Cuba cromatogrifica
Micropipetas
Cloreto de Colina E Merck AG
Cloridrato de Betaina E Merck AG
Hidréxido de Amobneo
Subnitrate de Bismuto
Solvente — n-Butanol-Acido
Agna (10:5:2)
Reagente de Dragenderff medificado com
referéncias.

Preparar as solugbes como segue:

Acético-

{1) Trabatho realizado na Secfio de Quimica Biolégica do Institute Adolfo Lufz,

{(2) Do Institute Adolfo Lutz,

109



PREGNOLATTO, W., SABING, M. & CHAHIN, C. — Separagiic e ldentificacfio da Betaina e Colina

em mistura, por cromatogratia em papel.

Rew, Inst, Adoifo Lule,

31:100-11%, 1971,

a)  Selugio I

Subnitrato de Bismuto 0.850 ¢

Acido Acético Glacial 10 ml
Agua 40 ml
'  Solugio 2
Todeto de Potissic 8y
20 ml

Agua
Solugio 3

Misture as solugbes 1 e 2 ¢ guarde
na geladeira em frasco escuro.

By Reagente

Prepare no momento de ser usa-
do, o reagente de irabalho. da se
guinte maneira:

Solugio 3 W owl
Acido Acétice Glacial 20 ol
50 mi

Agua
2. Método

Separagio « identifieagdo de Betaing ¢
Coline

aj} Preparo da amostra

Trapsfira para wm baldo volumétrico de
50 ml uma quantidade de amostra do pro-
duto a ser analisado de mancira que cada
L0 microlitros da soluciio contenham de 50
a 100 microgramas de Betaina e 50 a 100
wicrogramas de Cloreto de Colina.

Adicione cérea de 25 ml de dgua e al
sumas gotas de NH.OH N até acertar a um
pH entre 8§ e 6. Complete o volume com
dgua, Homogenize,

by Cromatografic

Transfira para tizas de papel Whatmann
n® 1, de 3x13 em, com linha de partida a
2 em da base e o fronte a 1 cm da alora,
10 microlitros da solugfo obtida em a. Se-
que a0 ar.

Desenvolva a cromatograma de manei-
ra ascendente, usando como solvente a so-
lugdo n-Butanol-deido acético-dgua {10:5-2).
O solvente deverd atingir o fronte depoils de
2h30m a 3 horas, apés o infcic do desen-
volvimento do cromatograma.

Seque o papel em corrente de ar e re-
vele com o reagente de Dragendorif.
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A mancha vermelha gque aparece ime.
diatamente a um Rf de 0.72 a (.84 corres.
ponde & Clorete Colina ¢ a mancha amare-
lo-laranja que aparece apos alguns minntos
e a um Ri de 0,36 a 0.50, corresponde 3
Betaiua.

RESULTADOS E DISCUSSAC

Quando se cromatografa sepuradamen-
le Betaina e Colina nas condicbes descritas,
obtém-se para Betaina win R de 0,54 e, para
Colina, o Rf de 0,84,

Ao se revelar o cromalograma da Be.
taina sem Colina, a meancha amarelo-laranja
aparece mals rapidamente.

Para selecho do solveute, foram testa.
das as seguintes wisturas;

Butanol —- Etanol (1:1)
FEtano! — Acido Acético (1:1)

Etanol - - Butanol - Amdnea {103:4:2) e
(9:5.2)

Etanol & 60 — Acetona a 389 Acido
Acético a 29 (10:5:2)

Metanol — Acetona (1:1)

Kianol ~- Acetona — Amdnea (10:5:2)

Ftanol — Butanol — Acido Acético (10:5:

2) e (10:10:2)
Butanel — Acido Acético {100 ml Butanol
- 30 ml Acido Acético para 80 a 90 ml

Ggua)
Acetona - Acido Acético {2:1)

Etanol - lsopropanol (3:1} e (2:2)

Etanol — Isopropano! - Aménea (3:1:1)

Eranel —- Isopropanei --  Acido  Acético
{3:1:1)

Etanel 2 95% - Ambnea (95:5}

[sobutanol — Acido Acético ~— Agua (3:1:1}

Acetato de Erila — Aeide Acético - Agua

(3:1:1)

Benzene - - Cloroférmio
e (2:1:1)

- Butanol {1:1:1)

Henzeno —- Cloveféruie (1:1)
Butanol - Cloreférmio — Agua (10:5:2)
Butanol —— Acido Acético — Agua (4:1:5):

(4:4:1Y; (10:10:0,6) e {4:8:1).

De todos os solventes testados, conse-

guittse separagio preciaria com os seguin

tes:

Franol - Actdo Acétice
{3:1:1)

Isobuianol — Acido Acético — Agua (3:1:
i}.

sopropanol
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Com todos os outros, Betaina ¢ Cloreto
de Colina sempre caminhavam juntos.

Variagoes de pH foram testadas, ¢ a
separagio da Colina da Betaina 36 foi pos
sivel quande a solugio inicial sc apresentava
eom pH entre 8 & 9,

Com éste mweétodo conseguimos separar
e identificar satisfatoriamente Cloreto de Co-
lina, ¢ Cloridrato de Beiafna, constanies da
formulagio de diversos preparados farma-
céulicos xaroposos, que continham, aléms
destas substfincias, vitaminas do  Complexo
B, Lisina, alguns, também, ditrato de ferro
amoniacal, )

¥m xaropes contendo vitaminas do Com-
plexo B e sais de ferro e aos guais adiciona-
vamos Cloreto de Colina e Cloridrato de
Betaina, na quantidade de 0,05 g/15 ml,

sempre conseguimes separar o identificar
aquelas substincias.
CONCLUSACG

Cloreto de Colina e Cloridraio de Be
taina podem ser perfeitamente separados e
identificados por cromatografia em papel,
desde que respeifadas as condigbes de pH,
tempo, ¢ solvente deseritas,

RIWSUIMO

E descrito um método simples para se-
paracio o identificagBo de cloreto de Colina,
e de Cloridvate de Betaing, quando em mis-
tura em produtos fzrmacfidices, usando o
téenica da cromategralia em papel  ascen-
dente,

Foram estabelecidos vs Bf de ambas as
substincias, quer gquando em mistura em
produtns farmacuticos, guer separadas, em
simples solugho arquosa.

Conseguiram-se  resuitados  satisfatdrios
na separacio e identificagio da Betaina e

Colina nas condighes e descritas.

1.

11.

Rerecido
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INFEOCOES POR ENTEROBACTERIAS NO MUNICIPIO DE
SAO PAULO. PROVAVEL DISSEMINACAQO POR VIA AEREA

ENTEROBACTERIACEAE INFECTIONS IN SACG PAULO, BRAZIL.
PROBABLE DISSEMINATION BY RESPIRATORY ROUTE

AUGUSTO DE FISCRAGNOLLE Tauway (9
Josg RowerTo CArNEIRO Novaps (1)
GiL Vitan Auvarss Prssoa (Y

SUMMARY

The authors described an outbreak of enteritis caused by Salmonelle typhimii-

rium in three hospitals.

8. typhimurium becamne esiablished in three hospitals and
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 wag the

possibility of airborn infection.

INTRODUCAO

Nido sendo as gaslrenterites infecciosas
moléstias de notifieagio compulséria e tam-
bém nem sempre sendo {acil a obiencfio de
exames para o lsolamento de enferobacté-
rias, torna-se dificil avaliar a extensio do
problema entre nés.

Sende doengas que ocorrem quase sempre
por confaminacio fecal dos alimentos e da
dgua, hoas condighes de saneamento devem
promover o desaparecimento ou diminuicio
désse tipo de infeccio, No entanto, em se tra-
tando de sabnonelas, tbdas medidas higiéni-
cas postas em pratica nfo determinaram di-
minuigdo de sua incidéncia, principalmente
nos palses onde existem melhores condigbes
higiénicas e maiores {acilidades de diagnés-

a5
1,20

tico de laboratério % 9,

Ne caso particular das salmonelas, assim
vomo dos bacilos coli do grupo de gastrente-
rites infantis, vem sendo dada grande im-
portancia a uma via de infeccio que até ha
pouce tempo niio era levada em consideragio

S (1) Do Instiiute Adeifo Lulz,

Ja fol demonstrada a
possibilidade da utilizacdo dessa via de in-
fecgio em animais (CLEMMER ef alff ¥, 1060,
Darrow, Barg & CarTER®, 1961), ficando
evidenciado ser nccessério, nesse caso, um

- & via respiratoria.

niimero muito menor de germes do que aqué-
le necessario para infectar por via digestiva.
Van Ove et olit®, em trabalho sbbre infec-
glo gastrentérica em hospitais, do grande
imporidncia a essa maneira de disseminaclo

da docnga em ambiente hospitalar.

RESULTADOS

No periodo de 1963-1969, a Secdo de Bac
terielogia do Instituto Adeolio Lutz realizou
14517 coproculturas em feres de adultos e
criangas, provenientes dos vérios distritos da
cidade de S&e Paulo, assim como de hospitais
gerais onde sfo atendidas criangas portado-

ras de infecgbes cntéricas.

Nos quadros 1 e 1I estae condensados os
resultados obtidos:
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QUADRO I

Resultados das coproculturas reclizedes de

1962 o 1969
Resuifados N T
£Xames

& PESSCA, G. V. AL
Provavel disseminaclo por via aérea.

- - Infecpdes por enterobactérias no muni-
Rev, Inst. ddoljo Lwtz, 31:11%-114,

O quadro [If mostra- a distribuigio por
espécie de enterohactérias patogénicas iden-
tificadas, onde nfio estio computadoes os ca-
s0s posilives para E. coli G.E.I., porquanto
56 entraram na rotina do laboratério nos dois
altimes anos de ohservacio:

QUADRO III

Positivos
Forcenfegem de Balmonells e Shigeila sp. isola-
Shigella &p. SHO 30 das de 1963 o 1969
Balmonella sp. T80 5,35
B. coli @.5.1. ag 201 Ano Ne Salmonells sp. Sleigella sp.
Negativos 12826 88,00 exames NS % Ne %
Total 14588 49,95 1963 2925 50 1.9 157 5.0
1864 2028 53 2,6 63 33
1965 1922 41 2,1 32 27
QUADRO II 1966 1497 26 1,8 49 PArd
1867 1528 2 1.6 31 33
Distribuwigdo dos resultados das coproculiuras .
reclizadas de 1863 o 1965 1968 3506 62 41 58 38
1969 3113 523 16,8 118 37
Ano Ne Positivos Ne
exames Ne T Negati-
vos A andlise do quadro Il indica que, a
partir do ano de 1968, houve um nitido au-
1063 2995 207 70 ome mento do isolamento de salmonelas, ao passo
1964 2028 116 5,2 is12 que nfio se verificou o mesmo com relagBo
1965 1922 93 4,8 1829 aos bacilos disentéricos.
1966 1947 72 5,0 1425 o .
1967 1528 95 6.2 1433 Se verificarmos os sorotipes de salmone-
1968 1506 213 149 1205 las que foram encontrados, constatamos fer
1969 3113 897 298 2218 kavido wm nimero muilo grande de casos
pertencentes a salmonelas do grupe B, prin-
Total 14517 1691 - 12 896 cipalmente nos anos de 1968 e 1969, a maio-
va delas ideniificadas como 8. wyphimurinm,
QRUADRO IV
Comparacio enire o nimero de dsoleomentos de 5. iyvphimurium e de oufras
salmoneles, de 196% ¢ 1989,
\.
e Grupo
\.\ A B 1 2 D Ei G RBalm, sp. Total 8. fyphimurium
Ano |
1968 2 iz 23 S iz iE e e 50 190
1964 et 34 2 o 5 4 — 3 53 i3
1965 i 20 3 4 13 1 1 e 41 ] 4
1966 i 17 s 3 2 2 e h 26 3
1967 i 3 3 i 9 3 e e 25 | 3
1968 i 50 1 3 4 2 —_— b3 62 30
1969 — 487 8 3 14 T e 4 532 457
Totat 5 6 26 19 57 34 1 9 TR0 592
i

114




TAUNAY, A, E.; NOVAES, J. R. C. & PESS0A, . V, A, ~ Infecees por enterobaciérias nce muni-
cipio de S&0 Pauio, Provavel disseminacfc por via aérea. Rev. Inst. 4delfo Lutz, 31:0111-114,

1871,

A quase totelidade désses exames fol reali-
zada em material enviado por trés hospitais
que dfo atendimento a criancas portadoras
de infecebes gastrentéricas agndas. O agen-
te infecciose fol pesquisado no ambiente hos-

A
#
C

HOSPITAL AR

COPROCULTURAS

HOSPLTAL

WOSF T AL
KD

HOSPITA

pitalar e isolade da amestra de pd de trés
enfermarias dos hospitais suspeitos.

No grafico estd represeniade o numero de
casos provementes dos hospliais que envia-
ram exames, asim como do material de pro-
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cedéncla nfo hospitalar, nes anes de 1968
a 1969,

Pelo grifico podemos ver que a epidemia
iniciou-se em fins de 1968, permanecendo por
todo 0 ano de 1969, quase sem respeitar os
meses de inverno, como é regra em infecgbes
dessa natureza, Paralelamente, em mate-
vial nfio hospilalar, o isolamenio da S. typhi-
murivm revelou-ge uniforme.

Como o germe fol introduzido nos trds
diferentes hospitais nfo podemos esclarecer.
0 exame do pessoal de enfermagem revelou,
em um déles, a exisiéncia de dois ajudantes
de enfermagem eliminando 8. typhimurium
uas fezes. Um grande néimero dessas crian-
cas havia side internade por motives outros
que nfo infecgfes gastrentéricas e fol conta-
minade em ambiente hospitalar. Parece-nos
provavel que seja a via aérea a responsdvel
nefe disseminaclo da infecgho.

RESUMO

(s autores estudaram umae epidemia de
Salmonella ryphimurivm ocorrida em trés hos.
pitais gerals nos ancs 1968-1969, onde eram
atendidas criancas portadoras de infecgles
entéricas, O agente infeccioso fol isolade do
p6é da varredura das enfermarias e, como
muitos dos casos foram contaminados ne pré-

Provavel disseminaelo por via adrea.

& PESSOA, G. V. A, — Infec¢des por ehterobactérias no muni-

Rev, Inst. ddolfo Laute, 31:111-114,

prio hospital, atribuiu-se ser responsavel g via
aérea como ponto de entrada, finfca explica-
cdo para o elevado nGmero de casos que fo-
ram registrados, 457 somente no ano de 1969,
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ALCOOLS SUPERIORES EM AGUARDENTE DE CANA POR
CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA (0

HHGHER ALCOHOQLS IN SUGAR CANE POTABLE SPIRITS
BY DIRECT GAS CHROMATQGGRAPHY

Mania HELsA WoHLERS pE ALMzDA (9
Heromsa HrieNa CopsE BARRETTO (%3

SUMMARY

rect gas chrvomatography with flame jonization detector was applied for the
tetermination of higher aleohols in sugar cane potable spirits.
All the 60 samples analysed contained n-propanol, isobufancl and iscamyl al-

cohol.

Peak areas and responses relative to Z-pentanol as an internal standard

were used to calculate concentrations of the individual alcohols,

The concentration of n-propanod, ischbutanol and iscamyl alcohel varied from
7.00, 6.40 and 19.60 to 65,20, 36.60 and 98.50 mg/ /100 mil of the sample, respectively,

A large amount of n-propanoi and n-butanol occurred in inferior guality spirits;
in some of them 2-butanol and prebably 2.methyl-2-butanel also occurred,

INTRODUCAO

(} consume de aguardente de csna & La-
bity amplamente difandide no pais, princi-
palmente entre a populagdo de menor poder
aquisitive, visto ser a bebida de prego rela-
livamenle haixo.

Niw tempos coloniaiy, a aguardente era
produzida nas fazendas, em peguenos enge-
nhos; hoje em dia, coiretanto, as destilarias
s acham espalhadas por t6da a parte, pro-
duzindo mais de mil fitros de aguardente
por hora,

As bebidas alcodlicas fermentlo-destiladas
distingoeni-se wmas das outras pela presen-
ca de componentes secundarios que formam
um  “honquet” caracterfstico de cada tipo

de bebida.  Fsles componentes  secundarios

se formam juntamentc com alcool etilico du-
rante o processe de fermentacdo do mosto,
mudam de cardter e proporgio durante a
destilagic e posterior maturagio do produ-
to. Assim, durante o processo de envelhe-
cimento de bebidas fortemente alcodlicas, os
aldeidos reagem com alcool etilico formando
acetals, suavizando, dessa maneira, o odor
pungente dos aldeidos.

(s compostos aromiticos responsaveis pelo
flavor, isto &, pelo aroma e sabor das bebi-
das, sHo0 constituidos principalmente por &k
coois, aldeidos, dcidos graxos e ésteres.

E pratica normal entre os analistas de he.
hidas alcodlicas, e o mesmo consta de :gis.
lagBes especificas, avaliar sdmente grupo de
componentes e nfio componentes individuais,

{1y Trabalho apreseniado & 238 Reunifc da Sociedade Brasileira para o Progresso da Cléncia,
realizada em Curitiba, Parans, de 4 a 10 de julho de 1971,

2y Do Ingtifuio Adolfo Lutz.
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devido a difieuldade de separacfio e ao tem-
po exigido para a exccugio de métodos clés-
sicos.

Assim, oz aldeidos sfo determinados em
conjunto e expressos em aldeido acético; aci-
dos, em 4cido acétice; ésteres, em acetato de
etila, e 4lcoois superiores, em ischutanol.
Sémente o furfural é comumente determina-
do individualmente.

Com o advento da téenica de cromatogra-
fla em fase gasosa, um nove e amplo cam-
po surgin na guimica anslitica; eniretanto,
muites anos decorreram desde a publicacio
dos trabalhos iniciais de Marriv e James?®
até o aparecimento dos primeiros trabalhos
visando a determinagiic de componentes in-
dividuais constituintes de diferentes bebidas
alcoclicas * % % 8,

MATERIAL E METODOS

Com a finalidade de identificar e dosar
os alcoois superiores, analisamos 60 amos-
tras de aguardente de cana de marcas dife-
rentes, provenientes de vérias regibes do
pais, principalmente do Estade de S&o Paulo
e do Estado do Rio de Janeiro,

A maioria das amostras fol adguirida ne
comércio e algumas colhidas nas proprias
destilarias,

O aparelho usado para as analises foi um
cromatografo a gas da marea Varian, modé-
lo 2100, com detector de jonizacio de cha-
ma. Foi utilizada uma coluna de 15 pés de
comprimento ¢ 1/8 de polegada de difmetro
injerno fendo como fase estacionaria Halleo-
mid M18, em Chromosorh W. As condi-
gbes de operagio foram as  seguintes:
temperatura  da  coluna, 100°C;  tempera-
tura do injetor, 130°C; temperatura do de-
tector, 150°C; gas de arraste, nitrogénio;
fhixo, 30 ml/min.; sensibilidade 4x1077%°

ldentificagdo dos componentes

5 pl foram injetados diretamente no cro-
matbgrafo e os alcoois foram identificados
por comparagio dos tempos de refengfio obti.
dos com os tempos de retencac de padrBes
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injetados e, ainda, pela adicio as amostras
de padrbes do &lcool suposte. A identifica-
¢do dos Alcools também fol efetuada e con-
firmada pelo emprége de duas colunas di-
ferentes: Carbowax 20M e F.F.A P,

Dosagem dos componentes

Para a determinagdo quantitativa dos al-
cools superiores o mélode empregado foi o
da padronizacfio interma® A escolha dés-
e processo de calibracfio indireta fol baseada
no fato de gue os resultados obtidos nie de-
pendem da sensibibdade do detector, isto é,
a resposta do detector pode variar sem alte-
rar os resullados pois, na avaliagho dos mes-
mos, trabatha-se com a relagio da 4rea do
componente e do padrfio interno e nio com
a area absoluta do pico do componente. Isto
evita que se preparem curvas padrbes difria-
mente ou constanternenie, como & necessa-
rio guande se trabalka com o processo de
calibraciio sbsoluta. Ouira vantagem do em-
prégo do método de padronizaclo interna é
gue a quantidade da amoslra injetada nfo
precisa ser exatamente medida ou conhecida
e, ainda, o método pode ser aplicado den-
tro de limites grandes de concentragio. A
dificuldade major do processo consiste na
escolha do padriio interno, que ndo deve in-
terferir com gualguer componente da amos-
tra; o padrio deve, no cromatograma, ficar
separado dos outros picos, mas emergir pro-
ximo dos picos de interdsse e, ainda, ter
similaridade estrutural com os compoenentes
que se deseja calcular.

SINGER " umsou n-pentanol como padrie in-
terno na determinacho de alcoois de €3 a G
em whiskies e conhaques; entretanto, nfo
achamos conveniente o emprégo déste padro
porgite éle emerge depeis do aleool iscami-
Hico, com um fempoe de retengdo muile gran-
de e sob a forma de um pico de base larga,
caracteristico de substéncias com tempo de
retengio elevado.

MARTIN ® na delerminagho de dlcoois su-
periores em oleo de “fusel” e whiskies nsou
a-butanol como padrdo interno; entretanto,
varias amostras por nds analisadas continham
n-butancl, o que impossibilitou o emprégo
désse padrio.



ALMEIDA, M, B W, & BARRETTG, H. H. C - Alcools superiores emn sguardente de cana por oroe
matografia em fase gasosa. Rev., Inst. Adeolfo Lutz, 81:117-124, 1971.

sobatengl
padrdo infernc

drea
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isobutonc!

péso padric interna

LR =% Deq = VARA {EDA- 18T

g 1 — Curva de callbracdo para Isobutanol

Selecionamos, finalmente, 2-pentanol como
padriio interno, por apresentar as condighes
ideais, Tanto o padrio interno como os 4l
eoois usados no preparo da curva padrio fo-
ram fornecidos por “PolyScience Corpora-
tion-Analytical Standards”.

Para o emprégo do processo por meio de
um padrio interno, deve-se préviamente cons-
truir wma curva com solugfes de concentra-
gOes conhecidas dos componentes, contendo
sempre uma quantidade constante do padrdo
interno. No preparo da mistura dos com-
ponentes deve-se levar em consideragio que

stnas concentragies precisam ahranger toda
a faixa de concentracho do componente que
se espera enconirat nas amostras & serem
analisadas.

Preparadas as misturas, eclas sho croma-
tografadas e as &reas dos picos sfo calcula-
das. Constroi-se um grafico colecando-se a
relaco entre os pesos do componente ¢ do
padrio interno contra a relacBo enire a area
do pice do componente e a drea do padrio,

Na pratica, operamos da seguinte manei-
ra: Foram preparadas misturas de diferentes
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concentracoes dos componentes n-propanol,
wsobutanol e aleool isoamilico veando como
solvente aleool etilice a2 43 por cento, em
dgua, v/v. A escolha do &lecol a 439 para
o preparo das solugBes foi baseada na de-
ferminagiio do gran alcodlico de aguardentes
de rana, efetuada em andlises de yotina no
instituto Adelfo Lutz, que demonstrou ser
43 o grauw alcodlico encontrado com maior
fregiiéncia.  Trabalbando sempre com ésse
teor alcodlico, proguramoes reproduzir as mes-
mas condighes de dleool etilico o dgua das
agnardenies, evitando variaches nas respos
tas do detector.

Para o preparo da curva de calibracio,
a voncentragio das solugbes padrfes foi de
0,19 p/v, para wpropanod e isobutanel o
de 0,29 p/v, para dleool isoamilico. A par-
fir destas solngoes foram feitas diluigdes ade-
quadas para o preparo das curvas. A concen-
tragiio da soluclio do padifio interno, 2-pen-
tanol, foi de 0,49 p/v, & a quantidade adi-
cionada as solughes dos componentes foi cal-
culada de maneira que 5 gl da solugie con-
tivessem, sempre, 1 pg de Z-pentanol.

A fipura 1 mostra a curva de calibracio
para Jsobutanol.

Determinacito dos dleoots superiores
A 10 ml da amostra {oi adicionade (0,1 mi

de uma solugio de Z-pentanol a 2% p/v;
5 ul desta soluciio, contendo 1 pg do padrio
interno, foram injetados no cromatbgraloe,
As areas oblidas foram medidas ¢ caleulada
sua relago com a Arvea do padrio inter-
no; per meie das curvas de  calibracio
foi lida a relagio cntre o péso do com.
penenie desconhecide ¢ o peso do padrie.
Come a gquantidade do padriio adicionado é
conhecida, por simples cilealo determinon-se
a guantidade do componente presente na
amosira.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em tddas as amestras analisadas {foram en-
coutrados os dlcouls n-propanol, isobutanol ¢
isvamilico,

(s valores enconirados para n-propanol,
reunidos no Uuadro I, vaviaram de wm mi-
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QUADROQ I

n-Propanol: Disiribuicdce de [regildncie (fi) dos
watores enconirados em ggrardenies de  ocanda,
{Brasil — 1871)

n-Propanot mg/ i) md

!
i T LT ] a
OG0 [ e 2006 ; 17
H
2000 e - B00D i 17
30,60 | A0 10
40,60 | -— 30,00 1
TV T (— 60,00 2
60,00 | T0.00 7
60

nimo de 7,00 a um maximo de 65,20 g por
100 ml da amostra, sendo a média ariting-
tica (¥} igual a 29,83, o desvio padrdo (s},
16,83 ¢ a mediana, 24.00 mg/1006 ml (g 2}.

O aspecto irregular da curva construida
com os valores obtidos para n-propancl, um
desvio padrfio grande e a2 medisna situada
longe da média aritneética evidenciam wma
grande variabilidade da quantidade de n-pro-
pano!l enconirado nas amostras.

Na realidade, as amostras classificadas por
seus caracteres organolétices come aguarden-
tes de qualidade inferior apreseniaram sem-
pre um teor muito elevade de n-propanol.
Isto explica a existénela de dois agropamen-
tos de valores na distribuicfo, corresponden-
do a uma curva bimodal (fig. 2); o primei-
ro, devido a aguardentes de melher quali-
dade, coutendo um teor menor de n-propa-
vol ¢ o segundo, devido a um grapo de ames-
iras de qualidade inferior,
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amostras de apuardente de cana

(s valores  encontrados wsabutanol,
reanidos no guadro 11 variaram de um mi-
nimo de 6,40 a um miximo de 36,00 mg por
100 ml da amostra, sendo a média aritmética
{x) igual a 19,25 o desvio padrio (s),
6,69 ¢ a mediana 19,00 mg/100 mi (fig. 3).

])Z‘il'i’i

O aspecto da curva {fig. 3) construida
com os valores obtidos para isobutanol e a
média aritmética que praticamente se con-
funde com z mediana indicam uma distri-
bui¢ao normal do contetide de isobutanol en-
conirade nas amostras analisadas,

Isohutanol:

QUADRO II

Distribuicdo de freqiiéncie (1) do§
valores encontrades em aguardentes de cana.
(Brasil — 1971

Isobutanol mg/lod mi

Iniervalo Tt

I 5,00 0
5,00 E— - 140,00 4
10,00 Tl e 15,00 9
15,00 Jormmme 203,00 26
20,00 b 25,00 1
L1803 S Se— 50,00 5
30,00 e 35,00 3
35,00 e 1 X 60 2
60
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fig. 3 Grafico do teor de Isobutancl em &0 amog-
trag de aguardente de cana,

i21



ALMEIDA, M. B W. & BARRETTO, H. H. C. — Alcools superiores e¢m “aguardente de cana por cro-
matografia e fase gasosa. Rev, Insl, Adolfo Lalz, 31:117-124, 1971,

Quantoe ao dlcool isoamilico, os valores en-
contrados, reunides no quadro 111, variaram
de um minimo de 19,60 a um maximo de
98,50 mg por 100 ml da amestra, sendo a
média aritmética (x ) igual a 57,33, o des-
vie padrio (s}, 17,83 & a mediana 56,00
mg/100 mt (fig. 4},

QUADRO L1

Alecool Isoamilico: Distribuicdo de fregtiéncia (f1)
dog valores enconirados em aguardenies de canda.
(Brasil - 1971)

Alcool Tgoamilico mg/il00 mli

Intervalo i
O e 10,00 o h
10,00 s 20,00 1
20,00 | 30,00 9
30,00 frr—e 40,00 4
40,00 Jrrrrersn 50,00 13
50,00 jr— 60,00 17
80,00 e 70,00 11
70,00 e — - 80,00 5
80,00 [ e 90,00 4
90,00 [ 100,00 a

|

i 60

O aspecto das curvas de freqiéncia dos
valores de isobutanol e de &leool amilico
mostra uma  distribuigio aproximadamente
normal déstes dois componentes; o teor dés
tes aleoels, portanto, parece nio interferir
na qualidade das aguardentes,

Nas amostras de aguardentes de cana con-
sideradas de boa gqualidade por seus carac-
teres organclélicos, foram encontrados sdmen-
te os dloovis superiores n-propancl, isobu-
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Fig, 4 — Grafico do teor de Alcool Iscamilico
em B¢ amostras gde aguardente de cana.

tanol e isoamilico (fig. 5). Tédas as amos-
tras consideradas de gqualidade inferior apre-

" sentaram um teor elevado de n-propanel e em

muitas foi constatada a presenca de n-buta-
nol. No cromategrama de algumas amostras
emergiram mais 2 pices sendo um deles iden-
tificade como 2-butanol e o ontro, pelo sen
tempo de retenglio, parece corresponder a
2-metil-2-butanol; entretanto, sua confirma-
¢io depende de experiéncias complementa-
res (Fig. 6).

Foi constatada, também, no cromatogra-
ma de tidas as aguardenies analisadas, a
presenga de oulros dois pices; o primeire dé-
les, pequeno, emergindo neo cromatograma
logo apos o 4leool etilico ¢ o segundo, de ta-
manho varidvel, emergindo depois do alcool
isparilico. Estes componentes ndo foram iden-
tificados por nfio possuirmos padrGes corres.
pondentes; entretanto, podemos afirmar néo
se tratar de &leool de €; a Cs on de Lhexanol.
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Fig., 5 — Cromatograma de uma aguardenie
de cana classificada de boa gualidade por seus
caracteres organoléticos,

Nio foram encontrades na literatura ao
nosto alcance, dados referentes & desagem
isolada dos alcoois superiores em sguarden-
tes de cana, porém, comparando os nossos
dados, com os obtidos em analises de varias
amostras de whisky escocds, por nds reali-
zadas, constalamos nestes também, a pre-
semca dos mesmos dleools superiores enconkra-
dos nas aguardentes de cana consideradas de
boa qualidade e em teor dentro dos mesmos
limites (fig. 7).

CONCLUSAO

A determinagio qualitativa ¢ quantilati-
va dos aleoois superiores permitiu verificar
gque as aguardentes de cana consideradas de
boa qualidade apresentam sdmente os 4l
cools n-propanol, isobutanol e iscamilico. As

Fig. 6 — Cromatograma de uma aguardente
de cana de gualidade inferior,

amostras de gualidade inferior apresentaram
sempre um teor elevado de n-propanel; em
muitas fol constatada a presenca de n-buta-
nol e, em algumas, foi identificado 2-butancl
e, provivelmente, 2-meiil-2-butanol.

Os _resultados obtidos indicam gque gran.
de parte de nossa aguardente de cana nio
tem um padrdo de qualidade definido quan-
to ao couteddo de dleoois superiores. O fa-
to de ser produle largamente consumido e
a obtengio de lucros fdcels por parte de al-
guns industriais fazern com que os produto-
res nfo se interessem em introduzir uma tec-
nologia adequada de fermentacio e de des
tilaciio e posterior envelhecimento do pro-
dato.  Uma tecnolegia adeguada levaria a
obtencio de um produto com caracteristicas
organoléticas apraddveis ¢ demals caracte-
risticas guimicas definidas, com capacidade
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Fig, 7 — Cromatograma de whisky escocés.

de compelir com outras bebidas {ermento-
destiladas e possibilidades de se translormar,
ainda, em produto de exportagio.

TEESUMO

A cromatografia em fase gasosa com de-
tector de iomizacio de chama fol aplicada
pard a pesquisa ¢ dosagem de aleoois supe-
riores em aguardentes de cana,

fm 60 amosiras analisadas, provenientes
de diferentes regiSes do pafs, foram sempre
identificados os dlcoois n-propancl, isobuta-

nel e isocamilico; os teorcs variaram de um
minimo de 7,00 6,40 e 19,60 a um miximo
de 65,20, 36,60 ¢ 08,50 mg/100 m! da amos-
tra, respectivamente, Para a dosagem fol
usado “2-pentanol como padrio interno. As
aguardentes classificadas, por seus caracteres
organoléticos como de boa qualidade, apre-
sentaram sdmente os 3 dlcools superiores aci-
ma referidos. As amostras de qualidade in.
fexior apresentaram um teor elevado de n-
propanol; em muitas foi identificado n-bu-
tanol e em algumas foi veriflicada a presen-
¢a de Z-butanol e provivelmente, de Z-metil
2-hatanol.
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FIVULGACAO DE METOGDHOS

A REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ apresenta, neste nQmero, nor-
mas ¢ métodos adotados num de seug Servicos — Bervico de Quimica Aplicada da

Divisgo de Bromatclogia e Quimica - e sob sua inteira responsabillidade.

Este Servico espera contribuir para a divulgacio de tais métodos, atendendo
ac mesmo tempo, &s muitas solicitacbes gue lhe sgo feitas e confornar algung pro-
blemas que surgem da necessidade da atualizaciio em cortas &reas especializadas,
em eonstante desenvolvimento,

A lécnica apresentada & a da Pesydsee ¢ Delerminaodo de Pesticidey (Movados

em Alementog,

125






Rev. Imgi. Addoifo Lutz
81:125-132, 1971

" DETERMINACAO DE RESIDUOS DE PESTICIDAS
ORGANCCLORADOS EM ALIMENTOS *

DeriNighss E CONSIDERACOES CERAIS

A presenga de quaniidades minimas de
substidncias toxicas e persistentes em alimen-
toz, provindas do use dos pesticidas ou de-
fensives agropecuarios (ou da contaminagio
de solos, Agnas, planias ¢ animais, pelos mes-
mos), trouxe nova preccupaco i Bromato-
logia.

Residuo de pesticida em alimenivs

Entende-se por residuo de pesticida qual-
quer substiincia remanescente das usadas no
contrble de pragas e doengas, na produgdo,
transporte, armazenamento, mercado e elabo.
ragio de alimentos; estiio incluidas as subs-
tAncias relacionadas Aguelas por processos de
degradacio ou metabolismo. N&o se incluem
os antibiéticos, fertilizantes ¢ reguladores de
crescimento. As quantidades sfio expressas em
paries por péso de substincia por milhdo
de partes de alimento (ppm).

Residuo néo intencional

Quando o residuo provém de circunstin-
cias nio ligadas ao emprégo de pesticidas na
produciio e protecdo de alimentos, &le & um
residuo nfle intencional

Dose didria aceitdvel

E a quantidade e‘:pressa em mg de subs
tincia por kg de péso corporeo, gue, usada
durante 16da a vida de um individuc, nio
apresentaria risco aprecidvel 4 sua satde -
em face dos fatos conhecidos ¢ estudados até
o momenio,

Limites para vs residuos de pesticidas

Basesdos nos conhecimentos da agio toxi-
colégica des diferentes pesticidas ¢ na dese
didria aceitdvel, foram estabelecidos limites
para os residuos de pesticidas em alimentos:

Tolerdncie —- E o miximo de concentra-
¢io do residuc de pesticida permitids no ali-
mento, num estdgio especifico de sua pro-
dughio, armazenamento, transporte, mercado
& preparacio até o consumo, A concentracio
& expressa em parfes por péso de residuo de
pesticida por um milhdo de partes em pése do
altmento (p.p.m.).

Limite pritice — K considerado vm lmi-
te prético de residuo de pesticidas no ali-
mento o miximo de residuo nfo intencional
que 8le pode apresentar.

Lembrando que 8sses estudos sfio feifos
com animais e/on homens em experiéncias
onde nfo se tem todas as varidveis de in-
fludncia no efeito toxocologico, &les podem
sofrer revisio e, muitas vézes sfeo lempord-
rios, aké um resultado de experiéneias a maior
prazo.

A determinagfio de residuos de pesticidas
em alimentos constitui, pois, um tipo parti-
cular do aniliss em que hé diversificacio
muito grande nes dols aspectos — o de ali-
mentos e o de pesticidas. Por outro lado,
trata-se de analisar quantidades muito pe-
quenas de wma substancia (107° g) conti-
das em produtos que sfo por si prépries
misturas complexas.

0 desenvolvimento da cromatografia em
fase gasosa, resolvew parte do problema pois
tornou poqsuel a determinaciio de guantida-
des de substincias na ordem de nanogramas.
Fla &, entretanto, a fase {inal de todo um
processo analitico que se inicia na amostra-
gem e tem sen ponte critico na extracfo dos
residuos, variando csta, nfe s6 em funcfio
da amostra, como do tipe de residuo em ques-
tio.

Amostra

Deverd ser vélida, representativa e sufi-
viente.

*  Wisborade por Walkyria . Lara, Chefc da SecBo de Aditivos e Pesticidas Residuais do Instituto

Adolfo Lautz,
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A amostragem tem grande significado. Co-
nhecendo-se o histérico da mesma, podese
escother o métode a ser empregado; nio se
conhecende nada sdbre a mesma, tem-se gue
escolher enlre diferentes possibilidades e nfo
se tem um método geral aplicivel a todos
05 Casos,

Amostra subjetive - Considera-se amostra
subjetiva a gue é ligada a um conhecimen-
16 prévio, isto é tomada sabendo-se qual o
pesticida a ser determinado como residuo.

Amosira objetiva — £ a que & tomada ao
avaso, sem nenhuma Jndicacko de qual seja
o residuo de pesticida.

Clussificaciio dos pesticidus

Numa classificagio quimica podemes se-
parar os composios usados como pesticidas
em duas grandes classes:

Natureza inorgdnice -— como 03 €ompos
tos de arsénico: arsenitos do Cu, Na, Ca;
arseniatos de Ca, Ph, Cu; compostos de co-
bre: sulfato, oxiclorato; compostos de enxe

fre: poli-sulfato de Ba, Ca; cle

Natureza orgdnica - como os derivados
de petrdleo: dleo mineral; compostos natu-
rais: Piretro, Retenona, Nicolina; carbidretos
clorados: DDT, BHC, Aldrn, Hepiadloro,
Clordana; éstercs fosforados: Paration, Ma-
Jation Diazinen, TEPP, Fosdrin, Ronel;
carhamatos: Airan, Maneh, Carlaril, Baygon;
produtos virios: triazines, nitvofendis, deri-
vados de dlorofenvxiacético, cic.

-\ o 4 tn ‘o ~ q
£ facil compreender a diversificagio e
metodos necessarios para o andlise de
posiog fodes. HO, entretanto, dspecios colnans

N COn-

nhi virios métodos, principabaente nos eme
1%&%‘g&dﬁi~‘ v Om Comiposlos Orgitiens,

cabes aspectos se pefercor 4 extracao do
principio afive, parilicacds do exirato, con-
centracio do extrato, deferminacio do prin-

cipio alivo:

Fxtragdo do prineipio alivo F leita com
soiventes, de acdrdo com a amostra o com o
principio a ser exiraido; a extragio pode
ser;

a} A frio, direta, per imersio.

b) Com desidratantes (Na.50,).

¢} Maceragiio com um ou mais solventes,
d) Com extratores tipe Soxhles,

e} Codestilacho.
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A grande dificuldade na extracio & a
formaciio de emulsdes o que torna a recupe-
racic muito baixa. A maioria dos métodos
diminui fsse efeito utilizando Na.SO, anidro
o processos de codestilagio, geralmente &l-
cool izopropilico,

Furificacio do extrato — Comeo sempre €
extraido material estranho ao principio ative
{corantes vegelais, proteinas) §é necesséria
a purificagio do extrato, a qual pode ser
feita por:

a)  Parlicio enlre solventes
dura e covankes,

e pPATE EOr-

by Cromatogralia de coluna - com Flo-
risil, alumina, Celite, celulose, carvio
alivo.

cp  Tratamento quimico.

d}  Codestilacho,

Concentragio do extrato —— Pode ser {feita
por evaporagio do selvente em:

a)  Bavho de vapor de dgua com ou sem
arraste de gis.

b} Pressdo reduzida e rotacio.

o} Com  concenfradores Kuderna-

Danish.

tipo

Determinacan dols) principio{s} wive(s)
530 usadas {éenicas de:
Fspeetrolotometria — ra-vieleta, Visi-
vel e Fofra-vermelho.

Cromatografia
gada, ghs,

~ Em papel, camada del-

Método madipto - Um método & asain
chamado quando pode levar 4 determinagio
de thda yma sfrie de residios de pesticidas,

Metodo confirniatario Sempre ¢ ngees
shrio conlimiar os resuliados obtidos por in
ternicdio e ontro mdlodo, chamado entio
(‘(?i.’jf."i?lrlfr;?'fri.7 Assing, quinudn w0
mulogralin em Tase gasosa, podemese confir
nur os resultados por eromatografia em ea-
mada delgada, cspeciromelria de massa, ou
infra-vermelho.

() método wsade na Seglo de Aditivos e
Pesticidas Residuais do Institute Adolfo Lutz
estd baseado no méiedo deserito no “Official
Methods of Analysis of the A.0.A.C., 11
ed. 1970, ¢ em outros descritos no “Guide
to the Anralysis of Pesticide Residues” do
.S, Dept. of Health, Education and Wel
fare, 19065, |



INSTITUTO ADOLFO LUTZ - Determinuacio de residuos de pesticidas organoclorades em afimentos.

Rev, Tast. Adolfo Lwitz, $1:125-132, 1971,

Mirono Gerar, Para Pestromas ORCANOGOLORADOS

Principio

A amostra ¢ exlradda com selvenie. AR-
guota dos extrates & diluida e os residoos Jde
pesticidas s3o extraides com éter do pelrd-
o, Segue-sc uma purificacio dos extratos
por cromatografia em coluna de Flerisil e
cluigio com misturas de éter etilico ¢ éter doe
petrélea.  Apos concentracio, os cluatos sio
usados para a determinacio o identificagio
dos yesiduos, por cromatografin o fase ga-

ROWa.
Material

a)  Homogeneizador de alla velocidade ou
equivalents  (liquidificador).

by Colunas cromatograficas de vidro com
torneira de Teflon e placa porosa, de
22 mm de didmetro interno por 360
mun de altura.

¢}y  Concentrador  Kuderma-Danish, de
500 ml, com receptores de tubos gra-
duados de 5 ml.

dy  Coluna Sayder ou coluna de Vigre-

e) Funis de separagio de 1000 ¢ 125 ml,
com torneira de Teflon.

Fy  Cromatdgrafo com delector de capto-
ra de eléclrons {fonte de Eritium ou
vigquel) provide com coluna de vidro
com 100 de DC-200 em Cromosorh
WHP, ou 2.5% de QF.1 e 2,5% do
DC-200, em Varaport 30, 80.100

mesh,

As colunas devem ser condicionadas a
250-260°C, duranle 48 horas. com fluxo de
pilrogénio de cérea de J00 ml/min.

Reagentes

Todos os solventes devem ser purificados
¢ a destilagho [inal feita em aparetho todo
de vidre. Devemn também ser testados da
seguinte maneira:

Evaporar 300 m} de reagente em wm con-
centrador tipe Kuderna-Danish com colins
de Vigreaux até b mi; déstes, injetar 5 i
erplitros no cromatbgrale nas condigbes de
andlize. Nio deve aparecer nenhume defle-

xie mator que 1 mum, na linha de base, de
2 a 60 mimntes apds a injecho,

a)  Aectoniirile

Acetonilrila 1éetica pode ser purifi-
cada: adicvionar a 4 1 de acetoninla
1wl de HiPO, mais 30 g de POs o
destilar entre 81-82°C.

Wy Aceionitrile satpreda com éer de pe-
Lraleo.
Saturar Acctonilrile {ftem a) com

clor de petrdleo redestilado.

vy Aleool etilico -~ p.a.

b Eter de petrdleo - - vedestilado entre

30-60°C.

) Eter elilico - redestilado & 34.3509C,
Fivre de perdxides.  Adicionar dleool
até 265,

iy Florisit — 60/100 mesh ativado a
650°C.

Aquecer por 5 horas a 130°C antes
de usar. Conservar cm dessecador &
temperatura ambiente. Reaquecer a
130°C cada dois dias.

Preparar solugbes de padrbes de 1
a4 pg/ml em hexana,  Testar cada
lote de Florisil ativado, colocando
1 ml da mistura de padrées numa
coluna prepavada e eluir como indi-
cado om: Purificacko {clean up) -—
p. 131, Concentrar os cluatos e deler-
minar por cremafografia em fase ga-
spsa, a recuperacio conseguida.

«)  Sulfuto de sédio -— anidro, gramu-
fado.

Prepuracdo da amostra ¢ Extrugdo
1. Frutas e legumes

ay  Frutas firmes, raizes e legumes de 16-
tasg — Picar e bater no Hguidifica-
doy uwma amostra Tepresentativa, ho-
mogeneizar e proceder como em b

By  Frutas moles — Se necessario reti-
rar o carogo o plear uma amostra
representativa, Pesay 100 g da amos-
fra picada e colocar no liguidificador.
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Adicionar 200 wl de acctonitrila e
cérea de 10 g de Celite. Bater 2 mi-
nutos a alta velocidade, Fibrar por
succo através de um funil de Buch-
ver. Transierir o filtrado para um «i-
lindro graduado e anotar o volume
obtido, Transferir o volume medido
para um funil de separaciic de 1000
ml,

e} Frutas e outros produtos contendo 5
a 159 de aglicar — Adicionar 200
ml de acetonitrila e 50 mi de dgua
a 100 g da amostra, no liquidifica-
dor, e bater durante 2 minulos a al-
ta velocidade. Continuar como em b,
obtendo um volume de cérea de 250
ml (medir exatamento antes de trans-
ferir para o funil de 1000 ml).

d)  Frulss e oufros produles contendo 15
a 309 de agucares {por ex.: uvas)
— Aquecer a 50°C a mistura de 200
ml] de acetonitrila e 50 ml de agua.
Adicionar a 100 g da amostra no [i-
quidificador, e proceder como em b.
Antes de os extratos esfriarem, trans-
{erir o volume medido para um fanil
de separacio de 1000 ml. Deixar es-
friar a temperatura ambiente,

Extrair com 100 ml de éter de petrdleo
adicionados ao funil de separagio conten-
do o volume dos extratos (A}, Agitar 2 mi-
naios vigorosamente. Adiciopar 10 mi de
solugiio saturada de cloreto desédio e 600 ml
de dgua. Manter o funil em posigio ho-
rizontal e agitar 30-45 segundos. Deixar se-
parar as camadas. Desprezar a camada aquo-
sa. Lavar com duas porgbes de 100 mi de
dgua a camada de solvente. Transferir a
camada de solvenie para um cilindro gra-
duado e medir o velume (B). Adiclonar 15
g de suifato de sédio anidro e agitar vigo-
rosamente. {Nio deixar o extrafe ficar mais
de uma hora em contacto com sulfato de sé-
div, pois ocastonard perdas por absorgho).
Concentrar a 5 ml no concentrador Kuderna-
Danish, Transferir para a coluna de Ilo-
risil {*“Clean up™).

Nota: Levar em conta a contracio do
volume, no caso de amostras com 85% de
agua, usando a férmula:
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P _Aw* % M}i*‘ -

T 100 n*® de gramas da

amostra no eluate

P o= no de gramas da amostra

A = mi do riitrado

total (volume de Apua nBa amoslra mais mi

de aecetonitrila adicionado)

B = mi de extrato em éter de petrdleo em que
os residuos foram particionados. ’

=
]

(Juando 50 ml de dgua sfo adicionados &
acetonitrila para extragio de produtos com
aglear, o volume T & acrescido de 45,

2. Alimentos contendo gordura

a) Oleos ¢ Gorduras — Quando sélides
aquecer até liguefazer e filtrar através
de filtro séco.

b) Manteiga —— Aquecer a 50°C até se-
parar a gordura e decantar atraves de
filtro séco.

¢} Leite —- Adicionar a 100 ml de leite
(leite evaporado deve ser diluido 141
com Agua) em wm frasco de centri-
{uga de 500 ml, 100 ml de alcool me-
tiico ¢ 1 g de oxalato de sbdio. Adi-
clonar 50 ml de éier ¢ agitar vigoro-
samente 1 minuto, Adicionar 56 ml
de éter de petréleo e agitar 1 minuto.
Centrifugar a 1500 r.p.m. duranie
15 minutos. Hetirar a camada de sol-
ventes e colocar em um funil de sepa-
ragio de 1000 ml contende 500-600 mi
de Agua e 30 ml de solucdo saturada
de cloreto de s6die. Re-extrair a oa-
mada aquesa do frasco de centrifuga
duas vézes, com pergbes de 50 ml de
éter etilico e éter de petréles (1 + 1},
centrifugando e retirando a camada de
solventes para o funil de separacfo
apds cada extraciic.

Adicionar dgua ao [unil. Desprezar
# camada aguosa. Lavar a camada de
solvenles com duas porgbes de 260 mi
de dgua, desprezando a camada aquosa.
(Se houver formacéo de emulsia, adi-
clonar cérea de 5 ml de solugo satu-
rada de cloreto de sédio & camada
de solventes).

Passar a solugio dos solventes atra-
vés de uma colnna de 25x50 mm de
sulfato de sédio anidre ¢ coletar o
elsato em um bequer de 400 ml.
Lavar a coluna com pequenas porgbes
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de éter de petréleo. Reunir ao be-
quer de 400 ml. Evaporar em banho-
maria sob yma corrente de Nitrogénio,
afim de obter a gordura,

dy  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 sodio,
100 m} de alcool metilico e bater 2 a
3 minotos. Transferir para um fras-
co de centrifuga de 500 ml. Adicio-
nar 50 ml de éter, agitar um minuto.
Adicionar 50 ml de éter de petrdleo
e agitar mais um minuto. Continuar
como em ¢ a partir de “centrilugar
a 1,500 r.p.m.”.

e) Conservas de carne — Homogenei-
zar a amostra, retirando téda a gox-
dura aderente ao recipiente. Pesar
120 g de amostra em bequer de 600
ml. Adicionar 20 g de sulfato de s6dio
anidro granulado, misturando até ho-
mogeneizar. Adicionar 100 ml de éter
de petrdleo. Agitar, Aquecer ligei
ramente a 50°C. Transferir a cama-
da etérea para ouire bequer o re-
petir a extragho com 2 porgbes de
100 mi de éter de peirSieo. Evapo-
rar os extralos obiidos a 50°C em
corrente de Nitrogénio, até que todo
o éter evapore. Deixar a tempera-
tura ambiente g gordura obtida,

Particgo com  Acetonitrily —- Transferir
3 g de gordura para wm funil de sepa-
racio de 125 ml com o auxilio de éter de
petroleo (o volume total ndo deve exceder
15 ml). Adicionar 25 ml de acelonitrila sa-
turada com éter de petrdleo. Agliar vigore-
samenie um minuto. Deixar as camadas se

separarem. Transferir a camada de aeeto-.

nitrila para um funil de separagio de 1000
mi contendo 650 ml de dgua, 40 ml de so-
lugio saturada de sulfato de sédio, ¢ 100 mi
de éter de petrdlee. EIxirair a solugo em
éter de petréleo, no funil de 125 ml com
trés porcbes de 30 ml de acetonitrila satu-
vada com éter de petrdleo, agitando vigoro-
samente um minuto, em cada vez, Reunir
todos oz exiratos ao funil de separagio de
1000 ml. Manter o funil de 1000 ml em po-
sigho horizontal e agitar por 30-45 segundos.
Deixar as camadas se separarem e transfe-
rir a camada aquosa para um segundo funil

de separacio de 1000 ml. Adicionar 100 ml

de éter de petréleo 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-
troleo ao primeire fonil. Lavar com duas
porgdes de 100 ml de dgua. Desprezar as
camadas aguosas. Transferir a camada de
éter de petrdleo através de uma coluna de
sulfato de sddio anidro de 25x50 mm, para
o concentrador Kuderma Danish.  Lavar o
funil e depois a coluna com trés porcoes de
10 ml de éter de petréleo. Reunir ao éter
de petrdlee ne concentrador. Evaporar a
cérea de B ml.

Purificagiio (Clean-up) em coluna de Florisil

Preparar uma colupa de 22 mm de did-
metro interno com Florisil ativade, de modo
a ter cfrea de 10 em de altura apds sedi-
mentar. Colocar cérea de 1 cm de sulfalo
de sédio granulade stbre o Florisil, Umede-
cer a coluna com 40-50 ml de éter de petrd-
leo. Transferir os extratos de éter de pe-
tréleo (ou o concentrado obtido na parti-
¢io com acetonitrila) para a ecoluna, deixan-
do passar & razio de 5 ml por minute. Eliir
com 200 ml de uma solugio a 69 de éter
etilico em é&er de petrdleo, na mesma razfo
de 5 ml por minuto, recothendo em frasco
receptor. Trocar o receptor e eluir com 200
ml de solucio a 159 de éter étilico em éter
de petréleo.

Concentrar cada um dos eluatos em con-
centrador Kuderna-Danish aié 5 ml.

O primeiro eluato, de 6%, contém os pes-
ticldas clorades: Aldrin, BHC, DDE, o, p’ e
p.p’; DDT, Eptacloro, Eptacloroepéxido, Lin-
dana e Metoxicloro. Geralmente esti pron-
to para cromategraﬁa em fase g4s0s3 mas,
se for necessirio, poderd ser repetida a pu-
rificacho usando nova coluna de Florisil. O
segundo eluato, de 159, conterd Dieldrin
e Endrin, Se {6r necessirio, deverd ser pu-
rificado em coluna de magnésio ou saponi-
ficacfio..

Téenicas de concentragio — Usar banho
de vapor para aquecimento, Apds atingir
cérca 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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Deteegdo e Identificagdo

Injetar wma aliguota convenienle {3 a 5
microlitros) do eluato concentrado, no cro-
matigrafo, nas condiges otimizadas prévia-
mente, para s ter a separache dos pleos cor-
respondentes aos pesticidas,  Identificar os
picos obtidos por comparagio dos tempos de
retencio com os dos padrbes. Para medida
do arca, cromatografar o padifo (ou pa-
drbes} imedialamente apds cada amoslra e
procurar ter os picos do padrie ¢ da amos
tra o mais possivel de lamanhos iguais.

As condiches de operacfio, quando se usa
nma coluna 2.5% de DC-200 e 259 QF-1

sio: temperatura do injetor —- 200°C; tem-
peralura da colung — 190°C;  temperatura
do detector —- 200°C, fluxe de nitengénio —

A i por minuto.

A identilicag@o deve ser confirmada, usan-
do outre tpe de colusa ¢ comparados os
wempos de retengdo obtidos nessa ouira co-
luna para os padrfes ¢ a amostra,

Relacionamos abaixo, publicagbes ligadas
ao assunto e perigdicos ende constaniemen-
te sdo publicadas modificagbes e novos mé-
todos para determinacio de residuos de pes-
tieidas,

Publicagies de interésse geral

BARRY, H. C.; HUNDLEY, J. G. & JOHNSON, L.
Y. — Pesgticide analytival manual. 'Washing-
ton, 1949, v, 1 e 2. U, 8. Dept. of HHealth,
Bducatien and Wetiare.

RURCHFIZLD, [ P, - Guide 1o ithe anmdysis of
pestivide residues; 2nd, ed, Washingtion, Govt,
Print Off,, 1865,

CHICHESTER, C. O. —— Rescarch in poestloldes,
New York, Avademic Press, 1963

FREAR, D E. M. -~ Pesticide index.  dth ed
Pennsylvania, Coliege Scienve Publishers, 1969,

METCALF, R. L. — Advances in pest control
regearch. NWew York, Interscience Publishers,
195768,

O'BRIEN, R. D. — Imseticides. Action and mefa-
Lbolism, New York, Academic Press, 1967,

SPENCER, B, ¥. — Guide to the chemical use in
crop protection, 5ith ed. Canadd Dept. Agvi-
cultsre, 1968, [Pubdic, 1093]

FOOD AND AGRICULTURAL ORGANTZATION
Evaluations of some pesticide residues i food,
Genéve, WHO, 1868, [FAQ/PL 1968/M/%/;
WHO/FOOD/ADDY/ 69.06]

LWELG, G., ed. -~ Anaiytical methods for pesti-
vides, plant growth regulators and food addi-
tives.  New York, Academic Press, 1963-67,
v, 1-4,

lerigdices

Apalytival Chemislry

Annales des Fulsificalions et de Plixpertise
Chimigue

Apnali dell’ Istitulo Superiore & Sapili

Bulletin of Environmental Contamination and
Toxicology Chromatography

Food and Cosmetics Toxieology

Food Technology

Interpational Pest Contrel

Jouwrnal of Agricobural and Food Chemistry
Journal of Chromatography

Journal of Chromatography Seiences

Journal of the Association of Official Awmaly-
tical Chemists

Journal ef the Seicnce of Food and Agrical
ture

Pestivides Monitoring Journal
Residue Bevicws
The Analyst

Weorld Reviews of Pest Control,
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