RE\/ISTA

INSTITUTO
ADOLFO LUTZ



REVISTA
DO

INSTITUTO
ADOLFO LUTZ

REDATOR RESPONSAVEL

AUGUBTO DE ESCRAGNOLLE TAUNAY

Diretor do Instituto Adolfo Lutz

COMISSAO DE REDACAO
JOSE PAULO GONZAGA DE LACERDA
LU FLORENCIC DE SALLES GOMES
MARCELC OSWALDO ALVARES CORREA
MARIO SCARPELLI

WALDOMIRC PREGNOLATTO

SECREETARIA-REDATORA

DEBORA DOMINGUES ESTRELLA REBOCHO

SECRETARIA DE ESTADO DA S AUDE
COORDENADORIA DOS SERVICOS TECNICOS ESPECIALIZADOS

EN I TITUTO A D OLFQ L uUT Z
S, PAULDO - BRASIL



Enderego / Address

Biblioteca

Instituto Adolfo Luiz

Av. Dr. Arnaldo, 355 -~ Caixa Postal 7027
G} — B&0 Paulo, SP — Hrasil

Endereco telegrafico: TALUTZ

Publicacio anual / Annual publicalion

Solicita-se permuia / Frchange desired

RevisTa DO InsTITUTO ADOLFo LuTzZ. Sio Paulo, SP —
Brasil, 1941

1941.1973, 1.33
1974, 34

Os artigos publicados na REVISTA DO INSTITUTC ADOLFC LUTZ séo
indexados por Analytical Abstracts, Bibliografia Brasileira de Medicina, Biological
Abstraets, Chemical Absiracts, Excerpta Medica e Tropical Diseases Bulleiin.



Rep. Inst, Adoljo Lutz

X,

Na

Na

Na

1974

ERRATA

pdg. do CONTEUDO/CONTENTS ! i

Artigo n.0 400, 62 linha

onde se I

... Gil Vicente Alvares PESSOA
Leia-se

... Gil Vital Alvares PESSOA
Artigo n.° 408, 5.2 linha

onde se 18

. of Nelsserie maningitides: defection through passive haemagiutination. . ..

iéia—se

. of Neisseria meningitidis: detection through passive haemagglutingtion. . ..

pag. 31, 22 col,, parte ¢
onde se 1é

X8
= nitrito, em nitrite de sédic por cento
P

leia-se
00X B

P
pdg. 47, 2.2 col,, 52 linha
onde se &
contendo antibidticos. ..

leia-se
contendo o antibidtico. ..

pdg. 51, na 132 linha do “SUMMARY"
onde se 1

. espiramycin. ..
iein-se

. spiramycin. ..

I

nitrate, em nitrato de sédio por cento

Na pdg. 95, na 32 linha do titulo do resumo

Na

Na

Na

oixle se 18
... e doce do Braish
leia-se

. e doce do Brasil.
pag. 99, na tabela

onde se 1

Produtos do mar

leia-se

Produtos do mar e peixes de dgua doce

pég. 124, na 62 linha do "SUMMARY”

onde se 1&
. was studies
leia-se
. was studied
pag. 131, 22 col,, 42 linha
onde se 18
apés 30 dias, 1896 desses

leia-se
apés 30 dias, os soros de 18% desses

pdg. 133, na 52 ¢ 62 linhas do “SUMMARY"

onde se 18
... Same techic...
leia-se
... Same technic...
onde se 1&
... in patients wich...
lela-se

. in patients with...




REVISTA

DO

INSTITUTO
ADOLFO LUTZ

Rev, Inst. Adolfo Lutz, Sdo Paulo, 34 (dnico), 1974

392

393

394

395

396

397

CONTEGDO/CONTENTS

José Pedro de Carvaiho Lima. Necroldgio

José Pedro de Corvalho Lima. Necro logy

Aclio do corante laranja de acridina sobre os virus herpético e vacinico
em culturas celulares

Effect of the acridine orange dye on Rerpelic and vaccinic virus in cell
cultiires

Marta Irens MALACHOWSKA & Adela ROTH .

Método para a identificagiio dos elem enfos histoldgicos e pesquisa de fun-
gos em stcos e néctares de frutas

Msthod for microscopic identification of the histological componentis and
seqrch for fungi in fruil juices

Maria Virginia DECANIO

“Aspirine solivel em lisina™: estudo especirofotométrico
“Spectrophotomelric study on “Aspirin scluble in Iysine”

Mdrio Franklin SCARPELLI & Maria Auxiliadora CHAVES

Determinacio do sedimento, cascas e paus no café torrado e moido
Detection of sediment and peels in roasied ground coffee

Fernando Cervific LOPEZ

Determinacgio espectrofotomeétrica de nitritcs e nitralos em sais de cura
Snectrophotometric determination of nitrite and nitrate in curing brines

Walkyria . LARA & Mickiko Y. TAKAHASHI

RIAL-A/392-397

-

g1

18-22

2327

29-34



398

399

400

41

442

403

404

405

Determinacio espectrofotométrica do suifato de neomicing em medica-
mentos, diretamente e apds separacic por cromatografia em camada
delgada

Spectrophotometric delermination of neomycin sulfate in pharmaceutical
products by ithindayer chromatography

Waldomiro PREGNOGLATTO & Myrna SABINO ... ... ... .. ... ........ 4148

Determinacio espectrofotomséirica de eritromicing em medicamenios

Spectrophotometric determination of erythromycin in pharmaceuticals

Waldemire PREGNOLATTO & Neuss Santesso GARRIDO ... ... .. 47-51
Consideracfes sobre o estudo bactericldgico de amostras de Salmonella
typhi isoladas em uwm surto epidémico de fehre tifdide ocorrido no
Municipic de Sdo Paulo, Brasil
On the bacterioclogical study of Salmonella typhi sérains isolated during
an epidemic outbreak of typhold fever in Sdo Paulo, Brozil
Ernesto HOFER,; Gil Vicente Alvares PESSOA; José de Souza de
MORAIS; Carmo Elias de Andrade MELLES: Esievioc José COL-
NAGO,; Maria Diana LACERDA & Maria Ignez VILHENA ... ... 53-63
Caracteristicas da buciizina e deferminacio por titulacio espectrofotomeé-
trica em produtos farmacéuticos
On the characteristics of buclizine dihydrochioride end iis detection
through spectropholomelric Hiration
Waldomire PREGNOLATTO & Narcildo Luiz PISSATTO .......... 89-7%
Método para identificacio de sorbito! por cromatografia em camada del-
gada
Thin-layer chromatography method for identification of sorbiiol
Walkyria ¥, Lara & Ielena Y. YABIKU ... ... ... ... ............. 79-81
Notag sobre alguns parasitas de ratos silvestres do Estado de Sio Paulo
Notes on some parasites found in wild rats from Sdo Poule, Bragzil
SBamuel B. PESSOA . 82-93
Pesquisa o determinacic de mercirio em peixes de dgua salgada e doce
do Bragil
Research gnd detection of mercury residues in Broziliogn salf and fresh
walter fishes
Waldomiro PREGNOLATTO; Neusa Santesse GARRBIDO & Myriam de
TOLEDG e 93-100
Isolamento de Listeric monocyiogenes de liquido cefalorraguidianc
Isolation of Listeria moneocytogenes from cerebrospinal fluid
Chifumi TAKEUCEI, Gil Vital Alvares PESSOA: Ernesto HOFER:
Carmo ¥lias Andrade MELLES & Mathilde RASKIN ......... .. 101-107

RIAL-A/398-405



406

407

408

Pneumonia por Mycoplasma pneumonice; apresentacio de wm caso clinico
com a respectiva comprovacio etioldgica

Mycoplasma pneumoniae pnrewmontlis: a case report ith eticlogical
study

Sueko TAKIMOTO; Cldudio Sérgioc PANNUTI; Guido Carlos LEVI, Vi
cente AMATO NETO; Heloisa Helena BARBOSA; Hatune TANAXA
& Tuis Floréncio SALLES-GOMES ... ... ey

Especificidade imunoldgice dos polissacarideos extraidos de diferentes
grupos de Neisseriag meningilidis

Immunologicnl specificity of polysaccharides obtained from  different
grouns of Neisseria meningitidis

Solange Barros CARBONARE: Augusta Kiyomi TAKEDA; Fllomena
B.M. JORDAO & Augusto de B, TAUNAY ... .............. ...

Anlicorpos antipolissacarideo C de Neisseria meningitidis: detecgio atra-
vés da hemaglutinacio passiva em soros de paclentes e de vacina-
dos

Antibodies against polysaccheride C of Neisserie maningitides: deteciion
through passive huemaglutination in sera from patients and veecing-
ied normal persons

Aungusta Kiyomi TAKEDA; Audgusto de E. TAUNAY; Luiz G.P. SCA-
LABRINI & 1Ivan de Otiveira CASTRO ... ...t

INDICE DE AUTOR/AUTHOR INDEX ... .. .

INDICE DE ASSUNTO .. s

SUBJECT INDEX . e

RTAL-A/406-408

108-117

118-125

127-133

135-136

137-138



AOS COLABORADORES

A REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ tem por finalidade a divulgacio
de trabalhos especialmentie relacionados com as atividades laboratoriais em Satde
Publica.

Os artigos destinados & Revista somenie serfo recebidos se redigidos de acordo
com as seguinies normas:

NORMAS PARA PUBLICACAC

Os originais deverdo ser redigidos na ortografia ofieizl, apresentados em duas
vias {original e primeira cdpia), datilografados com duplo entrelinhamento em
folhas de papel tamanho coficio (evitando cortar as palavras no final da linha,
mesmo que & margem figue irregular), com margens de 3cm de cada um dos
tados e numeradas com algarismos ardbicos no &ngulo superior direito. As ilus-
traches e respectivas legendas, e 03 rodapés serfio aprescntados & parte,

No preparc do original, serd observada, sempre que possivel, 3 seguinie
estrutura:

Pdgine de rosto
Titulo do artigo
Nome do(s) aulories)
Fitiaclo clentifica

Texto
Imtroducéo
Material ¢ Métcdos
Resultados
Discussio
Conclusdes
Agradecimentos (se for o caso)

Material de referéncia
Resumos (em portugués e em inglés)
- Descritores
Referéncias bibliogrdficas

TITULO - Deverd ser curfo e especifico, indicando precisaments o contelido do
artigo; no caso de ser necessdrio titulo longo, recorrer a subtitulo. © titulo,

traduzido para o inglés, devers ser apresentado em folha A paris.

ARREVIATURAS — Nao seriio empregadas nos titulos ou nos resumos. No texto
serBo eviladas ou usadas apepas as oficiais, jd consagradas.

UNIDADES DE MEDIDA E SEUS SIMBOLOS — Deverfio ser usadas somenie as
unidades legais de medir do sistema nacional de metrologia, definidas em decretos
(BRASIL. Sistema Nacional de Metrologia. Decreto-lei n. 240 — de 2821967,
decreto n. 62,202 - de 22-2-1968 lel decrefc n. 63,233 — de 12-9-1968, [Rio de
Janeiro, Gb., Impr. Nac., 19711 48 p.).

TABELAS — Serfio numeradas consecutivamente, com numeros aribicos, e
encabecadas pelo respective titulo, gue deverd indicar claramentfe o contetdo.
Og dados apreseniados em fabels nfo dever&o ser repetidos em grafico, a ndo ser
em casos especiais, Na montagem das fabelas, seguir as “Normas de apresentagio
tabuiar” estabelecidas pelo Conselho Nacional de Estatistica (FUNDACAQ IBGE —
Normas de apresenigedo fabuler. Rio de Janeirp, Gb., Serv. Graf, IBGE, 1972).

No corpo da tabsla, nenhuma casa ficard vazia; segundo convencio inier-
nacional, s auséncia de dados numéricos serd representada por:

—  {trago) guando o dado for nulo;
. {tr&s pontos) quando nfo se dispuser do dado;

g; 0.0, 0,00 (zero) guando o valor numérico for menor do gue a metade
da unidade ou fracic decimal adotads para a expres-
820 do dado.
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ILUSTRACOES (fotografias, graficos, desenhos, mapas eic.) — Serdo designadas
no texto como “figuras” (Fig.); terfo numeracioc Unica e seguida, em algarismos
ardbicos.

Todas as ilustracdes deverfio ser identificadas com: ntmeroc, nome do autor,
titulo do artigo e nimero da pagina do iexto onde serfio inseridas; deverfo ser
tio claras que permitam sua reproducic com reducfo de até 65 cm no sentido
da largura, sem perda de nitidez ou legibilidade; as respectivas legendas devero
estar escritas fora da drea de reproducio.

Qs préficos, mapas, desenhos deverdao ser feifos a nanquim preta em papel
vegetal, com lefras ¢ miimeros escritos com normdégrafo.

As fotografias deverfio ser nifidas e de bom coniraste. No caso de diapositivos,
estes deverdo ser apresentacdos e nio fotografias dos mesmos.

RESUMOS — Ser@o apresentados um em portugués, antecedendo o texto, ocutro
em ingiés, no final, antes das referéncias bibliograficas. Nao deverfio exceder 200
palavras, O estilo serd clarc e conciso, pondo em relevo, de forma precisa, os
fatos observados e o elementos novos essenciais & conclusdo. Serfic redigidos
pelo préprio autor ou com a colaboracio deste, observando-se as recomendagdes
da UNESCO (Bol. UNESCO Bibl, 23: 727, 1969). A fim de facilitar a indexacio,
o resumo devers conter:

Descritores — Palavras ou sxpressdes gque identificam o conteide do
artigo. Os trés principais descrifores serfo escrifos em primeiro Iugar, por
ordem de importincia. Eecomenda-se para a escolha dos descritores usar o
vocabuldrio préprio do campo especializado.

BEFERENCIAS BIBLICGRAFICAS -— Deverfic ser mencionadas somente as de
trabalhos consultadoes diretamente ligados ao assunto.

No texto — SerBo cifadas por meio de nuimerc indice correspondente ao da
lista de referéncias; assim, para um aufor... TAUNAY 31 verificou...; para dois
agteres. .. LEME & CARRIJO 1?2, pesquisande...; para mais de dois autores. ..
No trabalho de TSUNODA ef afii1?; ou ainda... segundo varios auiores 13,75,

Na listag de referéncias — Terfio numeracio consecutiva e serfc ordenadas
alfabeticamente pelo aliimo sobrenome do autor (regra geral), citando-se todos
os autoreg ¢o trabalho,

Para artigos

Ultimo sobrencme do{s) autor{es) seguido das iniciais dos outros compo-
nentes do nome, iitulo do artigo, fifule Go pericdico abreviado (World lisi
of scienfific veriodicals, 1900-1960. 4th ed. London, Bullerworths, 19635, 3 v.),
numero do volume, niimero do fasciculo (se & numerachio nfo for continuada),
pdginas inicial e final, ano de publicagio.

Ex.

MORENQ, . LOPES, C.A. M. BELLOUMINI, H.E,; PESS0A, G.V. A
BIASI, P. & ANDRADE, I C.R. —— Enterobactérias isoladas de anfi-
bios e répteis. Rew. Inst. HMed. frop. S. Paulo, 15 122-125, 1973,

Para iivros

Tliimo sobrencme do{s) autor{es) seguido dasg inciais dos outros compo-
nentes do nome, titulo da obra, edicho (se nZo for a primeira), tradugio
(se for o caso), loval de publicagio, nome do editor, anc de publicagio,
nimero da(s) pdgina(s) consultada(s). Se a obra for em mais de um volume,
gitar também o ndmero do volume.

Ex.

CANTARQW, A. & SHEPARTY, B. — Bioguimica. 37ed. Guanabars,
Atheneu, 1988, 1. 325.

Rep. Inst. Adolfo Lutz
34, 1974,
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DA PUBLICACAO

Os trabalhos destinados & publicacic na Revista deverfo ser encaminhados
ao Setor de Publicactes do Imstituto Adolfc Lutz.

A publicacfio de artigos na Revista esid condicionada & aprovagio da Comisséio
de Redacéo, gue poderd sugerir ao aufor alteragbes do original.

Todo trabalho entregue para publicacBc devera ser assinado pelo autor e
frazer endereco para correspondéncia. No caso de mais de um autor, deverd
ser expressamente indicado o responsdvel pela publicacéo.

Na publicacio do artigo, constard obrigatoriamente, em rodapé, a data de
recebimento,

A primeira prova tipografica serd revisada pela secretéria da Redacio e
conferida pelo autor, gque a rubricarad.

Os originais de trabalhos aceitos para publicagioc nfo serfo devolvidos aos
autores.,

Os autores terfo direito a 70 separatas; quando desejarem maior ntdmero,
deveréio entender-se previamenie com a secretdria da Revista.

E proibide a reproducdo no fodo ou em parte de irabalhos publicados na
Revista, sem prévia auforizacio do autor e do Direfor Geral do Instituto
Adolfo Lutz. E permitida, enitretanto, a reproducic de resumos com a devida
citagdo de fonte.

Rev, Inst, Adolfo Lutz
24, 1874,
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JOSE PEDRO BE CARVALHO LIMA

T+ 26 -outubro- 1973

A 26 de ouiubro de 1940, qo proferir ¢ orecfo com gquz inqugurava © recdém-
criado Instifuto Adolfo FLutz, dizgia o Professor José Pedro de Carvalhe Lima
que enifo esiovg reclizando o maior sonho de sua vida.

Volvidos trintq e lrés anos, por aemarga coincidéncic nessa mesma dala,
desaparecia agusle gue foi incontesiovelmente o idealizador dos Laboratdrics de
Satde Pablica no Brasil,

Parg cumprir este grande ideal profissional, teve de trilhar longa e exausiiva
cominhada em gue as alegrias muilas veass se seguiam a grondes decepgdes.

Principiando sug correira em 1819 comce assistente efetivo do Instituto Bacte-
riolégico de S@o Paulo, jd em 1923 era guindado & sua direcio e designado logo
@ seguir para empreender uma longa viegem de estudos aos Estados Unidos da
América do Norle e ¢ Europa.

Ironricamentz, por ocasido de sew regresso ac Brasil, guandc — segundo suas
palavras — jd trazio em seu cérebro funcionando “um mouvimentado loboratdric
de Saude Publica”, é cbrigado o assistir impofente & extingdo do instituicdo que
dirigia e que precisamente deveria constituir o embasagmenio parg o construgio

do seu ideal criativo.
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Confessq ter sido esse dic o mais amargo de sug vida profissional, que
suplonta com tenaz espirito de lute até 1931, dale em que consegue reorganizar
¢ Instituto Baclerioldgico e imiciar a construcdo do leboraidrio de seus sonhos,
para isso recolhendo pacientemenie todo o aparethamento que fora disperso e
chegando até ¢ vasculhar as velhas Uwvraries de Sdo Paulo para recomnsiruir o
acerve de uma biblioteca preciosa, iniciada nos fins do século.

Em 1837 novamente se enconira diante de um dilema: forcado pela lei das
acumulaches, deve oplar entre a cdledra de Microbiologia ne Universidade de
Sdo Paulo ou o cargo de Diretor do Instituto Bocterioldgico gue, grages a¢ Seu
esforco, volluve o produzir frutos. 4 opedo joi a favor deste laboratdrio, declarando
na ceasiGo gue tinha wm dever q cumprir e um programo a reclizar, que o guiapam
parg o caminho mais espinhoso: o encargo de Diretor do Instituto Baclerioldgice.

Certamenie nessa occasifo jd tinha consige mestre Carvalho Lima o germe
do futurc Laboraidrio de Saiide Publica do Estado de Sdo Poaulo, esguematizado
nos seus menores detalhes,

Foi nessa ocasido que tivemos a satisfacfo de conhecé-lo, quando nos convidou
para sew assistente na Faculdade de Qdoniologia da Universidade de Sdo Paulo e,
logo a seguir, pora assistente do Instituto Bacterioldgico. Nas muitas veges com
gue nos honrow em confior 0§ seus planocs guando da criacdo do Laboraidrio de
Sande Publica de Sdo Poulo — o Insiituto Adolfo Luitz — provenienie da fusio
do Instituto Bacileriolégico e do Laboraidrio BromatolGgico, sempre pudemos
sentir o carinhc com gue zsse laboratdric vinha sendo meditado e esiruturado
por seu privilegiado criador.

Jd& no decreto de criacfio do Imstituto Adolfo Lufz se prevé a necessidade de
uma carreiri para o8 seus téemicos de mivel superior, tendo Carvelhc Lima
proposte a carreira de Biologista e de Quimico para os portadores de tifulos
universifdrios, e a exigéncia do curso secunddrio, para 0s técnicos de nivel médio.

Por suq inspiracfio, partindo do Laboratdrio Central do Capital, o célule-mater
comzea a expandir-se pelo Interior do Estado com g instalecdo dos Laboratdrios
Regionais, sendo logo postos a juncionor os de Compinas, Ribeirdo Preto e Sanios,
este em prédio adrede construido.

Instalados e aporelhados os novos Ilaboratdrios, nde se descuidou Carvalho
Lima de criar para os novos colaboradores gue orregimeniou um ambienie de
trabalfo agraddeel, onde se senlin sempre presente a sua influéncia benéfica.
Entrevistava pessoalmente todos os nowvos cuxilioares, deherminava com exatiddo
o que de cada um se esperave e incentivavg a todos no campo do irabalho que
vinham realizando.

Seu interesse pertinagz nem sempre era bem compreendido e, & primeire vista,
Carpalho Lima granjeava ¢ foma de homem distante e de dificil comunicacéo.
No entanto, néo demorave muilo pera que todos se dessem confa de que a sua
aparente asperezu escondic uma crictura dotade dos mois nobres sentimentos,
amigo de seus amigos, dos seus aquriliares, e cuja gronde meta era defender o
seu Instiluio e fazé-lo progredir, o que conseguiy phenamente guando se considera
o renome gie logo conguisiow parg a novg instituicdo e o sem numero de iro-
baihos cientificos gue foram publicados gquando erg ¢ redalor respomnsdvel pela
“Revista do Instituio Adolfo Luitz”, esta fambém criada por sua inspiracdo.
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Estimulando szus colaboradores a se dedicarem & pesquisg nos mais variados
campos do Saide Publice, dova ele prdpric o exemplo pois, apesar dos seus
indmeros encargos, ndo se descuidava de também pesguisar, como bem o demons-
tra ¢ respeitdvel buagagem clentifica gue legou e seu importanie livro de ferxto,
o “Tratado de Bacteriologia™.

Esse estafante trabalho ndo demorou ¢ produzir frutos: em curto periodo,
foram aperfeigoados as téemicas e os métodos de exame para diagnéstico das
moléstins transmissiveis, enguanio no caempo da Bromatologia principiou-se «a
padronizar as iécnicas de erxame e g promaver uwma campanha educativag com ¢
finalidade de facilitar aos produtores de alimenfos e medicamentos o conirole
de sua producdc com evidentes beneficios pare o saude piublica.

Por decreto de 27 de abril de 1948, ainda na plenitude de suq capacidade
fisica, aposentou-se, a pedido, do glto cargo de Diretor do Instituto Adolfo Lutz
agquele guz pele forea de sua fé e abnegacdo & couse publica criouw no Brasil
um Crgdo inédifo para nos — o Laboratorio de Saude Publica.

Ao se aposentar péde o mesire cumprir ainde wm segundo ideal, ¢ de retornar
& sua cdiedra ng Universidade de Sfo Poule, onde professou aindg por vdrios
anos e feve a venlura a poucos concedida de wver sua obra ali continuadq por
sew fitho Licio Penna de Carvalho Lima.

Sejam estas pelavras nossa homenagem postuma ao corigdor do Instituio
ddolfo Luiz e esperemos gque 0 seu exemplo sempre vivo nesia Casae mostre «a
todos o que pode reglizar a fé e a tenacidade de um homem de cardter gue
Iuta por uma idéia generosa.

Porveniura melhor gue nos, os postercs reconhecerdo gquanio todos depemos
o esse homem raro gue, ao realizar o seu ideal crigtive, coniribuin encrmemente
pora a saude e a educacdo dos brasileiros.

Augusto de Escragnolle Taunay

CURRICULUM VITAE

Nasceu José Pedro de Carvalho Lima em Mococa, 8o Paulo, a 14 de
fevereiro de 189%4. Era filho de Firmino de Oliveira Lima e de Laudelinag de
Carvalho Lima e foi casado com D. Hilda Penna de Carvalho Lima,

Fez os cursos primario e secunddrio no Colégic Arguidiccesanc de Sfo Paulo,
de 1905 a 1911, quaﬁdo recebeu o diploma de Bacharel em Ciéncias e Letras.

Ingressou na Faculdade de Medicina do Ric de Janeiro em 1912, doutoran-
do-se em Medicina a 29 de degembro de 1917, apds ser aprovado com distincéo
em defesa da tese: Contribuicio ao estudo da Vacinoterapia da Cogueluche.

Durante o cursc médico ocupou 0s seguinfes cargos: monitor (auxiliar aca-
démico) da cadeira de Microbiclogia, sendo catedrdtico o Professor Bruno Lobo:
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internc da Maternidade do Rio de Janelro (Laranjeiras), da gual era diretor o
Professor Fernando de Magalhies, e interno da cadeira de Pediatria, da qual era
catedrdtico ¢ Professor Simdes Correia.

Fey varios estégios ¢ cursos de especializagio:

Ern 1918, estigios de especinlizacio em Bacteriologia nos Institutos: Man-
guinhos, no servico do Professor Henrique Araglo; Butantan, servigo & cargo
do Dr. Jodo Floréncio Gomes, e Bactericlogico, sob a direcio de Theodoro Bayma,
com quem iniciou os primeirog frabalhos, em 1817, para a fese de doutoramento;

De maio a setembro de 1923 (Bolsa de Estudos da Rockefeller Foundation)
fez, em Albany, na “Division of Laboratories and Research” do Departamento de
Sande do Estadeo de New York, um curso de especializago em laboraidrios de
Satde Piblica;

De setembro de 1923 a janeiro de 1824 {Bolsa Rockefellery fez, na Harvard
University, m Boston, cursos regulares de Bacleriologia e Analomia Patoldgica.
Durante esse periodo, realizou irabalhos especials de Bacteriologis com o Pro-
fessor Hanz Zinsser e de Anafomia Patoldgica com o Professor Burt Wolbach;

Em 1924, fez estdgios em varias instituicdes: Laboratcrio Higiénico de
Washington, onde estudou o assunto dog Prneumoccocos e das Brucelas com Alice
Evans; Unjversidade de Pensilvania, onde estudou com ¢ Professor Kolmer a
sua téenica da reacdo de Wassermann; Instituto Pasteur de Paris, estudo, com
o Professor Besredks, das guesifes da imunidade local e da vacinagio com
antivirus, ¢ também da fizacBo do complemento na tuberculose; no Hbpital
Saint-Louis, de Paris, acompanhou o servigo do Professor Sabouraud, sobre os
cogumelos da tinhas.

Ainda, em junho de 1924, visitou em Hamburgo o Hospital de Moléstias
Tropicais, onde irabalhava o cientista pairicic Professor Rocha Lima; fol a
Berlim, tende visitadeo ¢ Professor Wassermann no Instifute que fem 9 seu
nome, e o Professor Neufeid, no Institutc Roberto Koch, de quem obteve pre-
ciosos ensinamentos.

Tez parte de vérias Comissdes Examinadoras de Concurso da Universidade
de B&%0 Paulo, da Bahia, do Parang.

Participou de numerosas Comissdes, desempenhando funces de destaque:

Presidente da Comissio (o Departamenfo de Salide, encarregada do estudo
da Febre Ondulante;

Representante do Departamento de Satde na “Comissio de Investigactes da
Poluicio das Aguas de S&c Paulo”;

Representante da Faculdade de Farmicia e Odontologia no Congresso In-
ternacional de Microbiologia, realizado no Rio de Janeiro, de 17 a 24 de agosto
de 1850 e do qual fol vice-Presidente da 2.* sub-secgBo, Bacteriologia;

Membro da “Comissio encarregada de proceder & revisio do Regulamento
do Policiamento Sanitdrio da Alimentacfo Publica”™;

Presidente da Comissfo encarregada de coordenar os servigos contra eventual
surto epidémico de gripe no Estado, em 1944;
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Representante do Departamento de Saide na I Semana de Previdénela e
Assisténcia Social, realizada em 880 Paulo a 5-11-1944, sob os auspicios do Ins
tituto de Direito Social;

Chefe da Comissfio gue representou o Departamento de Satde no Congresso
Brasileiro dos Problemas Médico-Sociais de Apds Guerra, realizado na Cidade
de Salvader, Bahia, em 1945;

Representante do Diretor Geral do Departamento de Satlde, junto & Primeira
Jornada Brasileira de Bromatologia, realizado de 3 a 13 de abril de 1946, em
Sio Paulo;

Presidente da Comissio do Ministério do Exterior para a fiscalizacio de
entorpecentes no Estado, em 1944 e 1045

Secretdario da Sociedade de Medicina e Cirurgia de Sao Paulo (Presidénceia
de Adoifo Lindemberg e de Pinheiro Cintra);

Membro de honra das Jornadas comemorativas do Cingiientengrio da Fun-
dacfio da “Liga Paulista contra a tuberculose”, realizada de 17 a 24 de julho de 1949;

Membro do Segundo Congresso Médico Paulista, comemorativo do cingilente-
ndrio ds Sociedade de Medicina e Cirurgia de Sio Paulo;

Presidente da Comissfio dos Arquivos de Higlene e Salide Piiblica, publicacéo
do Departamento de Satide, em 1044 e 1945;

Primeiro Representante da Faculdade de Farmdcia e Odontologia, no Conselho
Universitdric, de 1934 a 1938 (Diretorias Benedito Montenegro, Raul Vargas Cava-
theiro e Linneu Prestes);

Presidente da Comissfo encarregada de dar parecer sobre os servicos do
Instituto Pasteur de SHo Paulo, em Sioc Paulo, em 1954:

Fundador da Revista do Instituto Adolfo Luiz.

Os principais cargos exercidos, ao longo de sus carreira, foram: monitor
(auxiliar académico) da cadeira de Microbiologia da Faculdade de Medicina do
Rio de Janeiro; médico sanitarisia (por concurso) do Depsartamento de Satde
de Sio Paulo; médico (por concurse) da Santa Casa de Misericordia de Séo
Paulo; assisiente do Instituto Bacterioldgico do Departamento de Satlde de S#o
Paulo; direfor do Institufo Bacterioldgico do Departamento de Salde de Séo Paulo;
“Research fellow”, em Bacteriologia, da Harvard University, Boston, E. U.A.; diretor
do Servigo de Laboratdrics de Savide Publica, do Departamento de Satdde de
840 Paulo; diretor superintendente do Instituto Butantan, S&o Paulo; diretor do
Instituto Pasteur de Sfo Paulo; diretor do Insiituio Adolfo Lutz, do Departs-
mente de Salde de S&0 Paulo e professor caiedréaiico de Microbiologia da Fa-
culdade de Farmicis e Bicquimica da Universidade de S&c Pauwio.

Em margo de 1968, a Congregacio da Faculdade de Farmdcia e Bioguimica
da Universidade de Sio Paulo, considerando os servigos relevantes prestados ao
ensino universitario, concedey-lhe ¢ titulc de “Professor Emérito”.

Grande parte de sua atividade profissional se desenvolveu dentro dos labo-
ratdrios de Saude Publica do Departamento de Satide de Sio Paulo — Instituto
Bactericldgico, Pasteur, Butantan e Adoifo Lutz.

Fruto de sua experiéneia, publicou, de 1817 a 1856, os seguintes trabalhos:
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1917 LIMA, J.P.C. — Diagndstico e vaccinoterapia da
cogqueinehe. Anais penrl. Med., Cirwrg, 24
LIMA, J.2.¢, — Qoatribuicdo oo estudo do voci- 195-8, 1932. 12
noterapie da cogqueluche. Rio de Janeiro,
1817. [Tese — Fac. Med. Rio de Janeiro} 1
1IMA, 3. P.C. — Endocardite rheumatica ¢

1918

LIMA, J.P.C. et al. — Campanha conira
a ancilostomose. SA0 Paulo, Servico Sani-
tario, 19i8. 2

1920

LIMA, J.P.C. -— Notas sobre 2z Infestacéo

humana peios “Hymenolepis” e sua prophy-
laxia. Bolm. Sco. Hed. Cirurg., {840 Paulo),
§: 256-60, 1820, 3

1921

EIMA, J.P.C. — A reaco do ouro colleidal
Bolm. Soc. Med., Cirury. (8&c Paulo}, 4 {9):

236-40, 1521. 4
LIMA, J.P.C. — Tratamento da syphilis pelo
hismuto, Bolm, Soc. Med. Cirurg. (Sio Pau-
oy, 4 (9): 240-1, 19231, 5
1924
LIMA, J.P.C. — DIiosagem de antitoxina *“in
vitro”, Angis peul. Med. Cirurg., 12: 25-30,
1924, 3]
1925
LIMA, J.P.C. — A vaccina antityphica. Anais
paul. Med. Cirurg., 18: 25-30, 1935. 7
1926
LIMA, J.P.C. — Eemocultura nas epndocardites.
Anats paul. Med. Cirurg., 14: 41-5, 1926,
3
1929
LIMA, . P.C. — Bacteriologia das endocardites,
Anagis pawl. Med. Cirurg., 20: 217-222, 19258,
9
1530
TIMA, J.P.C. — Bacillos dysentericos Shiga €
Behmitz, Differenciacio pela rhamnose, Anais
paul. Med. Cirurg., 21: 1833-5, 1939, 0
1932
LiMA, J.P.C. — Bacteriologis. Bras. Méd., 46:
643.6, 1033, [Aula Inaugural na Hscola de

Pharmacia e Odontologia de 880 Paulol
11

6

Streptococeus cardio-arihritidis, Angis poul,

Med. Cirurg., 24: 15-7, 1882, 13
LIMA, J.P.C. — Espermocultura. Bres. 3Méd.,
46: 500-1, 1932, 14
LIMA, J.P.C. — Meningites bacterianas em Séo
Paulo. Anais paul. Med. Cirurg., 24: 145-9,
1832, 15
1933
LIMA, J.P.C. — Bacillo Profeus XI e typho
exanthematico de B8fo Paule. Bras. Méd., 4%
64-6, 1933. 16
LIMA, J.P.C. — Bactericlogia, S&¢o Paulo, Im-
pressora paullstfa, 1933, {2.2 ed, 1934; 3.2 ed,
163%; 4.2 ed., 1945} 17
1934
LIMA, J.P.C, — Laboratério Clinico e Qdonto-
logia. Rev. Farm. Odont. (Rio de Jansiro),
1 (1): 35, 1834. 18
LIMA, J.P.C. — Vacinas eontra a cogueiuche,
Hipoergitea, 3 (1): 99, 1934, i9
1936
LIMA, J.P.C. — Sdro-diagnostico das febre ty-
phoid. Publedes méd., § (5): 6-10, 1936.
26
1938
LIM4, J.P.C. — Hemocultura em “liquoid”, Bras.
méd., 52 1184-6, 1938 21
GOMES, L.S.; BARRETTO NETTO, L.P, &

LIMA, J.2.C. — Bobre dois casog de empye-
ma de origem eberthiana observados em Sio

Paulo: Bras. méd., 52: 203-5, 1838, 22
1939
LIMA, J.P.C. & ARANTES, M. — Cultura do
bacilo da Lepra. Rev. bras. Leprol. (S&o
Paulo), ¥: 391-403, 1939, 23
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Cirurg., 1840, [Necroidgiod 2 de capsulas bacterianas. Rev. Fnsf. Adeljo
Lutz, 21 191-311, 1942, 30
LIMA, J.P.C. - Virus da paralisia infantil
Pedricir. prét., 31: 317-28, 1940, [Palesiral 1943
25
LIMA, J.P.C. - Artur Neiva. Rev. Inst. Adolfo
IIMA, J.P.C. & ARANTES, M. — Hemocultura Lutz, 3: 225-3%, 1843. [Necroidgio] 31
em Hguoid, IT. Angis peul. Med. Cirurg.,
39: B87-82, 1946, 26 LIMA, J.P.C. & ARANTES, M. — Vacinacio
contra o cogueluche, Rev, Inst. Adolfo Lutz,
LiMA, J.2.C. & TELES, 1..Q. - Bacilos disen- 3: 9-19, 1943, 32
téricos intermedisrios. Anais  poul. Med.
Cirurg., 44: 179-80, 1940, 27 1945
LIMA, J.P.C. & TELES. L.Q., - Producio de LIMA, J P.C. - Os Laboratérios de Satde Pa-
hidrogénio sulfurado pela Shigells ambigue bilca nas organizecbes sanitdrias. Rep. Insf,
{Andrewes} Weldin., dneis paul. Med. Cihrurg., Adolfo Lutz, 5: 267-78, 1845, a3
89: 9-17, 1540, 28
1936
1941

LIMA, J3.P.C, — Instituto Adolfo Lutsn. Hew.
st Adolfo Lute, 1 {1} 5-20, 1941, 29

EIMA, J.P.C. ~— PFresenca de Adolfo Luiz na
¥Faculdade de Farmécia e Odontologla, Rew,
Inst. Adolfo Luiz, 14: 5-13, 19bH6. 34
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ACAO DO CORANTE LARANJA DE ACRIDINA SOBRE 0S VIRUS
HERPETICO E VACINICO EM CULTURAS CELULARES™

Marta Irena MALACHOWSKA #*
Adela ROTH *v
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MALACHOWSEKA, M.I. & ROTH, A. — Acido do corante laranja de acri-
dina sobre os virus herpético e vacinico em culturas celulares. Ren
Insi. Adolfo Lutz, 34: 9-17, 1974,

RESUMO: Estudou-se a aclo inibidora do corante foto-sensibilizan-
te laranja de acridina (LA) sobre os virus herpético e vacinico. A acgéo
conjunta do coranfe e iuz resultou em 100% de inibigio do crescimen-
to dos virus, quando o LA esteve em contacio durante 1 hora com 08
virus. N&o se observou qualguer particula viral nas micrografias ele
tronicas, enguanto gue nas células inoculadas com virus expostos a
luz, mas sem LA, observaram-se numerosas particulas de virus. A
microscopia fluorescente demonstrou diminuicio de ADN em céluiass
inocuiadas com mistura de LA e virus (VLA) em comparacio com o0s
confroles de células normais.

DESCRITORES: laranja de acridina, acdo sobre o virus; virus, her-
pético e vacinico.

INTRODUGAO

Numerosos investigadores descreveram a
a¢io inibidora dos metais pesados!® e dos
corantes foto-sensibilizantes sobre o cres-
cimento de alguns virus, destacando gue a
exposicdo & luz é relevante nestas inibigSes.
0O mecanismo intrinseco da inibicio dos
virus nfo estd bem esclarecido. Uma das
teorias sugere gue os corantes fotodini-
micos inibem a sintese dag proteinas
cloplasmadticass; outra teoria, mais fre-
glienternente citada, admite gue estes coran-

tes ligam-se aos deidos nucléicos virals,
transferindo a eles a energia da Juz *** cau
sando, desta maneira, ¢ rompimento ds sua
estrubura 7. 8, 9, 13, 16, 21, Diversos trabalhog
usando métodos bioquimicos sugerem a de-
gradaciio ou destruigio da guanina do ADN
para explicarem este mecanismo 3,612,134 He
aproximadamente 40 anos vém se realizando
estudos da acio fotodinamica dos corantes
procurando, como resultado prético, a ind-
bigde de crescimento dos agentes infeccio-
s0s que poderia ser utilizada em terapéutica.
Recentemente, apareceram trabalhos onde

* Realizade na Secdo de Virus Produtores de Exantemas do Tuostituto Adolfo  Luta,
84c¢ Paulo, S.P.
** Po  Instituto Adolfo Lutz.
**¢ ROTH, A, & MALACHOWSEA, M.I. — A¢80 dos corantes foto-sensfvels sobre Herpesvirus ho-

mints. Sa&c Pauie, 1973, [Trabalho ndo publicado]
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se relatam éxitos clinicos, utilizando o fo-
todinamismo do vermeiho neuirc e da pro-
flavina em lesSes herpéiicas de peied 2 de
gueratite herpdtics 12,

Em viste destes resultados, resclveu-se es-
fudar a acido fotodindmica do corante Ia-
ranja de acridina, in vitro, o qual tem sido
utilizado por numerosos autores para o
estudo da infbicio do crescimento de agen-
tes, como poliovirus 11, 17, virus de mosdico
das plantas, herpesvirus e colifago?. Na
Hteratura, ndo foi encontrada gualguer re-
{feréncia ac efeito da laranja de acridina ®
sobre 08 virus herpético e vacinico nos sis-
femas celulares usados neste trabalho.

Ainda, foi escolhide este corante pels sua
notavel propriedade de corar diferencial-
mente o ADN do ARN ¢ de poder corar
céiulas vivas. Pelo fato de nBo encontrar-
mos qualguer citacio na literatura referente
as alteracfes morioldgicas dos virus apds
o tratamento cormn corante e iuz, neste tra-
balho procurou-se investigar este assunto
através da microscopia eletrdnica.

MATERIAIS E METODOS
Virus

Foram utilizados:

&} Herpesvirus hominis (HVH) tipo I,
cepa Mc Intire, com passagens em culty-
ras celulares SIRC e fitulado nas mesmas
células. Titulo do virus 106 por 0,1 ml

b) Poxvirus officingle, cepa denominada
B pela Se¢dio de Virus Produtores de Exan-
ftemas do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo,
8. P, (virus contido na vacina anti-wvaridlica
produzida pelo Instituto Butantan, Sio
Paulo, 8. P, cultivado e titulade em céluias
Vero-Maru; {itulo do virus 195 por 0,1ml

Culturas celulares

Foram utilizadas:

a) Célulag STRC*® — Hnhagem continua
de cornea de coelho, com 53 passagens neste
laboratdric.

*  Merck.

b} Células Vero-Maru*** — linhagem con-
tinua de rim de macaco, com 50 passagens
neste laboratorio.

Meios de cultura

Como meios de manutengio foram usa-
dos: o meic 199 com 1% de soro de vitelo
para céluias SIRC, ¢ meio de Eagle com
2% de soro de vitelo para as células Vero-
Maru.

Corante fotodindmico

O coranfe laranja de acridina (LA) foi
dissolvido a 1% em salina famponads com
pH ajustado a 7.2 e mantido em geladeira a
4°C ern frasco escuro.

Exposicio & luz

Os szistemas celulares foram expostos
durante 1 hora & luz da lampada de 60 W,
de vidro transparente, a 60 cm de disténcis
das células. A temperafurs externa dos tu-
bos durante a exposicio nlo excedeu
a 22°C,

Inoculagdes

Inicialmente vérias quantidades de LA
com TCD 50% de viras foram experimenta-
das. Foi escolhida a dose de 4 microgra-
mas que nio alterou as células, mas inibiu
a acio do virus,

As inoculacSes foram feifas de irés
modos:

a) mistura de 0,1 mi de virus (contendo
160 TCD 50%) com 4 microgramas de LA
(VLAY no volume de 0,1 mi. Pestas mistu-
ras foram incculados 6,2 mi por tubo;

b) inoculacbes de 4 microgramas de LA
e em seguida o virus na mesma guantidade
¢ volume como no item a;

¢) inoculacles da LA e, 24 horas depois,
o virus nas mesmas guantidades 2 volumes
citados.

#*  Recebidas do Dr. Yorgen Leerhoy de Statehs Seruminssitut, Coperhagen, Dinamarca.
e Recebidas da American Type Culture Collection.

16



MALACHOWSEKA, M.I. & ROTH, A, — Agdo do
pético e vacinico em culturas celulares. Rewv.

corante laranja de acridina sobre os virus her-
Inst. Adolfo Luiz, %4 9-317, 1974.

As inoculagSes foram execuiadas em
duas séries: a 1.2 exposta uma horg b luz
e g 2° feita em cimara escura com l&mpa-
da vermelha de tipo usado em fotografia.
Nesta série, os tubos foram protegidos com
papel de aluminio. Para cada aliernativa,
usaram-se 4-6 tubos de células. Os sistemas
foram observados ao microscopio diaria-
mente e a leitura final foi feita no 7.9 dis
apés a inoculaco.

Teste de virus com LA

Células inoculadas com VLA e gue néo
mostrararn efeifo citopatico eram congela-
das e descongeladas irés vezes, cenirifuga-
das, & o sobrenadante era inoculado em
novas células.

Microsedpia fluorescente

Para observacio direta em microscopia
fluorescente, foram preparadas Hminas
com células normals, células inoculadas ape-
ngs eom virus e células inoculadas com
VLA, Toeodas as amosiras desta experiéncia
foram expostas A acdo da luz Foram ex.
perimentadas trés variagbeg de prepara
cies destas Hrninas:

1. Fixacio com acetonsa, tratamento com
tampéo fosfato pH 64, coloragiio com LA
a 0,01% e moniagem em tampio fosfato
pH 64.

2 TPixagdo com acetona, tratamento
com tampdo Me Ilvain pH 4,0; coloracéo
com LA a 0,01% e montagem sm tampio
Me Ilvain pH 4.0,

3. Fixagio com acetona, tratamento com
tampio fosfato pH 8,0; coloracio com LA
a 0,01% e montagerm em glicerinal, pH 9,0.

Microscopia eletrénica

As ceélulas inoculadas com virus e as
inoculadas com VLA foram observadas 4o
microscdpio eletrdnico. Estas amosiras fo-
ram coradas pelo acetato de uranila a 2%,
embebidas em resina Polylite T-208 & corta-
das no ulitramicrdtomo Porier-Blum, AS se
¢Ges coradas pelo método de Reynolds fo-
ram ezaminadas a0 microscedpic eletronico
Philips EM-200 operando a 60 KV.

RESULTADOS

Nas experiénecias constantes da figurs 1,
verificowss que, quando o8 virus foram
incculados iscladamente (controle dos vi-
rus), ha presencsa ou na auséneia de luz,
houve crescimento represeniado por 100%
de efeito citopdtico (letra A da Tfigura 1),

Quande a mistura virus & corante {VLA)
foi exposta & luz por 1 hora e inoculada no
sisterna celular, verificou-se apcs 7 dias de
observacdo, que houve inibicio do cresci-
mento do virus, fato demonstrado por pas-
sagens posteriores, Por outro lade, houve
crescimenio do virus representado por 100%
de efeifo citopatico quando as inocculaghes
foram feitas na auséneia da luz (letra B da
figura 1).

Quando o coranie LA foi adicionado 24
horas antes do virus, verificouse que nos
tubos expostos A acfo da Iuz houve discreto
crescimento do virus representado por apro-
ximadamente 20-30% de efeito citopatico.
Nos tubos nfo expostos 4 acfio da uz houve
crescimento do virus igual aos dos contro-
les, isto é, 109% de efeito citopdtico (letra
C da figura 1).

@uando a adigio do corante LA foi feita
imediatamente apds a incculacgko do virus,
verificou-se que, nos tubos expostos ou nio
A4 agclo da Iuz, houve crescimento igual zo
dos controles dos virus (letra D da figura 1).

Dois experimentos visaram verificar, nas
culturas celulares Inoculadas com VIA e
nas quais nfo houve efeito citopatico, se os
virus ainda estavam presentes, mas nativa-
dos, ou se estavam presentes em forma in-
completa. Destes experimentos resultou o
seguinte:

a} células inoculadas com o resultante
da inoculagdo anterior de VLA expostas 3
luz foram observadas durante 7 dias, sem
apresentarem indicio de efeifo citopatico,
permanscendo com a morfologia usual.

b)) micrografias eletrénicas demons-
fraram numercsas particulas virais nas
amostras inoculadas somente com  viras,
enguanto gue em vdrios cortes de células
inocuiadas com VLA ndo se observou ne-
nhumea particula viral (fig. 2 ¢ ¢ b)
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Fig. 1 — Resultados das inoculacfes com os virus e coranie em
cuituras de tecidos.
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Fig. 2a) Micrografia eleirdnica da célula incculada somente com
virus, onde se observam varias particulas virais.

Fig, 2b) Micrografia eletrdnica da célula inoculada com virus e
corante, onde ndo se observa nenhuma particula viral

13



MALACHOWSKA, M.I. & ROTH, A. — Acdo do corante larania de acridina sobre os virus her-

pético e vacinico em culturas celulares. Rew.

Inst. Adolfo Luiz, 84: 8-17, 1974.

Para 0 exame pela microscopia fluores-
cente, foram preparadas laminas das céluias
normais e das células submetidas ao trata-
mento com virus e corante LA.

Ao exsme, as células normais néo apre-
sentavam alteracdes visivels e os micleos
demonstravam cor amarelc-esverdeadsa com
pontos avermelhados correspondendo aos
nucléclos, e o citoplasma detinha cor ver-
melha infensa (fig. 3a).

Nas Aminas com células inocuiadas so-
mente com virus observaram-se alteracdes
morfoldgicas das células caracterizadas por
aumentc e granulagio do ndcleo due S8
corave de amareglo-esverdeado intenso cor-
respondendo ao ADN, e pouco restava do
citoplasma corado em vermelho, correspon-
dendo ao ARN (fig. 3b).

As lAminas com as células inoculadas
com VLA expostas & luz mostraram, na sua
grande maioria, ¢élulas coradas em seu ci-
toplasma de cor vermelha intensa (ARN) e
discreta diminuicio de cor amarela corres-
pondenie ao ADN no niecleo. Em geral
estas células sao compardveis as cdlulas-
conirole normais (fig. 3c).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Constatou-se gue a acic conjunia de
larania de acridina e da luz inibe o cresci-
mento dos virus herpéfice e vacinico nas
cutturas celulares usadas. Estes virus, iso-
ladamente, expostos 2 luz sem 2 pPresenca
do corante, nido demonstraram qualguer
sensibilidade & luz. A acloc do corante LA
sobre os virus nfo fol instantdnea. Com
efeito, quando o LA foi adieionado &s célu-
las simultaneamente com os virus nio hou-
ve inibicio do crescimento dos virus, isto
&, houve crescimento evidenciado por efeito
citopdtico em todas as célulag. A inibicfo
do crescimento dos virus foi obiida quando
o sistema VLA {oi exposto por 1 hora & luz.
O mesmo fendmeno foi observade por
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BOOTH 2, com ¢ virus da rubéela itratado
com profiavina, e por WALLIS 19, gue tra-
tou o poliovirus com vdrios coranfes como
0 vermelho neuiro, azul de toluidina ou
proflavina.

Como 0 virus inoculado apds 24 horas
da adicBo de corante foi parcialmente ini-
bido, supbe-se que restos do corante foram
suficientes, quandoe exposios & Iug, para ini-
bir, em parte, o crescimento do virus.

Nas experiénceias corn culturas cehilares
cultivadas conjuniamente com o corante e
posteriormente inoculadas com virus her-
pético ou vacinico na auséneia e presenca da
luz nao se obteve inibicko do virus. Enire-
tanto, WILSON 22, constatou inibicio do
poliovirus, realizando este tipo de experi-
mentos com o0 corante vermelho neutro. No
presente estudo, jamais se observou qgual-
guer inibico do crescimento dos virus na
auséneia de luz. A 4nica mencio de inibiclo
de crescimento na auséneia de luz encon-
trada na litferaturs foil no trabalho de WAL-
LIS 20, gue inativou adenovirus com azul
de toluidina.

A teoriz sobre ag alteracles causadas
no DNA viral peia transferéncia da energia
da luz pelos corantes foto-sensibilizantes pa-
rece concordar com os achados na micros-
copia eleirdnica que revelaram nas células
com VLA auséncia completa dos virus, Isto
sugere que a luz e o corante destroem nio
somenie osg deidos nucléicos, mas tamhbém,
as proteinas citoplasmdticas, em outras pa-
lavras, o virus completo,
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Fig. 3 a) Células SIRC normais.

b) Células SIRC inoculadas
com virus

c¢) Células SIRC inoculadas
com virus e com corante.
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MALACHOWSKA, M.I. & ROTH, A. — BEffect of the acridine orange
dye on herpetic and vaccinic virug in cell cultures. Rew. Insf. Adol
fo Lutz, 34: 917, 1074,

SUMMARY: The inhibiting action of the photosensitizing acridine
orange dyve (AQ) on herpetic and vaccinic viruses was studied.

The combined effect of both the dye and the light on these viruses
caused a 100% inhibition of growth =after an one hour period of
contact with the dye; no virus particle could be observed on the elec-
itron micrographs of these cells, In those cells which were inocu-
lated with the virus under ligth but without having been put in contact
with AQ, several virus particles were observed. Fluorescent microscopy
evidenced a decrease of DNA in those cells inocculated with AD and vi-

rus, as compared with the amount of DNA in normal cells.

DESCRIPTORS: acridine orange, effect on the virus; virus, herpetic

and vaccinic,
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METODO PARA A IDENTIFICACAO DOS ELEMENTOS HISTOLOGICOS
E PESQUISA DE FUNGOS EM SUCOS E NECTARES DE FRUTAS *

Maria Virginia DECANIO **

RIAL-A/394

DECANIO, M. V. — Método para a identificacho dos elementos histold-
gicos e pesquisa de fungos em sucos e néctares de frutas. Rev. Insi.
Adolfo Lutz, 34: 1822, 1974,

RESUMO: O mélodo foi introduzido visando a retencioc total e
identificacio dos elementos histologicos constituintes dos sucos e nécta-
res de frufas, pois muitos destes elementos se perdem durante & ope-
racio de decantacio do lguido scbrenadante, nos métodos usuais de
sedimentacio e centrifugacio.

Foram examinadas 162 amostras, apresentando os seguintes resul-
tados: 146 amostras (97%) continham os elementos histoldgicos carac-
teristicos da polpa da frufa declarada pelo fabricante; destas ditimas,
3.,9% foram condenadas pela presence de fungos e 80,1% foram apro-
vadas, demonstrando & boa qualidade dos produtos nacionais.

DESCRITORES: sucos e néctares de fruta, caracteristicas histo-
16gicas e identificagfo microscdpica.

INTRODUCGCAGO

Os métodos usuais de exams micros
eGpico para sucos e néctares de frutas sio
05 de sedimentacio em copo cdnico e os de
centrifugacio 1. 2. Verificamos que, em
ambos, determinadas células da polpa dos
frutos, que s&0 muito leves e {8m a mem-
brana celular delgada, nfo sedimentam, fi-
cando em suspensfo e se perdendo durante
a operacio de decantacio do liquido sobre-
nadante. O método gue descreveinos a se
guir ¢ simples e permite a refenclo tofal

dos elementos histolégicos constituinies dos
sucos @ néctares de frutas e dos fungos con-
taminantes.

MATERIAL E METODOS
Material e reageniss

Copo de L0600 ml
Vareta de vidro de 30 cm de comprimento
Vidro de reldgio de 8 cra de didmeiro

Papelfiliro Whatman n? 42 (8125 cm de
difimetro)

Realizado na Secio de Microscopia Alimentar do Institute Adoife Lutz, Sic Paulo, 8.P.

= o Institubo Adolfo Lute,
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e Sucos e néctares de frutas.

Rev, Ingt,

Adolfo Lutw, $4: 18-22, 1974,

Funil de Bilichner (&12 em de difmetro)
Placas de Peiri

Espétulas

Laminas

Laminulas

Microscopio estersoscdpico
Microscéplo

Gligering a 19%

Solugdo de cloral hidratado

Cloral hidratado 20 &g
Agua destilada 15 ml
Glicerina 5 ml

Dissolva e filtre,

Bolugdo de i6do (lugel)

I6do cristal 61 g
Todeto de poidssio G4 g
Agua destilady 30 ml

Dissolva e filtre.

Método

Homogeneize a amostra no proprio re-
ciplente de origem ¢ transfira 200 ml para
um copo de LOH ml

Adicione 300 mi de glicerina a 1% e
agite com ¢ auxilio de uma vareta de vidro.

Adicione 20 gotas da solucio de etoral
hidratado, agile e deize sm repouso por
mma hora.

Filtre através de papelfiltro Whatman
o 42, em funil de Bilchner ¢ utilize o vdcuo
com a suecio muito lenta. Procure orientar
a filtracdo no centro do papelfiiiro e lave
com 100 mi de glicerina a 10%. Retire cui-
dadosamente o papelfiliro do funil e trans-
fira-0 paras umsa placas de Petri contendo
uma camada delgada de glicerina a 10%.

Com o auxilio de uma espdtula, reiire
todo o sedimento do papeliiliro e transfi
ra-0 para um vidro de relégio. Adicione
uma gota de glicerina a 10% e homogeneize

bem. Transfiva este material para uma 13-
mina de vidro e adictone uma gota de glice-
rina a 10%. Cubra com uma laminula e
examine ao microscdpio.

Identifigue os elemenios caracteristicos
da espécie {baseando-se nas figuras da pd-
gina seguinie),

Pesguise 05 eclementos estranhos & os
fungos contaminantes, adicionando uma
gota de lugel A& preparacio e examinando
novamente ac microscépio (As células ami-
liferas coram em azul, as de taninc, em
smarelo ouro, os fungos, em amarelo escuro
e as células do arilo, em amarelo).

RESULTADOS E CONCLUSOES

Empregando-se o meétodo descrito, oxa-
minamos 162 amostras de sucos e ndctares
de frutas (entre os gue entraram pars angd-
lise de rotina nc Instituto Adclfo Lutz, du-
rante ¢ periodo de janeiro de 1867 a dezem-
bro de 1971, e os que foram adguiridos no
comércio). Estas amostras eram constitui-
das por sucos e néctares de laranja, mars-
cuid, uva, Iimdo, c¢aju, abacaxi, mach,
marmelo, damasco, péssego, grape-fruif,
jabuticaba, tangerina, banana, pera, fram-
boesa e manga.

Em 5 amostras (3%), nfo encontramos
elementos histoldgicos caracteristicos das
espécies vegetais gue deram origem aos
produios, pois estes estavam ausentes em
conseqgiiéneia da filtracio durante o proces-
so da fabricacao.

Foram condenadas 16 amostras €9,5%)
por conterem fungos e esporos em grande
quantidade e foram aprovadas 146 amostras
(83,1%), pois continham realmente 0s sucos
cu néctares de frutas declarados nos 16
tulos.

Estes resuliados permilem conclulr que
a producio de sucos e neéctares nacionais
ia atingiu um razodvel grau de qualidade em
rejacio i higiene e constituicfo.

1%



DECANIO, M.V. - Método para a Iidentificagdo dos elementos histoldgicos ¢ pesgulsa de fungos
em sucos ¢ néctares de frutas., Rep, Inst. 4dolfo Lutz, 34: 18-23, 1574,

Caracteristicas microscopicas dos sucos e néctargs de frutas

1 ~ Anocardium oceidentale (cajuy — células amiliferas da polpa fam).

2 — Ananaes salivus (sbacaxiy — células da polps, contendo rafides de oxalato
da cdlcio.

3 — Citrus sp. (laranja, limio) -~ células das vesiculas: epiderme (e) e sube-
piderme (s), células da polpa (r).

4 — Mangifera indice (manga) — células da polpa contendo cromaidforos e
amido {p}, fibras ().

5 — Musa sp. (banana) - células amiliferas da polpa (am), células de tanino
(t), vasos (v}.

8 — Myrcia jaboiicabe {jabuticaba) — células da polpa (p).

T — Passiflora sp. {maracujd) — células do arilo {ar}, células amiliferas (am},
vasos espiralados (v).

8 — Prunus armenidea (damasco) — tricomas do epicarpo (i), células da pol-
pa ().

9 — Prunus persica (péssege) — tricomas do epicarpo (4), células da polpa (p).

10 - Pyrus communis (pera) — células amiliferas (am), blocos de células pé-
treas {pri.

11 — Pyrus cydonia {marmelo} — tricomas do endocarpo (t), células amiliferas
(am}, blocos de células péireas (prl).

12 — Pyrus malus (magd) — células amiliferas da polpa (am).
13 — Rubus ideeus (framboesa) - tricomas da epidermei($), células da polpa (p).
14 — Vitis sp. (uva) — células da polpa contendo cristais (p).

15 — Fungos e esSporos.
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DECANIO, M V. — Megthod for microscopic ideniification of the his-
tological componentes and search for fungi in fruit julces. Rev. Insi.
Adolfo Lutz, 34: 1822, 1974.

SUMMARY: The method is intended to provide for total reteniion
and identification of the histological components of fruit juices and
nectars, since in regular centrifugation and sedimentation methods,
many of these elemenis are lost during the decanfation of the aflot Ii-
quid. 162 samples were examined with the following resulis: 157 of 97%
of the samples presented the histological elements which are characte-
ristics of the fruit pulp, as declared by the product manufacturer. Out
of these 137 samples, 15 or 9.9% were disspproved due to the presence
of fungi and the remaining 142 or 90.1% were approved, thus demons-
trating the high guality of brazilian products.

DESCRIPTORS: fruit juices, histological characteristics and mi-
croscopical identification.

REFERENCIAS BIBLIOGGRAFICAS 2. ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA
SALUD — Normoas sanitdries de olimen-
ASSQCIATION OF OFFICIAL AGRICULTU- fos. Panami, O.P.5., 1965,
BAL CHEBMISTS — Official methods of
analysis of the Association of Official 3. Wintoen, A.L. & Winton, K.B. — The strue-
Agricultural Chemists, 10th ed, Washing- ture ard composition of foods. New
ton, A.G.A.C., 1885. p. TO7. York, John Wiley, 1935,

Recebido para publicacio em 24 de abril de 1974,
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“ASPIRINA SOLUVEL EM LISINA":
ESTUDO ESPECTROFOTOMETRICO *

Madrio Franklin SCARPELLI #*
Maria Auxiliadora CHAVES **
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SCARPELLI, M.F. & CHAVES, M.A. — “Aspirina solivel em lisina™:
estudo especirofotomstrico. Rev. Inst. Adoifo Lutz, 34: 2327, 1974,

RESUMO: Com a finalidade de verificar a estabilidade do dcido
acetil-salicilico em meic agueso, os autores fizeram um estude compa-
rativo entre os espectros de absorcdo do acido acetil-salicilico, do dcido
salicflico e de um produio farmacéutico apresentado como sclucic de
dcido acetil-salicilico em solucio de L-lisina base, a 50% [Folha méd., 66
(4): 27-33, 1973) e concluiram gque © medicamento acima citado prafi-
camente hdo contém “aspirina solitvel em lisina”, mas sim uma mistura
de salicilato de lisina e acetato de lisina, resuifante da decomposicio
do &dcido acetil-salicilico e posterior combinacdo com a lisina.

DESCRITORES:

dcido acetil-salicflico em solugio de L-lisina base;

espectrofotometria, estabilidade do dcido acetil-salicfiico.

INTRODUGCAO

# fato conhecido gque ¢ dcido acetil-sal-
cilico € muito instdvel em presenga de umi-
dade, decompondo-se em #Acido salicilico e
acido acético. As farmacopéias que o ins-
crevermn admitem: uma toleréincia de (,15%
de decido salicilico livre para a substidncia
pura e 7,5% para o acetil-saliciiato de
aluminio 1.

Por esta razic, causounos estranheza g
existéncia de um medicamento apresenfado
como solucdo do dcide acetil-salicilico em

sclucdo de Irlisina base (adianie referido
simplesmente como “dcido acetil-salicilico
soltivel em IHsina”, objeto de quatro trabs-
lhos publicados 2, 3, 4, 5, quanto & avaliag@o
antitérmica, toleréncis digesiiva e salicile-
mia). Dado o© interesse despertado como
novidade em farmacotécnica, passamos ac
estudo de estabilidade do 4cido acetil-sali-
cilice na referida formulacéo,

O método que empregamos fol ¢ espec-
irofotomsétrico, que permite com facilidade
identificar o acido salicilico ¢ o acido acetil-
salicilico.

+  Realizade no Servico de Medicamentos do Insdituto Adoife Luiz, Sic Paulo, SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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SCARPELLI, M.¥. & CHAVES, M.A. — “Aspirina solGvel em Isima: estude espschrofotométrico.
Rew, Inst. Adolfo Lutz, 841 22-29, 1874
MATERIAL E METODO e
Material 0,9+
Especirofotometro Beckman, Modelo DB
com refrigerador < o8
S -
Etanol neutro e isento de aldeido Z
P o
Eter etilico &
Acido acetil-salicilico B o7
s ]
Acido salicilico
L-lisina.
0,6
Espectrofotomelric
Foram empregados: o Y T Y T T
220 240 280 280 300 320
1. Acido acetil-salicilico em etanol, 100 NANOMETROS

ng /ml, cujo espectro de absorcio se 18 na
fig. 1 i
1,0 ]
0,91
0,8
0,7+

0,6+

ABSORBANCIA

0,5-
0,4

0,34

T T T T
260 280 300 320

NANOMETROS

Fig. 1 — Acido acetil-salicilico em etanol;
absorbincia mdxima 278 nm.

2. Acido salicilico em etanol, 3¢ ag/mi,
conforme fig, 2:

3. DiluicAo direla do produtc “dcido

acetil-salicilico soliivel em ilsina” na propor-
¢o de 1:5000 em efanol com o teor de

24

Fig, 2 — Acido salicilico em etanol; absor-
hanecia maxima 303-305 nm.

wao ug/ml de feido salicilico correspondente
a 40 ug/ml de dcido acetil-salicilico indicado
n¢ produto. (Fig. 3):

1,04
0,0
0,8
0,7

]

06

ABSCRBANCIA

0,5+
0,4
0,2
0,2+

0,1

0

T Y T T
220 260 280 300 320

NANOMETROS

Fig. 3 — Diluicko direts do preduto “deido
acetil-salicilico solivel em lisina”™; absor.
bancia maxima 205 nm.

T
240

4. Diluicio preparada com 1 ml do
produto “dcido acetil-salicilice sclivel em -
sina”, exiracio em meio dcido com dter, eva-
porado o extrato etéreo a residuc seco em
banho-maria e diluido para 5000 ml em
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estugo especirofotométrice,

etanol, para se obter a concentracio de
30 pg/ml de dcido salicilico corresponden-
te a 40 pp/ml de dcido acetilsaliciiico
(fig. 4):

1,0

4

ABSCRBANCIA
o
i
i

0,44
0,3
0,24
0,1
o T T T T T
220 240+ 260 280 300 320
NANOMETROS

Pig. 4 — Diluigfio preparada com 1 ml do
produto “dcido acetil-salieilico soldvel em
lising”; absorbéncis méxima 303-305 nm.

5. Acido salicilico em presenga de L-i-
sina — solucdo alcodlica de dcido salicilico
2 qual se adicionou L-iisina na proporcio
indicada no produto “dcido acetil-salicilico
solivel em lisina” (fig. 5i:

1,04
0,3
0,81

G, 7+

ABSORBANCIA
)
o,
I

0,4-

0,3

0,24

0, 1+

o] T [ H T H

£20 240 260 280 300 320
N ANCMETROS

Fig. 5 — Acido salicilico em presenca de
L-lisina, em solucho alcodlica; absorbincia
méxima 295 nm,

6. Acido acetil-salicilico em presenca de
IL-lisina — solucio alcodlica de Acido acetil-
salicilico 4 qual se adicionout Llising na
proporeio indicada no produto “dcido ace-
{il-salicilico solivel em lisina” (fig. 6 ¢ e bJ:
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CONCLUSOES

Peita a comparscho da absorbéncia mé-
xima do dcido acetil-salicilico (278 nm)
& do dcido salicilico (303-305 nm) com
a absorbineia maxima de:

a) diluicio dirsta do produio deido
acetil-salicflico solivel em I-lisina
base a 50% (295 nm};

D) solucio em dlcool apos extracio
com éfer em meio dcido do produto
“acido acetil-salicilico solivel em
L-lisina base a 50% (303-305)nm):

c} solugdo de dcido salicilico gue se
adicionou & L-lisina (285 nm};

d} solugdo do Acido acetilsalicilico
que se adicionou & Lisina (295 nm),

verificamos que npenhuma solucho apre-
senta absorbancis maxima em 278 nm cor-
respondente ao deido acetil-salicilico e gque
as absorbanciag mdximas do dcido salieilico
com L-lsina (295 nm) e a do dcido acetil-
salicilico com IL-lisina (2% nm) $do iguais,
indicando a auséncia do dcido acetil-sali-
eilico.
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Para esclarecer o desvio de 303-305 nm
para 295 nm das absorbancias maximas,
efetuamos a8 curvas do acido salicilico
dissolvide em LJdisina e de dcide acefil-
salicilico dissolvido também em I lisina
e verificamos que a L-lisina é a respon-
savel por este desvio, embora ela iso-
lada nfdo apresenie curva no aspectro-
fotGmetro.

Como conciusfio final, verificamos gque
o artificio quimico empregado para se
obter 4dcido acetil-salcilico solivel na
preparacgo do produto ora em estudo
nio alcancou a meta desejads porgue,
na realidade, o gue se obteve foi salici-
1ato de I-lisina e acefato de L-lisina.
Considersndo que a Farmacopéia Brasi-
leira, a FPrancesa, a Americana € a Bri-
{finica, gue inscrevem: a citada droga,
néo permitemn a presenca do acido sali-
cilico, livre como Impureza decorren-
te de hidrdélise, além de um certo limi-
te, & gue o National Formulary, da
American Pharmaceutical Association,
que inscreve o acetil-salicilato de alu-
minio, permife a presenca de apenas
7,5% de saliciiato de aluminio, conclui-
mos que o produte “deide acetil-salicili-
co  soldvel em lisina®, apresentando
106% de hidrdlise, estd absclutamente
fora de gualguer folerancia permitida.

RIAL-A/395

SCARPELLI, M.F. & CHAVES, M. A. — Spectrophotometric study on
“Aspirin soluble in lysine”. Rewv. Inst. Adolfo Lutz, 34: 2327, 1974

SUMMARY:

In order to determine the stahility of the scetylsa

licylic acid in aqueous medium a comparative study of the absorption
spectra of the acetylsalicylic acid, salfcylic acid and those of a phar
maceutical product presented as a soluiion of acebyisalicylic acid in
& B50% L-lisine solution [Folha méd, 66 (4): 27-33, 1973) was made.
The study showed out that the mentioned product practically does
not contain “aspirin soluble in lysine” rather than a mixture of lysine
salicylate and lysine acetate resulting from the decomposition of the
acetylzalicylic acid with further conbination with the lysine.

DESCRIPTORS: acetylsalicylic acid in L-lysine hase solution; spectro-
photometry, stability of acetylsalicylic acid, in IL-lysine base solution.
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DETERMINACAO DO SEDIMENTO, CASCAS E PAUS NO
CAFE TORRADO E MOIDO ¥

Fernando Cervifio LOPEZ **

RIAL-A/396

LOPEZ, F.C. - Detsrminacio do sedimento, cascas e paus no cafd tor
rado ¢ moido., Rep. Inst. Adolfo Luiz, 34: 28-34, 1974,

RESUMO: Neste frahalho foi descrito métedo para determinacio
do sedimento e cascas no café de consumo, torrado ¢ moido. Consiste
no desengorduramento parcial do material com solvente orginico para
separar o sedimento e deixar o pd solfo, peneiracio para livrar a amos-
tra do po (que nio ¢ de interesse na observacio A lupa), separacdo
das impurezas e pesagem. No calcule final, usou-se o fator de conversio
para reverter o peso encontrado em peso de impurezas no café verde.

DESCRITORES:
mento e cascas.

café (forrado e moido), deferminacio do sedi-

INTRODUCAO

O meéiodo que ora apresentamos tem
por finalidade & determinagfio das impure-
zas provenientes do beneficlamento imper-
feito do café gue deu origem a0 produto
— café torrado e moido — assim como a
deferminacio destas mesmas impurezas e
de substincias estranhas gue sfo adiciona-
das ac produic, com o propoésito de frau-
dd-lo. O objetivo na elaboraciio do método
néo foi somente & pura e simples separacio
@ pesagem das impursezas, mas sim, na ava-
liagho das mesmas, reproduzir com fideli-
dade as diversas operagbes pelas quais o
produto passa na inddstria.

As impurezas msis comuns no café
torrado e moido sfo as oriundas do trata-
mento do fruto do cafeeire, para Hvrar a
semente de seus envoltdries.

* Realizado na Segde do Café do Instituto
% Do Instituto Adolfo Lute.

No Brasil, as fraudes mals fregiiente-
menie cometidas no café torrado e moido
s80: presenca de cascas do café, paus, milho
torrado, aglcar, cacay fcrrado, terra, areia,
café esgotado eic.

A determinacio de impurezas contidas
em amostras de café iforrade ¢ moido €
baseada em metodo microscdpico, no qual
a amostra é previamenie fratada por sol-
vente orglnico e as impurezas s80 separa-
das e pesadas. O pesc oblido na determi-
naglo das cascas € mulfiplicado por um
fator para resfabelecer o peso origine! das
mesmas, antes de torradas e moidas.

Das cascas sdc computados ¢ epiecarpo-
mesocarpo e o endocarpo. O egpermoder-
ma, ou pelicula do café, € considerado ele-
mentc natural do café forrado e moido ¢
s6 é tido como fraude quandc presente em
quantidade excessiva.

Adoifo Luty, B¢ Paulo, 5.P.
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Nessa deferminacfio, preliminarmente, o
analista deve levar em conia os caracteres
organolépticos da amostra pois, conforme o
caso, poderdo servir de orientacio. O as-
pecte € ¢ aroma, por exemplo, ficam sensi-
velmente alterados quando a guantidade de
impurezas é grande, ou quando esid presen-
te grande quantidade de café esgotado.

A homogeneizagio perfeita das amos-
tras de café torrado e moido, que coniém
cascas, € dificil devido ac formato das par-
ticulas de cascas (chatas) e ac das par-
ticuias de café (arredondadsas)). Portanto,
nas porceniagens baixas, onde ¢ exigido
maior rigor, guantce malor a tomada de
amosira tenfo mais representativa ela serd.

O tratamento por solvenie orginico
(clorofdrmio, fricloroetileno ete), a frio,
tern por finalidade: a) retirar parciaimente
o 6leo e, assim, desprender o pé finc que
cobre as particulas tanto do café como das
imporezas; ) aumentar o contrasie entre
as particulas e as bmpurezas; as cascas do
café ndo contém 46l2o mas, comoe no Brasil
se torra excessivamente o café (forracho
aperfadal, este chega a exsudar o dlec que,
por contacto, passa para as cascas, deixan-
do-a28 com g mesma cor do café; ¢) separar
o sedimento; o solvente deve ser de densi-
dade alta para permitir a perfeita separa-
¢io do sedimento.

Conforme o grau de torracio e a gra-
duagio do moinho, o café e as casecas tor-
radas oferecem maior ou menor resisténcia
& trituraclo, mas sempre dio formacido de
particulas mais ou menos grosseiras, e de
pé fino. No exame 2 lupa, chamamos de
pé fino ac pé no qual é impossivel, devido
ac tamarho, separar as particulas de café
das de cascas; estfo, neste caso, as parti-
culas gue passam em tamis n® 80 USBS,
Portanto, g finalidade de passar & amostra
em tamis n 80 é separar o pé fino, a fim
de facilitar s catacfo das impurszas e evi-
denciar as {raudes, quando presentes.

A resolugho n.® 465 do Instituto Brasi-
leiro do Café, que rege o assunto, trata
apenas da quantidade de impurezas no café
eru, cujo limite mdximo permitido é de 1%
(um por cento). Para a determinacio de
cascas no café torrado e moido impée-se,
portanto, um fator des conversio que re-
verta 0s pesos do café torrado e das cascas
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torradas em pesos de café cru e de cascas
Criuas.

As estruturas dos componentes das cas-
cas — epicarpo-mesccarpc ¢ o endocarpo
— 880 muito diferentes, assim como 0 com-
portamento dos mesmos quanto a forracio
e moagem. Para se obter um fator de
conversfio, no caso do café, nio se pode
usar gualguer amontoado de cascas, pois
seria tmpossivel conseguir resultados con-
cordantes. Na elaboracic do método, foi
usada, em cada determinacio, g mesma pro-
porcio em que os componentes das cascas
530 encontrados no café em coco.

Os paus (peddnculeos das cerejas ou
fragroentos do cafeeiro), embora sejam
computados, nio foram estudados, guanto
ac comportamento na torracioc e moagem,
por representarem, em milhares de amos-
tras analisadas, menos de 10% do pesc das
cascas,

No café em coco, as cascas esifo na
seguinte proporcdo: 65% de epicarpo-meso-
carpo e 35% de endocarpo (base seca); o
epicarpo-mesocarpo tem, e média, 17% de
umidade & o endeocarpo, 13%. ¥Pela torra-
cho, apos retirar a umidade, ¢ epicarpome-
socarpo perde 28% e o endocarpo, 11%, em
peso {(dados obtidos torrando-se 83 cascas
juntamente com o café).

Apds a moagem, os cafés oferecidos ao
consumo apresentam uma variagio de 30 a
T0% de pod finc (famis n® 8(}) e, nesses
limites, as cascas dfo a seguinie proporcho
de po fine (dados obtidos moendo, em moi-
nho industrial, as cascas juniamente com
0 cafél:

Café Epicarpo-mesccarpo Endocarpo

30%
0%

34% §%
39% 10%

Pelos dados acima verificamos que a
variacio das cascas nfo ¢ tdo grande como
a do café e podemos dar, como medios, 08
seguintes resuliados: epicarpoamesocarpo
37%, endocarpo 8%,

Somando-se todas essas perdas, concliue-
se gus o peso de cascas obtido na andlise
representa a metade do peso original {eas-
cas cruas), dai a razio da multiplicacdo por
2. Da mesma forma, ¢ necessdrio resiabe-
lecer também o peso da amostra. O café
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eru, a0 ser torrado, perde 20% de seu peso
e o café torrado e moido perde 19%, no
fratamento com cloroférmio. Portanfo, ¢
fator serd 1,38. Simplificando os 2 termos
(2 -+ 1,38), teremos 0 fator final 1.45.

No casc de altas porcenfagens de cas-
cas, o fator deverd ser recalculado basean-
do-se nas perdas das diversas operacdes.

No cdlcule do fator para o sedimento
(1,25), leva-se em consideracBo apenas a per-
da do café na forragho.

MATERIAL E METODO

O material de exame ¢ econstituido por
amostras de café torrado e moido, colhidas
pelo Servige de Fiscalizaggo do Instituto
Brasileiro do Café e pela Divisdo de All-
mentacio Publica da Secretaria de Estado
da Saude — SHo Paulo, Brasil, para and-
lise fiscal, e por amostras enviadas por par-
ticulares, para andlises de orientacio.

Preparo da amostra

Espalhe a amostra em carioling e mis-
ture bem, com movimenics da periferia
para o centro, com o guxilio de uma espd-
tula. Divida em 4 partes, fazendo 2 cortes
perpendiculares, e misture 2 a 2 os qua-
drantes diametraimente opostos, Junte as
2 metades e misture novamente. Observe
os caracteres organolépticos, pois poderio
servir de orientacfio para a analise,

Tratamento com cloroférmic

Material

Espdtula de aco inoxiddvel

Lémina de 12 x 2 cm

Colher de osso, com capacidade de 2 g
aproximadamente

Cdlice cdnico de 75 ml

Cilindro graduado de 160 mi

Placa de Petri de 10 x 2 cm

Funii de 7 cm

Pincel de pelo de marta

Papeldiltro gualitativo

Tubo de ensaio de 24 x 2 cm

Estufa a 536°C

Reagenie

Clorofdrmio

Procedimento

Retire a amosira por intermédio de uma
colher de 0880 & passe a espdtula nos bor-
dos para nivelar a superficie {pesc aproxi-
mado da amosira: 2 g). Em capela, trans-
fira a amostra da colher para um cailice
ecbnico contendo 60 ml de cloroférmio. Com
5 extremidade de um bastio de vidro, re
volva, vagarosamente, a camada formada
pelo pé de café, observando se hid precipi-
tacdo de sedimento (areia, forrdes, pedras,
terra, cristais de aciear etc.). Em seguida,
agite, com o bastio de vidro, todo o contet-
do do cilice, deixandc a mistura de pd de
cafeé e clorofdrmio em contacto, durante 20
minutos. Transfira s mistura para um fu-
nil com papelfiliro. O café aderente as
paredes do cilice, apds evaporagio do clo-
rofdrmio, € também transferido para o fu-
nil com auxilic de um pincel. Apés filira-
cho, transfira o papelfiliro com o pé de
café para ums placa de Petri e coloque em
uma estufa g 50°C, durante uma hora. Deixe
esfriar e, com ¢ auxilio de espdfula, retire
o po do papel para a placa e homogeneize-o.

Sedimento

Material

Balanca

Espatula de aco inoxiddvel

Cdlice cfnico de 75 ml

Cilindro graduado de 100 ml

Bastio de vidro

Kitasato, 500 ml, com rolha atravessadsa
por tubo de vidro em forma de sifio

Papel-filiro gualitativo

Estufa a 50°C

Pincel de pelo de maria

Pesa filiro de 12 ml

Dessecador com cloreto de cdlcio, anidro

Lupa (aumenio 20 X)

Lamina de vidro de T6x 26 mm

Reagente
Clorofdrmio

Procedimento
Constatada a presenga de sedimento,

pese 2 g da amostra homogeneizada e use,
iniciaimente, a mesms técnica (4 descrita
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no Tratamento com clorofdrmio, revolvendo
com culdado a camadsa de café ate nao haver
mais precipitacio do sedimento. Por inter-
médio de um siffo de vidro, lgado em um
Kitasato, retire, usando vaécuo e papel-filiro,
a camada de café sobrenadante e as par-
ticulas aderenies as paredes. Decanle a
maior parie do cloreférmic do cdlice, dei-
zando aproximadamente 5 ml, fende o culk
dade de nfo arrasiar o sedimento. Cologue
o cdlice na estufa a 50°C para evaporar o
cloroférmio restante. Com o auxilio de wm
pincel, transfira o sedimenio para um pesa-
filtro previamente seco em estufa, esgfriado
am dessecador e pesado. Seque em esfufs
3 50°C durante umsa hora. Deixe esfriar em
dessecador e pese. Transfira o sedimento
para lamina e examine em ups (aumenio
20 XD a natureza do sedimento.

Cdiculo

N X 106

= sedimento por cento {café cru)
P X135

N .. no de g do sedimento
P .. n? de g da amosira

1,26 = fator de conversfio do pesc de café tor~
rado e moldo em peso de café cru

Andlise prévia

Como & grande maloria das amostras
recebidas para andlise € constituida de cafég
préprios para ¢ CONSWIMO, CONVENl gue seja
feltc um exame prévio no pd, tratado pelo
clorcfdrmic, antes de prosseguir na andlise,
& fim de que seja evitada perda de tempo.

Ezame prévio — Junte, na parede da
placa, a amosira de 2 g de pd de café tra-
tado pelo clorofdrmio, homogeneize-a e re-
tire, com a ponta da espdtuls, wma porcic
equivalente a 0,2 g, aproximadamente, trans-
ferindo-a para a tampa da placa. Fspalhe
em camada fina e observe em Iupa com
aumento 20 X, Mude de posicBo as parti-
culas de pod, guantas vezes forem necessa-
rias, para que a observacio seja completa.
A presenca de 1 ou 2 fragmentos pequenos
de cascas e paus indica que o po de café &
perfeitamente normal, pois essa guantidade
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nfo atingird o limife de 1% (levando em
consideracio o sedimento, evidentemenie).

O analista deverd estar suficientemente
preparadc para saber, pelg observacho do
sedimento e exame & Iups, se devera
prosseguir ou néc com a andlise.

No exame preévio, 0 analista devera ob-
servar, além das impurezas do café, as subs-
t&ncias estranhas, como feijao, mitho eic,

Separacdio das cascas ¢ pous

Quando, pelo exame prévic e pelo sedi-
mento formado, for observado gue a amos-
tra poderd conter 1% ou mais de impurezas,
proceder-se-3 A separacio das cascas e paus
pela {écnica seguinte:

Material

Balanga, 4. decimal

Tamis n.° 80, USBS

Placa de Petri

Lupa (aumento 20 X)

Agulha de platina (cabo de Kolle)
Laéminga de vidre (76 x 26 rmm)
Papel-filtro

Estufa a 105°C

Pincel de pelo de marka
Pesa-filtro de 12 ml

Desgecador com cloreto de caleie, anidro

Procedimento

Hormogensize o pé de cafd fratado pelo
cloroférmio e pese de 0,1 a 05 g (a quanti-
dade da amosira serd inversamente propor-
cional & guantidade provavel de impurezas
observadas no exame prévio). Transfira
para um famis n° 80 e, com o auxilio de
um pincel, separe delicadamente o pé gue
passa pelos crivos até ndo dar mancha
sobre uma fotha de papel brancs.

Transfira 0 residuo do tamis pars a
tampa da piaca de Petri. Hspalhe as par-
ticulas &, em lupa aumento 20 X, com uma
agulha de platina, seca, separe dos grinulos
de café as particulas de cascas e paus, agru-
pandc-as em drea livre da piaca. Cologue
uma gota de ggus destilada sobre uma 1a
mina de vidro e transporie as cascas e paus,
agrupados na placa, para a gota de agua.
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Esta operacdo € feita molhando s ponia da
aguiha, a fimn de se conseguir & aderéncia
necessaria. Revolva a amostra e repita a
operacio guantas vezes forem necessarias,
aié que todos os fragmentos de cascas e
paus tenham sido transferidos para a gota
de dgua. Retire o excesso de dgua sobre a
lamina, por absorcio, com papelfiliro, Leve
a lmina & lupa e sepsre Gas CasSCas € paus
os granulos de café que foram, por acaso,
arrastados pela agulha molhada, Transfira
4% cascas e paus para um pesafiliro, previs-
mente aquecido em estufa g 105°C, esfriado
em dessecador e pesado. Cologue o pesa-
filtro em estufa a 105°C, durante ! hors,
deixe esfriar em dessecador ¢ pese.

Cdaleulo

N X 145 X 100
== CASCAS € PAus Por cen-

P to (calé cru)
N - n.? de g de cascas e paus
P — nt de g da amostra

1,43 . fator de conversio do peso do café tor-
ratdo e moido e das cascas torradas e
moidas em peso de café cru e cascas
CIUas.

Determinagio do fotal das impurszas

O total das impurezas por cento € o
resultado da soma das porcentagens do se-
dimento e das cascas e paus. Quando for

muito préximo de 1%, convém repetir a and.
lise e dar, como resultado final, a média
dos totais obiidos.

Para determinacfic guantitativa de frau-
des, como &8 cometidas com feiifo, milho
gte., 0 processo € 0 mesmo, variando apenas
o fator de conversio de pesc da substan-
cia torrada e moida em pesc da substfncia
crua, que deverd ser determinado para
cada caso.

RESULTADOS

O numerc de amostras anszlisadas pelo
método que ora apresentamos e que estsd
sendo usado pela Secdo do Café do Insti-
tuto Adolfo Luiz, Sio Paulo, Brasil, ¢ os
resultados obtidos, estéo indicados na tabe-
ia abaixzo:

Até dezembro de 1971, o Instituto Brasi-
ieiro do Café forneceu a totalidade do café
consumido pelas torrefaches a um prego,
aproximadamente, 75% abaixo do preco nor-
mal do mercado. A partir daquela data, o
IBC fornece ums quota correspondente a
80% do consumo, a um prege 60% abaixo
do prece normal do mercado.

Pela tabela abaixo, caso seja suspensc o
subsidio do IBC, é de se prever que o indice
condenatdric suba sensivelmente.

Tabela estafistica das amostras examinadas de café forrade e moide

Amosiras
Porcentagem
Ano Amostyas
Condenadas Aprovadas Total condenadas
1969 7 3.309 3.316 0,21
1870 T4 2.31%1 2.385 3,1
1971 85 3.887 4,072 2.0
1872 120 3.102 3.222 39
1973 388 2.680 3.048 12,1
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LOPEZ, P.C. — Detection of sediment and peels in roasted ground
coffee. Rev. Inst, Adolfo Luiz, 34: 29-34, 1974,

SUMMARY: A method o defect sediment and peels in common
ground coffee is described in this work., The method consists in the
pariial defatting of material by using an organic solvent agent, in order
{0 separate the sediment from the coffee powder, thus, causing the
iatfer to get loosegrained; siffing of maferial to diseard the colfee
powder which is not interesting for observation through a magnifier;
separation and weighing of impurities.

In final calculation, a correction factor was used fo converi the
weight obtained for roasted coffee info that applying for raw coffee.

DESCRIPTORS: Coffee (rossted and ground), detection of sedi-
ment and peels.

Recebido pare publicagdo em 10 de maio de 1974,
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DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA DE NITRITOS E
NITRATOS EM SAIS DE CURA™

Wallkyria H. LARA **

Mickiko Y. TAKAHASHI **
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LARA, W.H. & TAKAHASHI, M.Y. - Determinacio espectrofoiomé-
trica de nitritos e nitratos em sais de cura. Rev. Inst, Adolfo Luiz,
34: 35-39, 1974,

RESUMO: Fol aplicado um método espectrofotomeétrico para de-
terminacfio de nitrito e nitrato de sddic, em sais de cura. Paseia-se
nas obgervagdes de Wetters & Uglum (1970) de que a razfio entre as
absorbincias da soluglo aquoss de nitrito de sodio a 355 & & 302 nm é
constante e igual a 2,6 e gue nitrato de sédio nBo absorve a 355 nm,
mas tem uma banda caracteristica a 302 nm. O faio de n&o haver in.
terferéneia de ions cloreto nestas relacGes torna o processo apropriado
ao conirole analitico de nitrito e nitrato em sais de cura, simples, com

a vantagem de ser direfc.

Trinta amostras conhecidas foram analisadas e os resultados, com-
parados aos obtidos pelos métodos cldssicos, mostraram boa correlagho.

DESCRITORES:

nitrato, nitrito, determinacio espectrofciométrica;

sais de cura, determinacio de nitrato e nitrito.

INTRODUGCAO

O uso ds nitrato em cura de carnes €
bhastante antigo e talvez esteja ligado ao
tempo da introducio do salitre e da pdivora
na Europs, por volta de 1300, Bem mais
recentes sAc as InvestigacBes de Haldane
em 1901, mostrando gue ¢ nitrato é redu-
Zido & nitrito e é este o responsavel pela
reagho com & hemoglobina, produzindo a
desejada coloracio dag carnes curadas, sen-
do também agente bacteriostdtico. Por
isso, passou-se a empregar dirstamente ni-
tritos nos sais de cura, maniendo-se, entre-
tanto, umsa parte de nitrato, por assegurar

a manutengio de wm nivel de niftrito por
mais fempo,

Qs sais de cura s8o misturas de sal
(cloreto de s6dio) e nitritos e nitratos, de
s6dio ou de potdssio. Sfo aplicados direta-
mente pas carcagas ou usados em solugdes
a 25% nas quais as carcacas s&o mergulha-
das. Mals recentemente sfio feitas injegdes
desta solugio nas paletas e pernis & serem
curados. Com a introducfio de novos adi-
tivos na tecnologia de alimenios, hé hoje
uma grande variedade de sais de cura as-
sociados a estabilizantes (polifosfatos) agh-
cares {glicose, sacarose) e dcido asctrbico.

* Reallzade na Secio de Aditivos ¢ Pesilcidas Residusis do Instituto Adolfo Luty, 8&o Paulo, S.P.

% Do Ingtituto Adoifo Luta.
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Investigacbes sobre nitrosaminas e suas
possibilidades carcinogénicas 8, 9, levaram
z0 estudo da formacio de nitrosaminas a
partir de nitrites e aminas secundédrias em
condicbes semelhantes &s do estdmago de
mamiferos 3 Outra possibilidade € a for-
magcio de nitrosaminas no propric alimento,
investigacdes que estio sendo realizadas? 20,
mas a metodologia para este tipo de
anslise ¢ altamente sofisticado e os resulta-
dos néo s&o ainda suficientes para conclu
sfes sobre o assunto. Em excelente revi-
sdo, SEBRANEX & CASSENS 1t chegam &
conclusio de que ndo se pode exciuir o
uso de nitritos e nitratos pelas informacgdes
atuais, A vista dos riscos dessa excluséo,
pois os nitritos t&m a capacidade de impedir
o desenvolvimento de toxinas do Clostidrium
botulinum nas conservas enlatadas.

H4 ouiras razbes para se limitar as
quantidades de nitratos ingeridos, principal-
mente por criancas, pois a baixa acidez do
estdmago das mesmss facilita s transfor-
macio de nitrato em nitrito (por bactérias)
gue, absorvido, age sobre a hemoglobina,
causando metahemoglobinemin (oxidacio de
ferro da hemoglobina ac estado de ferro
III) que impede que esta exerca a funcio
normal de transportar oxigénio. Esta cor-
relagio fol estabelecida por volta de 1950
por Rosenfield & Huston e uma boa revisiéo
foi feita por LEE 7, em 1970.

De outro ladoe, o controle das guantids-
des de nitrito e nitrato usadas nos sais de
cura € da maior importincia e apresenis
problemas analiticos, O método cldssico
para deferminacio de nitrito (Griess ¥Ylos-
vay) € sensivel ¢ de fdcil execuclio; apre-
senta, entrefanto, a desvanfagem de usar
alfanaftilamina, wm reagente com o qual
devern ser tomadas precaucgles por ser
eancerigeno. Para a defermina¢io de ni-
trato com Acido fenoldissuifdnico pelo mé-
todo introduzido por Sprengel que, apds as
investigaches de Chamot ef alii, se estabe-
isceu ampiamente, ha nhecessidade de reti-
rada dos ions cloro mediante a precipitacgo

com {ons de prata, um processc trabalhoso
e demorado 4,

Os meétodos baseados ns reducio do
nitritfo & aménia sé dfo resultados para
macroquantidades. A reducdo a nitrito, se-
guida de diazotagho, exige agentes redufo-
res pastante uniformes e um grande con-
troie do processo pois, no caso de zinco,
cloretc interfere; no uso de cddmic ou cdd-
mic-cobre, valeres mazuito baixos sio sncon-
trados peia reducdo do nitrato a um estado
mais baixo gue o nitrito 1, 2, 4,

WETTERS & UGLUM 12 estudaram 08
espectros de absorgdo, na regifio do ultra-
violeta, de solucBes de nitrato e nitrito,
estabelecendo relagbes enire as bandas ca-
racteristicas de ambas. Encontraram uma
razao igual a 2,5 -+ 0,02 para as absorbin-
cias da solucko aguosa de nitrito de sddio,
% 355 nm e & 362 nm. Como nitrato de
sddio ndo absorve a 355 nm, mas tem uma
banda caracteristica a 302 nm, pode-se cal-
cular seu valor diminuindo-se do valor total,
4 302 nm, o guociente da divisiio da absor-
bancia encontrada a 355 nm por 2,5, guando
medidas as absorbincias de ums mistura
de nitrato e nifrito de sédio, 2 um pH aci-
ma de 5.

Procuramos aplicar estas relacfes e es-
tabelecer método para dosagem de nitratos
e nitritos, em presenca de c¢loreto de sddio,
nos sais de cura, ndo s¢ pela facilidade que
o mesmo oferece como pelo fato de ions
cioreto n&o interferirem nas medidas. Ini-
cialmente esfudamos sais de cura simples,
pois sdo estes o8 casos mals adequados.
Para os produtos de carnes curadas fazse
nacessdria a preparacio de extratos Hmpi-
dos e a remoclo de interferéncizs provin-
das do material protéico e outras.

MATERIAL E METODO

Trinta amostiras de sais de cura foram
preparadas, com feores varidveis de nitrito
e nitrato de sddio, segundo a fabela i
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TABELA 1

Composicdc das amostras de sgis de curg

analisadeas
Amostras Mall WaNO NaNO,}

n.t “ A %

01 984 0,10 6,50
62 89,4 0,50 0,10
a3 08,5 1,00 0,50
04 96,0 0.20 6,89
0% 98.5 0,50 1,00
08 93,6 0.80 1,20
a7 28,1 0,40 1,50
o8 95.8 1,20 2,00
09 98,7 0.80 2,50
10 95,5 1,50 3,00
11 08,8 2.10 1,00
12 97.5 0,50 2,00
18 98,8 0,60 0,60
14 96,7 0.80 2,50
15 g7.3 1,20 1,50
16 97,5 2,00 6,50
17 87.8 1.00 1,20
18 98.7 0,560 0,50
19 8.0 1.50 G.50
28 55,9 2,50 1,80
21 89,20 0,56 0,30
22 99,00 0,50 0,50
23 98,20 1,06 0.80
24 99,00 G20 0,80
25 97,50 1,50 1,00
28 07,60 1,20 1.20
27 497,80 G,80 1.40
28 97,75 0,55 1,70
29 87,70 0,50 1,80
30 87,20 0,80 2,00

Essas amostras foram analisadas para a
determinagiio de nitritos e nitratos, pelo
métedo proposto, comparativamente aos
métodos de alfanaftilamina (nitritos) e do
acido fenol dissulfdnico (nitratos), como
segue:

Aparelho — Espectrofotémetro U, V. ¢
visivel, com eélulas de quartzo de 1 cm™.

Solugbes padrio

a} Solucdo padrdc de nitrito de sddio:
Pesar 1 g de NaNO,, com precisio de
0,061, e diluir a 100 mi em bhalfo volumé-

¥ Hitachi-Perkin-Elmer, Colemsn 189.

trice com &agua. Diluir aliguctas desta so-
Iucdo de manelra a ter concentractes entre
0,025 e 02 g por cenio. Fazer as Ieituras
correspondentes a 355nm, usando dgua
como branco.

Construir 2 curva padric usando os
valores das absorbingias correspondentes.

b)Y Solugdo padrdo de nitreio de sodio:
Pesar 1g de NaNQ,, com precisfio de 0,001,
e diluir & 100ml em haldo volumséirico com
dgua. Diluir aliquotas desta solugho de ma-
neira a ter concentracfes entre 01 e 10 g
por cenio. Fazer as leituras corresponden-
fes o 302 nm, usando dgua como branco.

Construir a curva padrio usando os va-
lores das absorbincias correspondentes,

Procedimento

Pesar, com aproximacio de 0,001, 20 g
de sal de cura. Diluir a 100 ml em halac
volumétrico com ggua. Fazer a leitura em
célula de 1 em, a 302 nm 2 355 nm, usando
dgua como branco. Repetir o procedimen-
to a partir de 10 g da amostra, se as lei-
furas nio coincidirem na curve padrio.

Cdlculo

3} Com o valor da absorbéncia encon-
trada a 355 nm, procurar a coneentracio
correspondente ao nitrito de sodio na curva
padrao de nitrifo de sédio (A

b} Dividir o valor da absorbineia a
355 nm por 2,5 e sublralr este resultado do
valor enconfrado a 302 nm.

Procurar na curva padrio de nitrato
o valor correspondente a essa diferenca (B).

¢) Relacionar, pela Iormula abaixo, ac
peso {P) da amostra empregada ns deter-
minacio:

160 X A
= nitrito, em nitrito de sddic
P por cento
100 X B
—— == nitrito, em nifritc de sddio
P por cento
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RESULTADOS E CONCLUSOES

Comparando os valores obiidos para ni-
tritos com o0s valores pareados das amos-
tras e os determinados pelo méiodo da
alfa-naftilamina (tabelas 2 e 3), verificow-se
alfissima correlacBo (r = 1,00 e ¥° = 0,99,
respectivamente). Para nitratos, a compa-
racio dos wvalores obtidos, em conironto
com os das amostras ¢ com o35 determina-
dos pelo método do 4cido difenolsulfs-
nice, acuscu alta correlacgo (¥ = 099 e

P77 = 0,98),

TABELA 2

Valores obtidos na determinecdo de nifrifos,
pelo método oldssico e pelo método proposto

Método Meétodo
Arostra NaNO2 aifs-naftilamina Proposto
n.e e % Y%
o1 G,10 0,09 0,12
02 6,50 0,46 0,57
03 1,00 1,07 1,02
C4 0,20 G20 0,22
G35 C,50 .49 G.54
06 0,80 0,82 0.8%
o7 0,40 0,47 Q.45
08 1,26 1,26 1,32
Go 080G 0,82 0,80
10 1,50 1,60 1.50
11 2,19 2,30 2,18
12 6,50 0,65 0.563
13 0,60 0,65 0,57
14 0,80 0,90 0,33
i5 1,20 1,35 1,30
i8 2,00 1,90 2,12
7 1.00 1,10 1,05
18 2.50 0,57 0,52
19 1,50 1,64 1.54
20 2,60 2,714 2,56
21 0,50 0.67 0,56
22 3,50 0,47 0,52
et 1,00 1,1¢ 1,00
24 3,40 2,48 0,44
25 1,50 1,65 1,60
26 1,20 1,15 1,21
27 0,80 0,90 0,85
28 0,55 0,58 0,60
28 0,50 0,55 0,65
30 0.80 0.87 9,85
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TABELA 3

Valores obtidos na determinacdo de nitrafos,
pelo méfodo cldssico e pelo método proposto

Método Método
Amostra NaNO?i Acido dife~ Proposto
nolsulidénico

n.? % % Yo

o1 C,50 0,83 0,62
62 0,10 0,08 0,09
03 0,50 0.54 G.45
04 0,80 0,92 0,82
08 1.00 0,85 1,06
G6 1,20 118 1,20
67 1,50 1,54 1,32
08 2,00 2,16 1,05
09 2,50 2,40 2,20
10 3,00 3,38 3,00
11 1,00 0.86 0,95
12 2,00 2,04 1,85
13 0,60 0,56 0.60
14 2,50 2,40 238
i5 1,60 1,44 1,40
16 0,50 0,54 0,35
17 1,26 1,08 i,15
18 0,86 0,78 0,75
19 0.50 0,68 0,45
20 1,80 1,60 1,50
21 0,30 0,32 0.30
22 6,50 0,48 0.45
23 0,80 0,71 6,80
24 0,89 0.58 0,60
25 1,00 094 1.00
26 1,20 1,10 1,25
a7 1,40 1,28 1.35
28 1,70 1.60 1,56
29 1.80 1,92 1,90
30 2,00 2.08 1.95

Como conclusBo, o método espectrofo-
tométrico direto proposto ofersce vania-
gens sobre os meétodos cléssicos pela maior
facilidade de sua execuclo e pela sua exa-
tidac.
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LARA, W.H. & TAKAHASHI, M.Y. — Specirophotometric determi-
nation of nitrite and nitrate in curing brines. Ren. Inst. Adolfo
Lutz, 34: 3539, 19074,

SUMMARY: A direct specetrophotometric method for detecting so-
dium nitrites and nitrafes in curing brines is presenied. The method is
based on Wetter's and Uglum's observations {(19706) by which a) there
is a ratic betwesen the absorbance raie of sodium nitrite aqueous soclu-
tion at 355 nm and that at 302 nm, which is constant and equal to 2.5
b) sodium nitrate has no absorbance ai 355 nm although it has a well
characterised band at 302 nm. The fact that no inierference chlorine
ions comes up in these relations turns out this process very suitable
for the analysis confrol of sodium nifrites and nitrates in curing brines.

Thirty known samples were analysed and the resulis compared
with those obiained through classic methods, showing good correlation.

DESCRIPTORS: nitrate, nifrite, spectrophotometric determination;

curing brines, nitrate and nitrite determination,
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PREGNOLATTO, W. & SABINC, M. — Delerminacfo espectrofotomsé.

trica do sulfato de neomicinag em medicamentos,
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apds separacio por cromatografia em camada dsigada. Rep. Ins.
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RESUMO: TUsando-se z reagio da neomicina com ninhidrina em

meio glicerinico, em condigdes pré-estabelecidas, podese determinar
rapidamente o teor de neomicina em um medicamento gue a contenha.
O método baseis-se na reagfio de neomicina com um reagente ninhidrina
contendo glicering: nestas condices, a reacio ¢ mais sensivel e os re-
sultados sao reproduziveis. A Lei de Beer ¢ obedecida enfre 4 ¢ 40 pg

de sulfaic de neomicina por ml.

Alguns interferenfes foram estudados. Quando necessiric ums pré-
via separacho da neomicina antes da reaglo, um méiodo de separagho
por cromabografia em camada delgada foi aplicado,

DESCRITORES:

sulfato de neomicina, determinacio em medica-

mentos; cromatografia em camada dsigada e espectrofotometria, na
determinacio do sulfato de neomicina.

INTRODUGAO

Para facilitar a andlise de rotina de me-
dicamentos contendo sulfato de neomicina,
outre sal ou a base livre, estudamos e de-
senvolvernos um método baseado na reacho
da necmicina com nirhidring, antes ou de-
pois de sua separacio, por cromatografia
em, camada delgada, de outros componentes
que possam interferir nesta reacio.

* Realizade na Begdoc de Guimica Bioldgica do Instifuio Adolfo Lutsz,

** Do Instituto Adolfo Lutsz.

A neomicina ¢ seus sais reagem com
diversas subsifincias, formando compostos
coloridos que podem ser usados em sua
determinaciio; sssim &€ que furfural, p-hro-
moanilinal?, orcinol?, floroglucineld, foram
ja usados em tentativas na determinacio da
neomicing. A uninhidring fol pela primeira
ver usada, numa tentativa para delerminar
neomicing, por LARBRE & DORCHES, num
estudo comparative gquando usou também

840 Paulo, S.P.
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para ¢ mesmo fim uma solugo de furfural;
este método é em si trabathoso e pouco
especifico.

Muitos ouiros auteres estudaram a rea-
¢ao da neomicina com a ninhidrina e mud-
tas téenicas foram descritas 1, 4, 7, 11, 4,

No método gue sgora descrevemos, o
reagente foi preparado em presenca de gii-
cerina, o gque tornoy a reacio bem rmais sen-
sivel e guantitativamente reproduzivel.

Nos casos de medicamentos contendo
outros antibicticos, como polimicing, viomi-
cina, bacitracina, penicilina, tirotricina, €
necessaric inicialmente separar & neomicina
daguelas substancias. Diversos aufores ten-
taram essa separacfo airavés de técnicas
cromatogrdaficas em coluna 19 ¢ em coluna
de resing - froca idniea 10, em camada del
gads ¥, 6 em papel 3, ¥ 14 e por cromato-
grafia em fase gasosa 12, Alnda, LIGHT-
BOWN & ROSSIY estudaram a separacio
da bacitracina, polimicina B e neoinicina,
usando electroforese em dAgargel. BRAM-
MER & HEMSON2 usaram, para separar
polimicina B e neomicina, slectroforese em
acetato de celulose com tamp#do barbiturico
807 M (pH 856).

Uma téonies simples de separacio da
necmicina por cromatografia em camada
delgada também é descrita, técnica essa
onde nAo hid Preocupscio na  Separacio
das diferenies neomicinas, por nic apre-
sentar qualguer interesse neste caso: o cro-
matograma € desenvolvido com butanol —
dcido acético — dgua — trietanolamina 30%
€30:22:38:10). O sulfato de neomicina €
eluido com agua.

MATERIAL E METODO
Material

Foram utilizacdos:

Ninhidrina p. 2.

Cloreto de sédio* p.a.

Glicerina p.a.

Silica gel para cromatografia em cama-
da delgada **

Hidroxido de sédio p.a.

Sulfato de neomicina p.a.

*  Backer
% Merck
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Solvente

Butano! - deido acético — dgua — trie-
tanoiamina 30% (30:22:38:10)

Equipamento para cromatografia em
camada delgads - espectrofotometro
Beckmann DU

Reagente
Ninhidring ig
Nacl 265 g
NaCH (0,4%) 16 ml

Diiuir a 100 1l com glicerina 60%.
Acertar o pH = 7.9 com NaCH diluido.
Guardar em geladeira,

Métode
zy Curvae padrdo

Dissolva 29 mg de sulfato de neomicina,
exatamenie pesados, em 100 m! de dgua;
1 ml dessa solucio contém 200 pg de sulfato
de neomicina. A partir dessa solugio, pre-
pare diluigdes convenientes com ateé 20 ug de
sulfato de neomicing por ml.

Regcdo: em tubos de ensaio, adicione
1 ml do padréic a 1 ml do reagente; esfrie
em banho de gelo; adicione 3 ml de dgua,
homogeneize, Leia em espectrofoidmetro
a 570 nm.

1

by Aplicagio em medicamentos

No caso de forma medicamentoss ligui-
da, dilua em dgue uma aliquota da amostra
de maneira que a solucdo final contenha ao
redor de 1060 pg de neomicina por ml; em
se tratanto de pomadas, transiire uma ali-
guofa da amostra para baldo volumétrico,
junie dgusa, agite fortemente por alguns mi-
nutos, compiete 0 volume, homogensize e
filtre. Fm ambos os casos, transfira 1 ml
da soluclo para o tubo de ensaio e continue
como em curve padrdo, a partir do ponto:
1 ml do reagente. Dos resuliados de absor-
béncia obtidos, calcule a concentracio com
o asuxilio da curva padrio.
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¢} Cromatografia em camada delgoada

Cromatograie em placas de 20 % 20 cm,
com camadas de silica gel de (0400 em se-
ecadas ao ar por 30 minutos e ativadas em
estufg a 105°C, por 2 horas.

Transfira para a placa exatamente 50 wul
do padric e uma aliguota da amosira gue
contenha teoricamente 10 ng do antibictico
e desenvolva o cromatograma com butanol
- deido acético — dgua — trietanolamina
30% (30:22:38:10), até a altura de 10 cm da
hase, seque ao ar. Revele com ninhidrina,
0,4% em acetona 95%. Agueca em estufa
g 105°C por 30 minufos, mancha azul & um
Rf de 0,56, Raspe as camadas de silica gel
da place e elua separadamente, em exala-
mente 2 ml de dgua, por contacto, durante
30 minutos., Filire, lave o residuo com exa-
tamente mais 2 ml de dgus, recolhendo o
filtrado e dgua de lavagem em frasco apro-
priado,

Leia a absorbéncia de ambas as solu-
¢bes a 570 nm, usando como branco dgua
previamente tratada com silica.

Cdleulo
Aa X 106
— e =2 B do sulfato de neomicina
Ap no produto
Az == absorbinecia da amostra

Ap == absorbéncia do padrio

RESULTADOS E DISCUSSAQ

O método € simples, reproduzivel, reali-
zdvel em gualguer labhoratério.

A Lei de Beer é obedecida nas condi-
cbes estabelecidas no métode (conforms
fig. 1).

Cuidado especial deve ser tomado, na
preparagdo do reagente, em relacio ao
NaCl; diversas marcas foram testadas e o
inico NaCl que funcionoy satis{atoriamente
f0i o Backer p.a.

Os experimentos feitos com o reagente
preparado somente com agua nido deram

Absnrhiingia:
o
o

0,4-
0,54
0,2
[ R
o} T T T - g T g T v S
4 8 ni2 16 20 4 28 32 26 Ag
Sutfote de agomicing pg /ml
Fig. 1 - Curva padrio para determinacio

da neomicina

resultados satisfatorics, por apresentar o
reagente pouca sensibilidade e os resultados
néc serem reproduziveis.

A figura 2 mostra 0 espectrc de absor-
¢ae do produio final da reacdo, usando
reagente com e sem glicerina. Dois méxi-
maos sAc sempre observados: um, a 570 nm
e outro, a 400 nm. MNossas leituras foram
sempre feitas s 570 nm,

Experimentos foram feitos com varia
¢do de pH 50 e 9,0. A reacin funcionou
perfeitamente em pH == 7,9

A cromatografia em camada delgada &
simples e pratica: diversos solventes deseri-
o8 na liferatura e por nds elaborados fo-
ram iestados, destacando-se, entre eles, n-bu-
tanol — deido acético — 4dgua — piridi-
na (30:22:38:6)%; aménio 3% - acetona
(166:400%; n-butanol — dcido acético — dgua
- frietanolaming (30:20:36:20); n-butanol —
deido acético — &dgua -— trietanclamina
(30:20:39:1); etanol 80%. Nenhum destes se
revelou téo astisfatdrio como o usado e des
crito,

A cromatografia em papel ascendente,
usando n-BuCH - dgua -— dcido acdtico
€30:13:8>14, fambeém ndo apresentou resuita-
dos satisfatdrios,
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ABBORBANCIA

0,14

R T T T ¥ T T T T
700 €60 620 580 540 500 480 G20 380
A
RANCGMETROS
e REOgENRFE utogo — Ninhideina em ghcerine {10 g%l

............... Reogente incial ~ Minhideing em dgua (0,5 ¢ %)

Fig. 2 — Espectro de absorcic da neoinicina

O método foi testado em medicamentos thneias, fais como antibidticos, vasocons-
na forma llguida e de pomadas contendo, tritores e conservadores; os resuliados en-
além do sulfato de neomieing, ouiras subs- contram-se na $abela:

Andlise guantitefiva de sulfoto de neomicing em medicamenios por espectfrofotomeiria

GQuantidade Quantidade
Forina tedrica encontrada
Medicamentos farmacéutica mg/mi mg/ml
ou g ou g
A pomada 25 24.8
B ” 30 29,0
(8] ” 25 24,8
D ” 50 48,0
R liquide 1 0,95
® " 1 1,15
G ” 0.1 0,98
H 7 1 1,05
I ” 0,1 0,101
J ” 0,5 0,47

Testes de recuperaciio do suifato de neo- necomicina por 100 ml. A média em 25 de-
micina foram feitos, usando-se, como su- terminacdes fol 99%, sendo o resultado
porte, medicamentos isentos de neomicina, maior de 102% & o menor de 95%.

a gque se adicionaram 100 mg de suifato de
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"PREGNOLATTO, W. & SABINO, M. — Spectrophotometric determi-
nation of neomycin sulfate in pharmaceuticals by thin-layer chro-
matography. Rev. Inst. Adolfo ILutz, 34 4146, 1974,

SUMMARY: The contents of neomycin in a given pharmaceutical
product can be promptly verified through the reaction of neomycin
with ninhidryn in glycerinic medium and under certain pre-established
conditions.

The method herein described is based on the reaction of neomycin
with the ninhidryn reagent coniaining giyecerin, Under such conditions
the reaction hecomses more perceptible and its results reproducible.
Beer law applies o this ease in g range between 4 f{o 40 pg neomycin
sulfate per ml,

Some inierfering agenis were studied as well. In cases where the
necrayein was to be separated prior to the reaction, a thin-layer chro-
matography method was used.

DESCRIPTORS: neomycin sulfate, determination in pharmaceu-
tieals; thinlayer chromsatography and spectrophotometry fo determine

neomycin.
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DETERMINACAC ESPECTROFOTOMETRICA DE ERITROMICINA EM
MEDICAMENTOS *
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PREGNQOLATT), W. & GARRIDO, N.8. — Dsterminacfo espectrofo-
métrica de eritromicina em medicamentos. Rev. Insi. Adolfo Luiz,
34: 47-51, 1974,

RESUMO: Neste trabalho foi descrito um médiode simples para
a dosagem de eritromicina em medicamentos. O métode envolve a
determinacio espeectrofotoméirica, & 540 nm, do composte formado
quando da reagBo da eritromicina com xantidrel em meio 4dcido.

Estabeleceram-sa as condicbes ideais para a reacfo e verificouse a
possibiidade de interferéncia de algumas subsineias gque possam ser
encontradas em mistura com eritromicing em medicamentos.

Testes de recuperacio foram feitos. O erro do método € da ordem
de 205,

Também foram estabelecidas condiges para separacfio e dosagem
da eritromicing e seus sais, quandop em mistura com fetraciclina e es-
piramicing, por cromatografia em camada delgada.

DESCRITORES: eritromicina em medicamentos, determinacio es-
pectrofotomeéirica; cromatografia em camada delgada, na determinacio
de eritromicina.

INTRODUCAO 18 N e leitura espectrofotométrica no visi
vel, usando filtro azul.

A determinacio da srifromicinag em me-
dicamentos constiful, ainda hoje, um pro-
biema, apesar de que g lteralura j& registra

aiguns meétodos, tanto Dbioldgicos como

Estes métodos sfo aplicdvels para erk
tromicina pura e nio o sio para preparados
contendo antibicticos em misturas diversas.

guimicos.

FORD et gliit preconizaram o uso de
acido sulfirico 27 N como reagente para a
determinacio espectrofolométrica da erl-
tromicing, enguanic gue KORCHAGIN 2!
alit? usaram como reagende dcido sulfirico

Reallzade na Secido de Cosméticos e
Bao Paulo, S.P.
** Do Instituto Adolfo Lutz.

Produtos de

PESEZS recomendsa o uso de sulfato de
metila na determinacio de erifromicina
usando como solvenie etimetilcetona. Este
meétodo apresenta os mesmos defeitos dos
antariores, com a desvantagem ainds de se
ter gue trabalhar com sulfato de metila.

Higiene do Instituto Adolio Luts,
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A literatura registra ainda ouiros mé-
todos para dosar eritromicina comoc o de
WASHBURNE (por espoctrofotometria no
infra-vermelho), s6 aplicdvel pars a subs-
tadncia pura, pois para xaropes ou compri-
midos este método ¢ impraticdvel.

Os métodos de KUZEL ef aliit ¢ TEPE
et alif? (hidrolise em meio alcalino e leitura
em espectrofotdomeiro a 235 nm} também
s&o aplicdveis para o substancia pura.

KAKFEMI 2f al#iz {através de hidrdlise
alealing, extracio e reacio com 4dcido bdrico
e metilorange e leitura especirofotométrica
em 508 nm), descrevem método trabalhoso
envolvendo reagio de hidrdlise e exiracio,
com resuifados duvidosos.

OCHAB el gliif recomendam um msto-
do para dosar eritromicina em presenga de
tetracicling, gue consiste em separd-las pri-
meiramente por cromatografia em paped,
usando como solvenie s mistura clorofdr-
mio — etanol — &cido acéfico anidro —
dgua (100:10:10:31). A mancha corresponden-
te & eritromicina é localizada pela imersio
do papel em umga solucio de dcido triclore-
acético eiandiico a 23%, contendo 4% de
cloramina. A mancha € eluida com 5 ml de
foido acético glacial e a solugio assim obti-
da ¢ tratada com xanfidrol (20 mg em 100 mi
de dcido acético glacinl ao qual se juniam
2 mi de acido cloridrico concentrado. A
reaGic se processa em banho-maria ferven-
te por 3 minufos, segundo recomendacio
Gns autores,

Procurcwese, neste trabalho, estabelecer
um método répido ¢ prdtico para determi-
nar eritromicina em medicamentos {(xaro-
pes, comprimidos ¢ elixires), tendo como
base a reacio de Ochab ef alii por nés mo-
dificada. Quantidades apropriadas do me-
dicamentc sdo dissolvidas em sclucioc de
acido acético — etancl (1:1). Aliguotas
dessa solucdo sdo tratadas com wm reagente
& base de xantidrol e o produto colorido
resultante € dosado espectrofoiometrica-
mente a 549 nm. As leifuras obtidas szo
comparadas em uma curva padrio pré-es-
tabelecida.
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MATERIAL E METODOS

Material

Espectrofoiometre Coleman Junior II
Cubas de 16 mm de digdmetro

Cuba cromatografica

Micropipetas

Placas de vidro de 20x 20 om

Eeagentes

Xantidrol ($xanthenol) a 0,15% p/v em
dcido cloridrico — deido acético (12:1)

Acido acético — etanol (1:1)

Eritromicina

Acido acético gilacial

Acido cloridrico

Silica gel G

Acetato de amodnic 15% (acertar até pi
= 10,1 com hidréxido de amdnio}

Solvente

Acetato de etils — isopropanol — acetato
de amdnic 15% — pH = 10,1 (§:7:8)

Técnicas
1. Determinagdo direia

Transfira para um balic voluméirico
uma guantidade da amostra do produte a
ser analisado de maneira gue a solugio final
contenha de 50 a 200 pg de Eritromicina
por ml e complete o volume com a sclucio
de dcido acético-etanol (1:1). Homogeneize,
Filtre, se necessdrio.

Em tubc de ensaic, pipete, pela ordem,
1 ml da soluciko amostra, 1 ml do reagente
zantidrol e & mi da dcido acéiico glacial.
Agite cuidadosamente.

Agueca e banho-mearia fervente duran-
te, exatamente, um minuto ¢ esfrie rapida-
mente em banho de gelo.

Transfira 8 solucio para cuba de es-
pectroictOmetro, espere 5 minutos, determi-
ne & absorbincia a 540 nm, usandc como
brance ¢ reagente + dcido acético (1:9).

Calcule, comparando a leitura em curva
padric pré-estabelecida (fig. pdg. seguinte).

Cbservagdo: Os reagenies devern ser
adicionados na ordem e o3 tempos indica-
dos devem ser rigorosamente ohedecidos.
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Curva padrio para determinacio espectrofofoméirica de estolato de erifromicina.
Hspectrofotdmetro Coleman Jr., 540 nm, cuba de 16 mm,

2. Determinagdo em presenga de subsian-
cigs intzrferenfes (tefracicling e/ou
espiramicing)

No caso em que a eritromicina esteja
assoclada a tetraciclina ou espiramicina ou
outras substincias que possam interferir,
torna-se necessdario separd-las inicialmente,
¢ gue se consegue por cromatografia em
camada delgada.

Transfira para placas de Silica gel G de
20 x 20 em e 0,25 mm de espessura, dividida
de 3 em 3 cm, previamente ativada a 1050C
por 30 minuios, aliguotas de umsa solugio
gque contenha de 25 a 50ug de eriiromicina
em mistura com tetraciclina, espiramicina
ou outres interferenies,

Desenvolva © cromatograma  usando
como solvente a solugio de acetato de etila
— isopropanol — acetato de amdnio 15% —
PH = 10,1 (9:7:8). Begue ac ar. Revele
com a solucio de xantidrol a 0,15%, ague-
cendo em estufa a 105°C, durante 2 minutos.
A mancha & um Rf de 0,81 corresponde ao
estolate de eritromicina, a de Rf 6,22 a te-
traciciina e a de R{ 0,68 a sspiramicina.

Retire o material da placa no RI 081,
efua em 10 mi de Eeido acético — etanol
{1:13, determine a abscorbéncia no espectro-
fotometro a 540 nm.

Calcule, comparando a leltura em curva
padrio préestabelecida nas mesmas cob-
digGes.
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Teor de erifromicing em diversos medicamentos *

Teor enconirado
Forma Amostras Teor declarado (variagho)
medicamentosa analisadas mg/unidade méaximo-minimo
meg/ unidade
Comprimidos g 125 130.115
simples
Comprimidos 6 250 258-242
simples
Suspensio 2¢ 180 182-172
Comprimides
em mistira com 12 125 127-118
tetraciclina
* Os produfos analisados s3o de frés diferenies laboratdrios.

RESULTADOS E DISCUSSBAQO

O método apresentado € simples, repro-
duzivel, realizavel em qualguer laboratdrio
modesto e pode ser usado na determinacio
da eritromicina diretamente na grande
maiorin das especialidades farmacséuticas
gue a contenham (comprimidos, xXarcpes}
sefa na forma bdsica ou de seus sais, como
o estolato, por exemplo. '

A loi de Beer é obedecida entre concen-
tragBes de 25 a 1500 pg de eritromicing
por ml nas condigdes esiabelecidas.

Para se estabelecerem as melhores con-
digbes da reacho em funcio do tempo e da
temperatura, experimentos foram feifos, re-
sultando que a reagidc se completa em ba-
nho-marig fervente em wm minuto, sendo
este 0 tempo méximo ideal de aquecimento.
Tempos malores de aguecimenio levam 3
decomposico do composto celorido forma-
do, com valores menores de absorcic e nic
reproduziveis,

O reagente xantidrol deve ser guardado
em geladeira e usado apds cinco dias de
preparado.

30

Com esta téenica, determinamos o teor
de eritromicina em diversos medicamentos,
Og resultados obtideos nestes testes s@o
dados na tabela acima.

Em provas de recuperacio por nds
feitas, sempre encontramos o teor de eri-
tromicing adicionado. O erro do método
é de 2,0%.

Verificouse a interferéneia de varias
substincias (penicilina, neomicina, cloranfe-
nicol, bacitracina, tetracicling, polimixina B,
espiramicina, estreptomicina). Destas, so-
mente a tetraciclina e espiramicing interfe-
rem, sende que & espiramicing, de maneira
muito mais evidente,

Método para separacio cromatografica
e dosagem da erifromicina em presenca de
substancias interferentes, como a tetraecicli-
na e 8 espiramicina, também estd descrito,
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PREGNOLATTO, W, & GARRIDO, N.8. — Spectrophotometiric deter-
mination of erythromycin in pharmasaceuticals. Rev. Insi. Adolfo Lutz,
34: 47-51, 1674,

SUMMARY: A simple method to determine the dosage of ery-
thromycin in pharmaceuiicals is herein described,

The method comprises the specirophotometric detection at 540 nm
of the compound resulting from a reaction between erythromycin and
xanthydrol, in an acid medium.

The ideal condition for the resction to take place were established
and the possibility of interfersnce by some chemical element that might
be found in mixiure with the erythromycin contained in such pharma-
ceuticals were invesiigated,

Recovery tesis were made. Error rate method is around 2%.

The necessary conditions for thin-layer chromatography separation
and determination of erythromycin ant its salts when mixed with tetra-
eyelin and espiramycin were also esiablished,

DESCRIPTORS: erythromyein in pharmaceuticals, spectrophotome-
tric determination; thin-layer chromatography to determine erythromyecin.
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RESUMO: Em um surto epidémico de febre tifdide, ocorrido no perio-
do de fevereirc a maio de 1972, no Estado de S&o Paulo, foram isoladas
187 amostras de Salmonelia fyphi.

Estas culturas foram analisadas sob vArios aspectes, fais coino:
soroldgico, no gual foram classificadas segundo a variagko do antigeno
Vi; bioguimico, em qgue se fer a determinacfo dos tipos fermentativos,
com base nas reacdes diante da xilose ¢ arabinose, alizdo & pesguisa
da tetrationato redutase; a avaliagBo da sensibilidade aos antibidticos
foi outra particularidade abordada e, finalmenie, as amostras foram
caracterizadas por um processo dos mais sensivels, representado pela
lisotipia ou fagotipagem Vi.

Os resuitados encontrados demonstraram uma situacio poucc ¢o-
mum nos dias atuais, isto é, o reconhecimento em uma epidemia de fe-
bre tifoide de trés tipos fdgicos, respectivamente D, , Ela ¢ A, além de
duas formas consideradas imprdéprias para as determinacies com 08
fagos adaptados Vi II {amosiras com Vi degradadas e as desprovidas
desta fracio antigénica).

DESCRITORES: Salmonella typhi; febre tifdide (Sic Paulo); bac-
tericfagos.
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INTRODUCAO

A febre tiféide, no transcurso das ulth
mas ddeadas, vem exibindo um acentuado
declinic em sua fregiiéneia na maloria dos
paises, principalmente naqueles gue galga-
ram e se beneficiaram na condicio de na-
cBes de elevado padrio sdcio-econdmico. Jd
nio sdo comumenie relatados, na literatura
médica, o8 t8o amiide surtos de natureza
epidémica, que envolviam e criavam tantos
dissabores as populactes dos grandes cen-
tros urbanes, como no principic do pre-
sente século.

Conguanto tenham esses paises atingido
o mais alto aprimoramento no campo sani-
tdrio, particularmente pelas rigidas nor
mas profildticas adotadas, mesmo assim
essas medidas nfo redundaram na erradi-
cacio absoluta da doenca, pois, periodica-
mente, séo registrados suries de malor ou
menor repercussio. Tal situacio epidemio-
légica encontra um amparo inequivoco nos
acontecimentos mais recentes, relatados
pelos episddios ocorridos na Suica ¥ e em
Aberdeen, nas Gri-Bretanhab,

Em outras regides nc munde, ainda
néo plenamente beneficiadag em seu desen-
volvimento, a febre tifdide persiste e exte-
rioriza-se, sob o ponto de vista epidemiols-
gico, como umsa das principais endemias
gue, com reiativa fregiiéneis, assumem as
caracteristicas de verdadeiras epidemias,
naturalmente na dependédncia direta da es-
trutura da comunidade do local.

Dentre as indmeras condicbes propul-
soras deste estado, responsabilizam-se as
deficiéneias contidas nos elementos basicos
de saneamento ofertados &s cidades e aos
seus moradores. Sem duvida alguma, ests
insuficiéncia teve origem em parte do pro-
blema criado pelo crescimento vertiginoso
da populacdo nessas dreas, advindo de des-
conirolados fluxos migraidrios inferncs.

E natural pois que, por tals vicissitu-
des, a ocorréncia de febre tiféide ou ds
cutras énterc-infeccdes seja relativamente
comum em noesso meio, muito embora nio
tenha sido acompanhada com nimero idén-
tico de investigacGes ou referéncias, que ii-
vessemn retraiado os véarios aspecios atinen-
tes a0 seu aparecimento e disseminacio.
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Convém frisar, sob esse prisma, gue &
grande maloria das informagdes nacionais
concentrou suas atenctes quase que exclu-
sivamente em andlises epidemioldgicas cir-
cunstanciais, obtendo, por conseguinte, resui-
tados meramente subjetives, nfo revelando
esses frabalhos, em nenhuma ou apenas em
raras ocasides, discretos subsidios sobre
ensaios laboratoriais efetuados.

A exigiiidade de dados scbre esse fema
em pauia em nosso melo e a particularidade
digna de ponderacio, representada pov
cerca de duas centenas de culturas de Sal-
monelle typhi iscladas de um surto epidé-
mico ccorrido em 1972, emx uma localidade
do municipio de 5. Paulo (Parque Edd Cha-
ves), influenciaram-nos, sobremodo, neste
estudo laboratorial.

A anglise das amostras dog bacilos ti
ficos concentrou-se ha edecucdo de vArias
provas deniro do aspecto bacterioldgico, ci-
tando-se as seguinies: & caracterizacio fa-
gica Vi ou lsotipia Vi; a classificacio dos
tipos fermentativos; a pesquisa da tetratic-
nate redutase; a avaliagio da sensibilidade
a0s antibicticos e finalmente a determina-
cio do grau de integridade do antigeno Vi,
de acordo com a variagho V-W de EKAUF-
FMANN 19,

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas 187 culiuras ds Salmo-
nelle typhi, isoladas e identificaadas preli-
minarmente na Secio de Bacteriologia do
Institutc Adolfe Lautz, Desse fotal, 153 resul-
taram de hemoculturas e 34 provieram de
coproculiuras.

Cumpre salientar gue as amostras fo-
ram isoladas em dols pericdos distinics: a
primeira etapa, entre feversiro a 28 de mar-
¢o de 1972, compreendeu 129 amostras obti-
das de hemoculturas, e 17, de coproculiuras;
a segunda fase esteve representada pelos iso-
lamentos efetuados no més de abril até 1§
de maio de 1972, regisirando-se 24 amostiras
criundas de hemoculturas e 17, de copro-
cultivos.

Todas as amostras foram recebidas em
tubos contendo dgar nutriente, sendo de
imediato analisadas do ponfc de vista scro-
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i6gico, nas quals se procurou caracterizar
seus componentes e sua integridade anti-
génica, no que concerne, especificamente, &
variacio V-W de Kauffimann., Esta delermi-
nacdo foi realizada através do emprego da
técnica de aglutinacio rdpida com 0s Soros
somédticos “% e Vi”.

Em etapa subsegiiente, foram procedi-
dos o reconhecimento e o isolamento de
coldnias dos bacilos tificos com rigueza de
antigeno Vi, geralmente representados pelas
coltmias mais opacas guando crescidas em
dgar nuiriente, de acordo com a descrigdo
de CRAIGIE & BRANDON 18 Além desse
oritério de selegdo, utilizou-se também, pa-
ra tal finalidade, o processo relatadc por
NICOLLE ef alii 2¢ ¢ LANDY 22, Em média,
duando presentes nas placas de dgar nuiri-
ente, recolhiam-se 10 coldnias caracteristi-
cas da fase V. de cada uma das culluras
examinadas.

E necessdrio salientar que toda a pleni-
tude das reacfes da lisciipia Vi de Saimeo-
nelle typhi depende essencialmente do ma-
nuseio de culturas gue tenham demonstrado
rigueza e integridade do antigeno Vi

Para a execucdo da lisotipia Vi, recor-
reu-se & técnica relatada primariamente por
CRAIGIE & YEN 12, considerando as modi-
ficagdes introduzidas por CRAIGIE & FE-
LIX 11 agsim como as de ANDERSON &
WILLIAMS 4. Todas as preparacgfes fdgicas,
utilizadas na presente investigacio, origina-
ram-se do “International Reference Labora-
tory for Enteric Phage Typing”, Londres,
Ingiaterra, gentilmente fornecidas pelo Dr.
A. 8. Anderson.

Foram utilizadas 60 preparacbes adap-
tadas do bacteridfago Vi II, aiém dos fagos
Vi nfo adaptados I, IV ¢ VII, sendo os dois
primeiros associados e ¢ iitimo, soh a for-
ma isolada, constituindo-se no elemento dis-
criminador da lsotipia complementar do
lisolipe El, segundo BRANDIS 9 Lancouw-se
mao ainda. no esquema da fipificacio, dos
fagos somsdiicos (01, 02 e 03) de FELIX &
CALLOW 13,

A atividade fermentativa das amostras
em presenga da arabinose e ds xilose, de
acordo com o critério de classificacio apre-
gentado por KRISTENSEN & HENRIK-

* Multodises Oxoid, tipo Standard, Codigo n.o

SEN 2t ¢ ERISTENSEN 20, fof evidenciada
segundo processo jA anteriormente relata-
do por HOFER 15,

Para a determinacfo ds ietrationato re
dutase, recorreu-se ac msetodo recentemente
descrito por LE MINOR ef qlii2s.

Finalmente, gquanto & avaliacio do grau
de sensibilidade das amostras em face aos
antibidticos, esta foi ensalads empregando-
se 0 processo de difusfo pelo sistema de
discos impregnados *.

Em relacio aos aspectos atinentes ao
indculo, ac fempo de incubagio e ao pro-
cesso de leitura dos antibiogramas, foram
adotadas, em linhas gerais, as recomenda-
cfies apresentadas no método de BAUER
et alii &

RESULTADGS

O primeiro aspecto, imediatamente ar
rolado nas amostrags de Saimonella ityphi,
refere-se ac problema das caracterizacbes so-
roldgicas, tendo como modelo a variacBo
V-W de Kauffmann. Com ¢ estudo dessa
variagfio, visa-se definir as culturas segundo
a presencga (fotal ou parcial) ou auséncia de
antigeno Vi, obtendo-se, no presente ensaio,
os seguintes resultados gue estBo gssinala-
dos na tabela I:

TABRELA 1

Freqiiéncia das formas da variegdo V-W
encontradas nas amostras

Forma N.e ; %
]
v J 14 7.48
V-w 165 88,24
W 8 4,27
Total 187 99,99

Observa-se. porianto, gque praticamente
90% das culturas assinaladas apresentaram-
se numa forma com evidente inicic da de-

2083E e polidiscos Viefor Lorian.
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gradacido do antigeno Vi. Contudo, utilizan-
do o recurso do plantio dessas amosiras em
placas contendo dgar nubriente, ainda foi
possivel, em sua quase totalidade, detectar
e Isolar colénias cujos constituintes mantl-
veram g integridade desejada de seu anti-
geno Vi.

Em relacio aos resultados encontrados
na lisotipia Vi, cumpre salientar que as de-
termingctes perpetradas e apreseniadas na
tabela 2 revelaram a presenca de trés iipos
fagicog Vi, fenOmeno que excepcionalmente
ocorre em surtos de nabureza epidémica
(fig. 1, 2 e 3).

TABELA 2

Fregiiéncia dos lisolipos de S. lyphi, segundo as fontes de isolamenio

Origem
Lisotipos
P Total
¢ Hemoculturas Coproculturas
Formas
No % Ne U N.e U

D, i 79 42,18 18 9,61 a7 51,79
Vi degradadas 39 20,82 10 5,34 49 26,16
E!la 18 9,61 5 2,67 23 12,28
A 9 4,80 1 0,53 id 5338
Vi negativas 8 427 — — 8 427
Total 153 81,68 34 18,15 187 99,80

TFig, 1 — Lisotipo A.
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Fig. 2 — Lisotipo E,.

Fig. 3 — Amostra Vi degradada.
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TABELA 3

Distribuicdo numérica dos lisotipos e formas, de acordo com os periodos
de isolamento

Lisotipos Hemoculiuras Coproculturas
e — —_

Formas até 28/3 | até 18/5 5 28/3 até 18/5
Dy 68 11 9 9
Vi degradadas 37 2 5 5
Ela 8 10 2 3
A 8 1 1 —
Vi negativas 8 - — .

Total 129 24 17 17

Ainda, no que tange & fregiiéneia dos
lisotipos e considerando os dois periodos nos
quais se efetivaram os isolamentos das
amostras, verificarse-a gue alguns detaihes
podem ser discutidos nesse Ambitc, bases-
des nas informagGes que constgm da fa-
bela 3.

Assim, nota-se gue, na fase compreen-
dida até 28/3/72, as amosiras isoladas a par-
tir de hemoculturas identificaram-se, proe-
minentemente, no lisotipo Dy, enquanto que,
em planc bem inferior, localizaram-se os -
sotipos E | a ¢ A. Ji no periodc limitado
pela data de 18/5/72, compariiitharam de
uma posicio destacada, praticamente em
igualdade de condigbes, as amostras de
Salmonella typhi pertencentes aos lisotipos
D, e E 1 a. No tocante ao fipc fagico A,
observa-se que, nesta fase, esteve ligurado
ez wmea lOnica ocasifo.
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Outras diferencgas podem ser discutidas,
quando se confrontam o©s resuitados das
duas fases consideradas (fabela 3}, situando-
se, em particular, no aspecto das fregilién-
cias das arostras Vi degradadas ¢ Vi nega-
tivas, isoladas a paritir de hemoculfuras,

Por outro lado, analisando os dades con-
signados para as amosiras oriundas de co-
proculturas, verifica-se uwma guase homoge-
neidade da fregiiéneia dos fipos envolvidos
nos dois periodos, ressalvando-se, sem maio-
reg comentdrios, as discretas diferencas en-
contradas entre os lisotipos E 1 5 e A.

Quanto ac comportamento bioguimico,
sedimentado no sistema clasgsificaiorio de
Kristensen, obtiveram-se os resultados discri-
minados na tabelas 4. Convém sallentar que,
para uma melhor apreciacio de cunho epi-
demioldgico, esses dados da atividade fer-
mentadora foram associados agquelss encon-
trados na Hsotipia.
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TABELA 4

Distribuicdo dos tipos fermenioiivos sequndc seus lisotipos

Tipos fermeniativos

Lisotipos Tipo 1 Tipo 1I
€ xilose positiva xilose negativa
Formas arabinose negativs arabinose negativa
N.° 7] N.© ! 17
D, e -— 97 5179
Vi degradadas i (3,53 48 25,63
Ela 23 12,28 —_ —
A 16 5,34 — —_
Vi negativas 2 1,06 & 321
-

Total 36 ! 1921 151 86,63

Guanic aos tipes bioguimicos dos liso-
tipos de Salmonella typhi, nota-se gque entre
as amesiras de bacilos tificos estudadas pre-
dominou o tipo fermentativo II {(sem acho
sobre a arabincse e a xilose), influenciado
extraordinariamente pela localizacic. hesse
biotipo, das culfuras periencenies a0 liso-
tipo Dy e Vi degradadas, que representaram
acima de 75% das amostras examinadas.

No que eoncerne i pesguisa da tetratio-
nato redutase, adotando o mesmo critério
de conjugar esses resuliados aos da lisotipia,
observase uma destacada ocorréneciz das

amostras possuidoras da tetrationato redu-
tase, excetuando-se as culturas do lisolipo A,
gue se mostram incapazes de desdcbrar o
tetrationato (tahela 5):

TABELA 5

Freqiiéncia da letralionelo redulase entre as amostras estudedos

Tetrationato redutase
Lisctipos
e positiva negativa
Formas |
N ! % N2 &
Dy a7 51,79 — —
Vi degradadas 49 26,16 — —
Ela 23 12,28 —_ —_
A — — 10 5,34
Vi negativas 8 427 — —
i
TOTAL 177 94,50 19 1 5,34
|
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Finalmente, em relacfo & andlise dos re-
suitados do comportamento das amostras
dignte dos antibicticos e guimioterépicos,
tem-se a assinalar, como detaliie de malor
importancia, a auséneia de amostras gue #i-
vessem demonstrado gualquer sinal de resis-
téncla s concentracdes de cloranfenicol,
ampicilina, kanamicina, hetacilina, cefaloti-
na, gentamicing, dcido nalidixico, acido oxo-
linico & colimicina, contidos nos discos. Sa-
lienta-se, no entanto, gque 5 e 12 amostiras.
respectivamente, evidenciaram resisténcia &
estreptomicing e & tetraciclina. Aquelas cul-
turas, rotuladas como estreptomicina resis-
fentes, caraclerizaram-se em quatro oportu-
nidades como lisotipo Dy e, em wma, como
Vi degradada,

No que tange s amostras resisientes a
tetracicliine, anotaram-se oito como Vi de-
gradadas, duas do lisotipo E 1 a, reconhe-
cendo-se, em uma Unica ocasific, os Iiso-
tipos A e Dy

DISCUSSAC

O conhecimenio sobre a ccorréncia de
casos de febre tifdide no Estado de Sfo
Pauio vem, de longa data, positivandose de
maneira incontestdvel, principalmente apds
ag memordaveis pesguisas de LUTZ 2425, Em
suas observacdes, que remontam ac fim do
seéculo passado, demonstrou esse notdvel
pesquisador, nos varios Angulos abordados,
como o anatomopatoldgico, o bacterioldgi-
co & mesmo através do recurso soroldgico
incipiente na época, a existéncia da doenca
e o isolamento do agente etioldgico, em indi-
viduos acometidos das entfo chamadas “fe-
hres paulistas”.

Com o correr dos anos até os dias atuais,
intimeros foram os surtos epidémicos regis-
trados nha capifal ou em oufros diferentes
pontos do Estado de S&o Paulo, como pode
ser afestado pelos minucioscs levantamen-
tos realizados sobre esie assunto, por GAL-
VAG ef qlii 14 ¢ SCHMID 3¢, Observa-se, Ne
entanto, com base nessas andlises retrospec-
tivas, gue historiaram a casuistica da malo-
ria dos grandes surtos de febre tifdide em
nosse meio, gque rarissimas sio as oportuni-
dades nas guais esses episddios, tanto ague-
les occorridos em Sio0 Paulo, como em
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qualguer outra regifico do Brasil, tenham
também sido investigados detidamente so0b
o prisma bacteriologico, excetuando-se tal
vez, dessa condicko, o trabalho de PACHE.
CO 28, Na realidacde, os ensaics de labora-
téric. ligados ao problema da febre fifdide,
néo se limitam apenas ao simples isola-
mento do agente etioldgico mas, muitc ao
contrério, propiciam hodiernamente elemen-
tos de exiraordindrio valor para o esclarecl-
mento da implaniacdoc ¢ da propagacio do
baclic tifico em umsa determinada dres pes-
guisada, fundamentais para um estudo epi
demioldgico mais aprofundado.

Assim, condicionados sob essa premissa,
foram efetivados slguns estudos de cardter
tipicamente bacteriolégico nas amostras de
Salmonella typhi, oriundas de um surto epi-
démico de febre tifdide #rrompido no fix
de fevereirc de 1972, que se prolongou no ano
citado. A enfermidade atinglu membros cons-
tituintes da populacio do Pargue Edd Cha-
ves, Jardim Brasil e Vila Sabrina, balrros
vizinhos e localizados na periferia do mund-
cipio de S&o Paulo.

Cumpre salientar qus o maior namero
das amostras analisadas originou-se dos
casos ccorridos no Parque Edd Chaves, co-
mo pode ser atestado pela sua distribuicio
geografica, esguematizads no mapa (fig. 4).
880 também assinglados, no referido mapa,
outros porimenores como as fontes das quais
foram isoladas as amostras (hemoculturas
coproculturas) e og lisotipos e formas reco-
nhecidas.

As localidades envolvidas no surto de
febre tifdide pertencem =zo subdistrito de
Tucuruvi, que se acha situado ao norie do
municipio, tendo como detalhe topografico
de maior importancia a presenca do rie Ca-
bucu, afluenie da margem direits do rio
Tieté. Segunde uma estimativa extra-oficial,
a populacho da drea, na gual ccorreu a epi-
demia, foi calculada aproximadamente em
160.000 habitantes.

Baseados nog calcuwlos apresentados por
GALVAO ef aliil¢ referentes acs coefi-
clentes médics de morbidade por febre ti-
féide no municipio de SAo Paulo, durante o
periodo 1949-1953, concluise gue o subdis
irito de Tucuruvi, assim como as dreas Iimi
trofes, represenfadas por Saniana e Vila
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1. Lisotipo Dy 4. Lisotipo A
2. Formas Vi degradadas 5, Amostras Vi negativas
3. Lisotipo E 1 &
Fig. 4 — Distribuicido geogrdfica dos lisoiipos caracterizados, na epidemia de

fehre tiféide no Parque Edd Chaves, municipio de S0 Paulo.
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Marig, (4 ocupavamm, naguela época, posicles
das mals proeminentes na ocorrénecia desta
enfermidade.

Os resuliados deparados nas caracteri-
zagbes Dacterioldgica e bioguimica das
amostras evidenciaram nitidamente um fe-
némeno de rara ccorrénciz nos dias atuals,
pois demonstraram a presenga concomi-
tante de trés tipos fégicos (A, E 1 a & 1)),
alédm de duas formas de Salmonelln typhi
{amostras Vi degradadas e Vi negativas),
representados por dois tipos distinfos de
natursza bioguimica, tantoc na classificacio
de Kristensen, como na pesquisa da tetra-
tionato redutase.

A existéncia de mais de um lsotipo Vi,
em uma epidemia de febre tifdide, contraria
frontalmente a teoria da origem unitdria
desse acontecimento, excecdo feita, guando
0 mecanismo de transmissio for efetivado
afravés de um veiculo contaminado por
dguas de esgoto, provenientes prineipal-
mente de um grande ceniro populacional,
fonte por demais reconhecida como aiberga-
dora de mais de um tipo fdgico de Salmo-
nella typhi,

A irrupcéo de um pegueno numerc de
casos da doenga, limitada g uma area, per-
mite ainda supor, nfo para essa eveniuali-
dade analisada, g presenca de um portador
ng cadeia epidemiolégica, que se caracte-
riza por eliminar, para o meio ambiente,
dois tipos fdgicos aparentados de Salmo-
nelloe typhi, sendo gue wm, provavelmente,

propiciou a derivacfic do outro tipo, no pré-
prio organismo do portador. Este fendmenc
foi, inicialmente, esbudado e ecomprovado
“in vitro” por ANDERSON 2, gue em outro
minucioso trabalhc, de publicacfic mais re-
cente 2, invesiigou e corroborou a transfor-
ma¢io ocorrida no lisotipo 34 para o tipo A,
qguando a amosira do fagotipoe precursor,
isto ¢, tipo 34 fol introduzida artificislmente
em carnes enlatadas., Este acontecimento
veio a se constituir no elementc fundamental
para explicar ¢ fendmeno da presenca de
dois lisotipos na epidemia de Aberdeen, cujo
veiculo, de disseminagio, esteve representa-
do por tal alimento,

Um detalhe exfremamente interessante
situa-se nos resultados da lisotipia das amos-
tras do Parque Edu Chsves, gue propicia-
ram a caracterizagio do tipo fagico D Pode-
se, inclusive, afirmar gue se tratou de um
achado surpreendente, com hase sedimenta-
da nas investigacdes anteriores 1%, 17 gue, em
nenhuma oportunidade até entdo, tinham
possibilitado detectar o lisotipo D; entre as
cuituras de bacilos iificos oriundas dos Es-
{ados de Sio Paulo e da Guanabara.

Para uma comprovagio e, por conse-
guinte, uma melhor avaliacio dessa parti-
cularidade assinalada, sfo apresentados, na
tabela 6, os dados referentes & fregiiéneia
dos diferentes Ilisotipos ocorrentes na regigo
gue fol acometida com os casos de febre
fifdide, assim como, em dreas vizinhas, du-
rante o periode de 1866-1970.

TABELA 8

Lisotipos de S. typhi encontrados no Pargue Edd Chaves, Jerdim Brasil e dregs wvizinhas
ne periodo de 1966-1970,

Lisotipos
Vi
Locelldades Degradedas Total
A I Bl a F 1 L1 I+ IV
| |

Jardim Brasil 1 2 o 2 i —_ [}
Tuecuruvi 3 1 1 e — —_— 5
Gaaruihos 3 — . L I s 4
Jagand 1 — — —_— 1 13 3
Edu Chaves 1 1 — e e o 2
Vila Medeiros — o — — 1 e 1

Total 9 & 1 2 4 1 21
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Em complemento i andlise da lisotipia,
acrescenia-se gue os resuitados da caracte-
rizacio bioguimica dessas amopstras revela-
ram, em sua totalidade, que aquelas perten-
centes aos tipos fagicos 4,1, e T4+ 1V classifi-
caram-se no biotipo II, enguantic que os
lisotipos E 1 5 e Fl enguadraram-se no
biotipo I. Sem uma unica excecho, todas as
culturas evidenciaram a presenca da tetra-
tionato redutase.

Convém todaviag frisar gue entre as
amostrag provenientes de Salvador, Bahia
(dados a serem publicados), foram caracte-
rizadas algumas como pertencenies ao liso-
tipo em guestdo, deixando portanto bem
claro que, em certas dreas do Brasil, este
tipo fagico estd presente. Ainda, em relacio
a esse pormenor, destaca-se que ¢ perfil bio-
guimico das amostras do lisctipe D, tanto
dagquelas isoladas em Sao Paulo comoe as da
Bahia, foi idéntico, situando-ge no hiotipo II,
da classificacio de Kristensen (xilose ¢ ara-
binose negativas) e demonstrando. na tota-
lidade, serem possuidoras da tetrationato
redutase,

Gutro fato, digno de uma exposicio por-
menorizada, reside no ponto figurado pelo
grande ntimerc de exemplares de amostras
consideradas imprdprias para a lsotipia, re-
presenfadas pelas culturas com o antigenc
Vi degradado. Pela possibilidade da caracte-
rizaglo por meio das preparacfes adaptadas
do fago Vi II, essas amostras criam extra-
ordindrig dificuldade, ou mesmo, tornam-se
inadequadas a gualquer outra iniciativa
nesse campo, para a Iidentificacio de seus
lisotipos primitivos. No problema em pauta,
as nossas amosiras, definidas como Vi de-
gradadas, podem ser admitidas como pro-
véavels descendentes do Hsotipo Dy, em
decorréncia de apreseniarem uma nitida
resisténcia & lise por agio dos fagos somd-
ticos (01, 02 e 03) de Felix e Callow, com-
portando-se, de modo idéntico, hguelas cul-
turas, reconhecidas no tipo fdgico D,. Além
disso, salienta-se gue o0s demais lisotipos
envolvidos na epidemia, E 1 & ¢ A, demons-
fraram ser sensivels & aclo litica dos fagos
somaticos.

Aumentando aindas mais esta possibili-
dade de um vinculo mais intimo enire os
lisotipos Dy, e as Tormas Vi degradadas, tem.
s8 g assinalar o detalhe dg homogenia das

reacdes observadas na tipificacBe biogut
mica.

Finalmenfe, como em circunstancia de
dificil refutacio do elo enire as duas formas
de Saimonella typhi, pode-se alegar o isola-
menio do bacilo tifice nas duas vias pesgui-
sadas, istc 6, do sangue e das fezes dos
mesmos doenies. Assim, em cineo individuos
acometidos de febre tifdide, as hemocuituras
efetuadas evidenciaram quatro vezes o lisc-
tipo D, £ em apenas wma ocasifio, a forma
Vi degradada. J4 as coproculfuras reasiizadas
nessas mesmas pessoas revelaram, somenie
em duas oportunidades, o lisctipo D, fi-
cando as irés amostras restantes caracteri-
zadas como Vi degradadas. Corroborando
esta relacho aventada, salienta-se gue essas
culturas apresentaram idénticas reagdes nas
provas bioguimicas perpretadas. como tamr-
bém, foram observados resultados pratica-
mente andlogos nos antibiogramas.

Por sinal, este aspecto da transformaco
“in vive” do lisotipo D, para formas Vi de-
sradadas pode ser arrolado como uma fen-
tativa para explicar o fendémenc da extrema
labilidade do antigeno Vi, demonstrado por
essas culturas. Desde o inicio, a grande
maioria das amostras se comporfaram den-
tro do esguema sorclogico da variagho V-W
de Kauffmann, como espécimes cujo antige-
no Vi estava em franca fase de degradacio.

Aligs, & vista do problema exposto, exis-
tiria, além dos fatores normais que intrinsi-
camente influenciam asg alieragdes gue
ocorrem nas estruturas antigénicas da Sai-
monelle fyphi, outro fator relacionado com
0 isolamento de wnas poucas coloénias ou,
comoe na maioria das veges ocorre, de ums
Unica, durante a fase de identificacfic e sua
posterior manutengio no laboratdrio. Desta
forma, na eveniualidade do recothimento de
uma colénia gue por venturs estivesse na
fase inicial de perda da especificidade do
antigeno Vi, esta condigio em semeaduras
posteriores lmpilicaria ¢ revelaria o domi-
nio de uma progénie com permanente defi-
ciéncia ou toial desaparecimenic do anti-
geno Vi

A fim de contornar tal problema, An-
derson e ¥elix enfatizam como ponto capiial
Para a observacic plena das reacGes na Hso-
tipia Vi que, de cada exame, sejam iso-
iadas pelo menos dez coldnias de Solmeo-
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nella typhi. na fase V, como também fri
sem a necessidade de que essas amostras
devermn ser mantidas preferencialmente em
meio de Dorset ou Pai,

Contrastando a esta alteragio verifi-
cada enire as amostras do lisotipo Dy e os
demais tipos fdgicos envolvidos, principal-
menite, as culturas do lisotipo A evidencia-
ram um elevado grau de estabilidade do
antigeno Vi, refletindo-se pela predominan
cia de amostras na fase V, mesmo apds
terem sido efetuados alguns repigues, com
a finalidade precipua de visualizar a inten-
sidade da possivel degradacBo deste anfi
geno de envolidrio. Se antes nio tinha sido
detectado na regifc o Iisotipo I, ¢ mesmo
fato ndo ocorreu com os dois ocutros tipos
fagicos identificados, em particular o lisc-
tipo E 1 a, cuja frequéncia foi das malis
destacadas, em observacdes anieriores, apre-
sentando fambém uma perfeita identidade
no gue concerne as reagdbes bioguimlicas.
Assim, agruparam-se essas amostras no bio-
tipo I, isto ¢, fermentando apenas a xilose
e todas foram capazes de desdobrar o teira-
tionato.

Quanto s amostras do lisotipo A, reve
laram certas particularidades bloguimicas
néo muito comuns, quais sejam, de se clas-
sificar no bictipo I e serem desprovidas da
tetrationato redutase. Embora esse porme-
nor de natureza biogufmica do Iisotipo A
possa ser congiderado comgo discreio, em
sua ocorréneia normal, nio & no entanio,
totalmente invulgar, pois em ensaios ante.
riores ja foram consignadas culturas iso.
ladas no maunicipio de SAo Paulo, com tal
caracteristica.

Com o recurso da verificacdo do compor-
tamentc das amostras diante dos fagos so-
maticos, possivel se torna levaniar a hipd-
tese de relacionar a filiacdo das seis culfw
ras, definidas como isentas do antigeno Vi,
todas periencentes 2o mesmo tipo bicqui-
mico (biotipo II), como proviveis remanes.
centes do lsotipo D,

Colocando em plano de discussio a for-
ma pela gual o lisotipo D, tenha atingido
as proporghes de tal importancia no surie
epidémico em esfudo, pode-se considerar, em
nrimeiro iugar, que obviamenie enire os
habitantes da regido ou da circunvizinhanga
estiveram presentes portador ou portadores

o4

deste lisofipo. Implica tal conjetura em
advogar que talvez esses individuos tenham
adquirido ¢ desenvelvido a enfermidade sob
uraa forma assintoms&tica, bem como € pos-
sivel aventar a suposicdo de gque se tenham
infectado em outras regifes do pals, ou
mesmo, no estrangeiro. Por ora, todas essas
circunstancias detalhadas podem ser consi-
deradas plenamente vélidas, na tentativa de
explicar ¢ aparecimento do lisotipo D, que,
até entio, ndo tinha side assinalado ne mu-
nicipio de S&o Paulo,

Em nosso meio. o Iisotipo Dy fol reco-
nhecido apenas entre as amostras de ba-
cilos tificos isolados em Salvador, Bahia,
como foi dito anteriormente, apesar de que
NICOLLE et qlif 27, com base em seus levan-
tamentos da distribuicio geogrdafica mun-
dial, consideram-no como isotipo semi-cos-
moepolita. Caracierizam ainda os aufores
supracitados qua as dreas de malor inel
déncia do lisofipo D, concentram-se no
Jap8o, no extremo-oriente; Marrocos e Se
negal, no confinente africano, & Perm e
Argentina, na América do Sul.

Também SCHOLTENS 31 desereve a pre-
senga fregliente do lisotipe Dy nas amostras
da Indonésia, inclusive tendo este fato uma
extraordindris repercussio na fdrmuls de
Lisotipia, determinada na Holanda, em 18
za0 dos antigos vinculos coloniais existentes
entre essas regides.

Relativamente ao comportamento bio-
guimico do Hsotipo D, apos consulta dos
resuliados encontrades por JUDE & NICOL-
LE 18 ¢ PAVLATOU & NICOLLE 29, que em
sinfese caracterizam-no como hsierogénec
&I suas reacGes, verificou-se, enfretanto, que
a maioria das amostras coriundas do extre-
mo-oriente apresentaram uma major tendén-
cia em se classificar no biotipo I1I,

Quanio aos resultados da caracterizacio
bloguimics segundo Kristensen. termn-se ainda
a destacar fundamentalmente a presenca do
biotipe I entre as amostras do tipo fagico
A. Bem duvida alguma esse detalhe, aliado
& uma circunst@ncia peculiar, gue essas
culturas demonstraram na sua incapacidade
de desdobrar o tetralionasto, constituiram-
se em elementos de substancial importancia
para a sua nifida descriminacic dos liso.
tipos e das formas restantes envolvidos no
problema.,
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Em pertinéneia a esse aspecto, salienta-
se, ainda, que em poucas ocasides tais cul-
turas foram identificadas no municipio de
SA0 Paulo, tendo como pontce contraditério,
que & maloria dessas amostras teve como
referéncia suas origens locals, muito dis-
tanies denfro do municipic, sem a menor
conexio com o Pargue Eds Chaves e suas
aregas vizinhas.

Infere-se do exposto que as provas de
natureza bioguimica propiciaram, com seus
resultados, s possibilidade de estabalecer
nitidamente as diferencas existentes nos trés
tipos fdgicos carscterizados. Além disso, e
de modo peremptorio, orientaram extraordi-
nariamente a concatehsr o conceito de que
as amostras individualizadas como Vi degra-
dadas, e Vi negativas, representassem, em
sua guase totalidade, seqiielas de um lisc-
tipo ancestral. provaveimente o iipc D,

Finalmente, analisando os resuliados
obtidos nas determinagCes efefuadas nos
antibiogramas, verificou-se que nenhuma das
amostras evidenciou qusiquer sinagl de re-
sisténeia ao cloranfenicol, ampiciling e heta-

cilina, fdrmacos rotineiramente utilizados
na terapéutica da febre tifdide. E interes
sante discorrer sobre essa faceta, uma vez
que, em perfode idéntico ac surto de Sio
Paulo, occorreu também no México wma epi
demia de febre tifcide, de largas proporgbes
e que se caracterizou pelo elgvado ndmero
de cuifuras de Saimonella typhi resisientes
a altas conceniractes de cloranfenicol, tetra-
ciclina e estreptomicina 2.

Cumpre salientar gue, curiosamente, este
fendmeno da multipla resisténcia do bacilo
tifico foi, inicialmente, resconhecido e des-
erito por ANDERSON & SMITH 2, em duas
amostras isoladas de ingleses gue se conta-
minaram no México.
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SUMMARY: From February to May 1972, 187 Salmonelle iyphi
strains were isclated during an epidemic outbreak of fyphoid fever in
the Sfo Paulo ares. Such culiures were analysed from severagl stand-
points such as a) serological, where they were classified as to the va-

riation of Vi antigens; b}

biochemical, where fermentative types were

established, based on the reactions with xylose and arabinose plus the
investigations of tetrathionate reductase; ©) sensibility to antibioties; d)

classification by Viphage {yping.

The results demonstraied a very unusual situation namely, the pre-
sence in an epidemic outbreak of typhoid fever. of three Viphage types:
Dy, Ela and A, plus 2 biochemical types which are considered to be
inadequate for determination with Vi II adapted phage types (Vi de-
graded strains and sirains with no Vi antigens).

DESCRIPTORS: Salmonella typhi; typhoid fever (SZoc Paulo); baec-

teriophage.
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PREGNOLATTO, W. & PISSATTO, N.L. — Caracteristicas da buclizing
e determinacho por titulacio espectrofotométrica em produtos farma.
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RESUMOQ: Descrevem-se neste artigo algumas caracteristicas do di-
cloridraic de buclizing, um trangiilizante ¢ anti-histaminico usado em
composicdes farmacéuiicas. Curvas de titulacio e espectros de absorcio
da substincia pura sdo apresentados.

Descreve-se, tambeém, uma iécnica para determinacio da substéncia.
quando livre, por simples titulacio em meio ndo aquoso, com Aacido
perclorico e cristal vioieta como indicador, e iéenica psra deferminacio
por titulaghAo espectrofotoméirica, com ou sem purificacdo prévia por
lavagem com éter dietilico, e por cromatografia em camada delgada e
com leitura espectrofotométrica a 239 nm, em solugio clorofdrmica, ou
274 nim, em benzeno.

DESCRITORES: dicleridrato de buclizina, caracteristicas; diclori-
dratc de buclizina, deferminacio espectrofotoméirica em medicamentos:

medicamentos, dicloridrato de buclizina,

INTRODUCAO

A buclizina ¢ uma substineis trangiiili-
zante e anti-histaminica, cuio nome gui-
mico é 1-(ptert-Butilbenzil)-4-(p-clore «-fenil-
benzil)piperazina. Comercialmente apresen-
ta-se sob a forma de dicloridrato, com a
seguinie fdrmula estrutural:

ol / ‘\>—~U:!: - N/WW\N e Crig /ﬁ_\ C{Chyly 2 HCI
<:j1 \\.,“,A/ “\:-:/_

Esta substincia foi sintetizada inicial-
mente por MORREN *® ¢, mais recentemente.
por CHUAN-MING ef ali®?. Suas proprie-
dades fisicas e quimicas sio muitc pouco
conhecidas; estd inscrita no Indesx Merck,
8a ed., p. 172, onde encontramos cue o ponto
de fusfo do dicloridrato € de 230 a 240°C
e ¢ Ga base livre € de 217 a 220°C, como des-
crito por MORREN, em sua patente.

Em relacko aos métodos de dosagem,
também pouco registra a literatura; CIAC-
CIO et alii 3 ¢ RINK et «lii 7 verificaram
gue a substincia ¢ iituldvel em meio nio

* Realizado no Departamento de Confrole de Qualidade da Laberatil $.A, — Inddstris Farma-

céutica, Sio Paulo, 8.P.
=% Do Institute Adolfe Ludz, S840 Paule, 8. P,

##% Dp Laboratil 8.A. - Industria Farmecéutics,
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agquose por acido perclidrico, verificando o
primeiro que a buclizina aprasenia um ponio
de viragem em meio acético e dois em ace-
tonitrila, comportando-se, em meio zeéiico,
como substincian dibdsica; apresenta, em
seu trabalho, curvas de neuiralizacio deter-
minadas potenciometricamente. Rink et alii
descrevem uma tdéenica pars a mesma do-
sagem pofencioméirica, e outra usando o
cristal violeta come indicador, com o ponto
de viragem para o azul, em meio benzeno-
acetico.

BLAZEK et glit 1 separaram a buck
zina de ouiros anii-histaminicos por croma-
togralia em colung, depois de extrair a mis-
tura, de preparados farmacéuticos, com
dleool a quente, e fifulagem da base lvre
potenciometricamente com dcido cloridrico
0,1 N.

Uma teniativa de dosagern da buclizina
por cromatografia em fase gasosa € descri-
ta por SMITH & CARLSONS, gue trans-
formaram a buclizina em ster trimetil-sili-
co, gue € facilmenie volatilizdvel o estdvel.

A Hteratura registra metodos para sepa-
racio e identificacfio deste e de outros anti-
histaminicos por cromatografia em camada
delgada, em trabalhos elaborados por FI-
KE+4 FIKE & SUNSHINE 5, SUNSHINE ef
alit? & ZINGALES %, Todos esses autores
descrevem técnicas para a separacio de uma
série de anii-histaminices, incluindo a bucli-
ging, airavés de varios solventes. Reagentes
para ideniificacio e os Rf também sio des-
critos,

Descrevemos em niosso frabalho algumas
caracieristicas e métodos para o conirole
do produtc comercial e uma técrica para &
determinacfo da buclizing em produtos far-
macéuticos, tais como comprimidos, cdpsu-
ias e suspensdes.

MATERIAL E METODOS
1. Caracteristicas do buclizing
O produto comercial apresenta-se sob

a forma de dicloridraio, o gque € compro-
vado pela dosagem do cloro potencicmetri-

* Combi~-titulador Methron.

camente; ¢ praticamente inscolivel em dgua,
pouco scliivel em dlcool e e henzenc, so-
hivel em &icool g quente, e muito solivel
em clorofdrmio. Purificada por recristali-
zaghc em sleooldgua, ou dlcooldgus em
meio c¢loridrico, apresenta-se sempre co-
mo monocloridrato. A fig, 1 reproduz s
curva de titulacio do clore no produto co-
mercial ¢ no recristalizado, onde se observa
claramente a composicao dos respectivos
cloridratos®,

+ 300 -
+ 200 4 e
;
j
o i
B 4+ 100 / !
= | |
) J ‘:
00 == ; S L —
2 4 & 8 e
mt a3 MO oan (Fr L0285)

Comercial {451,0mg )

Furificods {165,0mg}

Fig. 1 — Dosagem de cloretos no diclori-
drato de buclizina na amostra comercial e
na purificada.

s . T - v v

miode GG, DN [ F7 0,577

Fig. 2 — Titulacdo do dicloridrato de bu-
clizina com dcido perecldrico G,IN (28534 mg).



PREGNOQLATTO, W.

& PISBATTO, N. L.

titulacio espectrofotomeétrica em  produtos

Caracteristicas da buelizina e determinagio por
farmacduticos, Rew. Inst. 4dolfo Lutz, 34: 68-77,

1974,
0,6 . 0.6 -
05 A 0,5 -
(a) {b)
0,4 - 0,4 -
R"
[
23
2 03 A 0,3 -
je
7]
fal
<I
0,2 - 02 -
0,1 0,1
T 1 T ¥ T T 7 E — T i 1 7% l
200 250 300

Fig.

250 300

Nandmetros

3 — Absorbéncia do dicloridrato de buclizina (8) e monocloridrato de
buclizina purificada (b) em clorofdrmio (50 upg/ml).
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Fig, 4 — Abscrbéncia do monocloridrate de buclizina (a) e do dicloridrato de
buclizing comereial (b) em dlcool abscluto (25 pg/ml).
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2. Méitodos de deferminagdc

A buclizina pode ser determinada por
volumetria (fituiacio em meio nfdo aguoso
por dcide perclérico) ou por métodos espee-
trofotomstrices; a fig. 2 reproduz a curva
de titulagio em melo nfo aquoso com deido
perclorico ¢ a fig. 3 reproduz os espectros
de absorcio, em clorofdrmio, do produto
comercial e do recristalizado; ambos apre-
sentaram mdximo em 260 e 239 nm & mi-

E }ifjn = 103,8 e 95,6

& 260 e 239 nm, respectivamente.

nime em 225 nm, com

A fig. 6 reproduz o espectro no infra-
vermelhe do produteo comercial, chiido em
espectrofotometro®, pastilha de Kby, O
pouto de Tusfo do produto comercial situa-
se enfre 210-225°C e o do purificado enfre
232,5-247 5°C.

2.1 Delerminagdo por titulacdo com
deido perclorico

Pese cerca de 0,250 g do produto,
transfira para frasco de 300 ml, dissolva
em 100 ml de &cido acético glacial pre-
viamente tratado com anidrido acético, adi-
cione 10 ml de solucio de aceiato de mer-
eurio a 6% p/v em dcido acético, e 3
gotas do indicador cristal violefa a 1%
p/v em dcido acético glacial

Titule com deide perclérico 0,1 N em
soluclo acética alé viragem para verde.
Cada mil de dcidce percldérico 6,1 N equi-
vale a 25207 mg de dicloridratoc de bu
clizina.

2.2 Determinagdo especirofoloméirica em
comprimidos, cdpsulas e suspensdes.

a) Em comprimidos e cdpsulas

0 teor de buclizina em especialidades
farmacéuticas na forms de comprimidos e
edpsulas contendo, além de buclizina, vita-
minas Bl, B2, B6, carnitina & nicotinamida,
foi facilmente determinado por processo di-

* Perkin Himer 137-B.

0,7

os] )

0,5 A

0,4 -

Absorbancia

0,3

L T I ¥ 13 T %

250 200 350

Nandmeiros

Fig. 5 — Absorbiincia da buclizina em
henzene (50 pg/ml).
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Fig. 6 - Espectro no 1.V. do dicloridrato de buclizina (pasiilhas de EBr).
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reto de extracio da buclizine com cloro-
formio e leitura em espectrofoidmetro®.

Foram iriturados em aslmofariz 10 com-
primidos de buciizina, ou o contetdo de 10
capsulas (12,5 mg de buclizina por uni-
dade). Uma aliguota do p¢ contendo teo-
ricamente 5 mg de buclizina fol transferida
para balio volumeéirico de 00mi e junia-
ram-se 56 ml de clorofdérmio. Agitouse forte-
mente ¢ baldo por cinco minutos, com-
pletowse 0 volume com clorofdrmio e homo-
geneizou-se. A solugho foi, em seguida, fil-
trada por papel e a absorbancia determi-
nada em 239 nm, em cuba de 1 cm, e cloro-
férmio como branco.

Umsa prove em branco foi inicialmente
feita com a mistura das mesmas substan-
cias nas mesmas concentragdes. A fig. 7
reproduz o perfil do extrato clorofdrmico
dessa mistura nas condicdes anteriomente
descritas.

b) Em suspensées

Os preparados analisados continham,
além da buclizina, carnitina, vitaminas BI,
B2, B6, nicotinamida, decido glutimico, gii-
cerofosfato de cdlcio, conservadores, clorsto
férrico. Nesse cago, o solvenie ideal para a
extragio da buelizina foi o benzeno, por
ser seletivo. Nenhuma purificaciio prévig foi
necessdria.

Uma aliguota do produto que continha
teoricamente 5mg de buclizina fol transfe-
rida para balio volumétrico de 180 ml, jun-
taram-se 50 ml de benzenc e agitou-se forte-
mente por 16 minutos, completou-se o vo-
lume com benzeno, homogensizowse e fil-
trou-se. Deierminou-se a absorbincia a
274 nm, usando cuba de lem e benzeno
como branco. Cuidade especial fol tomado
com as cubas, que devem ser do tipo de
fechamento perfeito.

Em alguns casos de sugpensdes com for-
mulas completamente desconhecidas, uma
purificacio prévia foi necessdris. Umas
vezes, uma simples purificacio por extra-
Cho com éler dietilico foi suficiente; ou-
tras, purificacfico cromatogrifica em cema-
da delgada tornou-se necessiria.

* Varian, mod. 6356 com registrador.

Absorbdncia
-

0,5

0,2 ¢

250 300

Nandmetros

Fig. 7 — Absorbincia do dicloridrato de
bueclizina em medicamentos (50 pg/mil).
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2.3 Purificacdo por cromalografia em
camada delgeda

A buclizina fol separadas por cromato-
erafia em camadsa delgads, usando-se o sis-
temsa IV, descrito por Zingales. A placa foi
ohservada sob luz ulira-violeta e & mancha
que aparecsu a um B 0,89 foi raspada, elub-
da em clorofdormio e determinada espectro-
fotometricamente, como j4 descrito para
comprimidos. Provas de recuperaciio por
adicio de guantidades conhecidas dz bucli-
zing em produtos desta classe foram feifas
¢ & recuperacio ficou situada ao redor
é.e 986/’0.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A buelizina, guando pura, pode ser facii-
mente dosada por titulaciio em meio acdtico
com dcido perclérico. usando-se crigtal vio-
leta como indicador, tomando-se como ponio
de equivaléneis g viragem para o verde. Essa
afirmacio sc baseia em provas gue efefua-
mos titulando a substancia potenciometrica-
mente em presenga do indicador. Vé-se, na
fig. 2, que o poanto de eguivaléncia cor-
responde a 10,6 ml de dcido percldrico 8,1 N
(F. 0,9779) para uma amostra de 2654 mg e,
exatamente neste ponto, o indicador virou
para o verde.

Em misturas, a buclizing pode ser do-
sada por extracio direta em bhenzeno ou clo-
roformio g determinada espectrofotometrica-

mente ou, s vezes, a dosagem depende de
ume prévia purificacio, que tanto pode ser
uma, simples extragfio de interfersnies com
éter dietilico, ou separagio cromatogrifica.
Tentativas foram por nos feitas para a
extracio da buclizina, contida em produtos
farmacéuticos, com efancl absoluto e pos-
terior determinacic especirofotométrica.
Apesar de frabalbarmos com peguensas guan-
tidades de subsifncia, a extracio etandlica
nunea se mosirou guantitativa, gquando com-
parada com as extracdes cloroférmica ou
bhenzénica., Devemos ainda acresceniar gue.
para misturas comgplexas, o benzeno, seguido
do cloroférmio, mosirararm-se sempre agen-
tes de extracio muitc mais seletivos.
Usando a {éenica descrita, determinamos
& buclizina em uma série de produtos com
ou sem férmula completa conhecida, sem-
pre com resultados satisfatérios. Na tabels
abaixo estéo relacionadas as  diferentes
ciasses desses medicamenios; os da clas-
se A sfo produtcs cuja composicgo com-
pleta néo era conhecida e dos guais a bucli-
zina fol extraida ¢ determinada diretamente
em clorefdrmio, nio necessitando purifica-
¢80 prévia cromatogrifica; os da classe B
s80 os mesmos produtos da classe A, mas
gue necessitam uma prévia purificagiic por
cromatografia. Os da classe C séo de for-
mula completa conhecida, dos guals a bucli-
zing foi extraida e determinada em benzeno.
Os da classe D 580 de f{6rmuia completa
conhecida, 10s gquais 8 buclizing fol extraida
e determinada diretamente em cloreférmio.

Teores de dicloridraio de buclizinae em diferentes classes de medicamentos

Teor de dicloridrato de buclizina
Classe N.e
do de declarado médio Variacic
produto armosiras mg/dose enconirado maximo-minimo
mg/dose mg/dose
A 5 5,0 5,09 5,27 — 493
B 12 10,0 16,10 1022 — 9,84
C 25 5,0 4,94 501 — 45
s} 5 12,5 13,14 13,8 — 12,50
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PREGNCOLATTO, W. & PISSATO, N.L. — On the characteristics of bucii-
#ine dihydrochloride and its detection ihrough spectrophoiometric
titration. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 34: 69-77, 1974,

SUMMARY: Scme characteristics of the buclizine dihydrochloride,
a tranguilizer and anti-histaminic agent used in pharmaceuticals, are des.
eribed in this work. Titration curves and absorption specira of the plain
subsiance are also shown herein,,

It is described as well a technic for defecting the substance, when
free, through a simple titration with perchloric acid in a non-agueous
medium and violet crystal as indicator, Further it is deseribed a technic
for detecting the substance through spectrophotometric titration with
or without previous purification by diethy! ether washing, and through
thinlayer chromatography, with absorbance readings either at 239 nm
in chicroformic solution or at 274 nm, in benzene,

DESCRIPTORS: buclizine dihydrocloride, chargcteristics; buclizine
dihydrocloride, spectrophotometric determination in pharmaceuticals;
pharmaceuticals, buclizine dihydrocloride.
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RESUMO: E descrito um meétodo de cromatografia em camada

delgada pars identificacio do sorbilol, em presenca de seus possiveis
contaminantes (manitol, maliose, glicose, xilose, frutose, sacarcse). O
solvente ¢ uma mistura de dgua, propancl o acetato de ebila e o revela-

dor, uma solucfio de permanganato de potdssio.
O método detecta até 0,5 ug/ wl de sorbitol e separa nitidamente

até 5% de manitol em sorbitol.

DESCRITORES:

sorbitol, identificacio; cromatografia em camads

delgads, na identificacfio e separacio do sorbitol.

INTRODUGCACO

Sorbitol ¢ empregado como aditive para
alimentos; tem o usc em balas e produtos
similares, em recheios e revestimentos de
produtos de confeitaria & em produtos die-
téticos, regulameniado pela atual legis-
lacdo?. Como umectante, mantém condigdes
de umidade gue impedem a cristalizacfo do
aguear, tornando maior o periodo em que
certos doces ficam armazenados. Nos pro-
dutos dietéficos, € empregado porgue, tendo
o mesmo valor caldrico que o do agiear, €
entretanto assimilado mais vagarosamente
no trato intestinal, devido a se transformar
mais em frutose que glicose sob a acho das
enzitnas hepdticast.

Quimicamente ¢ mmn hexahidrodleool, en-
contrado na natureza em frutas de rosdceas

(pera, mach, péssego, ameixa). Fol isolado,
em 1872, por J. Boussingault de uma fruta
das montanhas (espécie Sorbus). Apos a
introducéo, em 1937, de métodos de obten-
cio por reducic eletrolitica da glicose e,
mais recentemente, por hidrogenacio cala-
litica de glicose ou de aglcar invertido, pas-
sou a ser produto bastante acecessivel e
utilizado em malor escala: novos produtos
a ele relacionados, as sorbitanas (Spans),
sf0 misturas de ésteres de sorbitol com dci-
dos graxos e tambdm sfo utilizados na
fecnologia de glimentos.

Sorhitol pode apresentar virios conta-
minantes ligados ao tipo de obtencfo. Assim,
manitol, glicose, sacarose e frutcose s&o pos-
siveis confaminantes de sorbitol.

A prova gualitativa para sorbifol, cons-
tante da Farmacopéia Americana8, baseadsa

Realizado na Becgfo de Aditives e Pesticldes Residuals do Instituto Adolfo Lutz, S8io Paulo, S.P.

** Do Insdituto Adolio Ludz.
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no ponto de fusio do derivado benzelidéni-
co, além de demorada, nio distingue as
impurezag potenciais.

Uma revisdo dos métodos asnaliticos foi
feita em 1971 por EGAN & COLLINSS Ou-
tros métodos de identificacio de sorbitol,
tais como cromatografia de papeif, ¢ g4dst,
580 bons mas demorados, sendo gue as
técnicas de cromatografia em camada del-
gada oferecein vantagem pela rapider e sim-
plicidade. WMuifos t8m sido os sistemas em
camada delgada propostos ultimamente,
variando os adsorventes e sclvenies empre-
gados. Em alguns casos, agenies comple-
xantes foram usados para modificar o ad-
sorvente, DE SIMONE & VICEDONIMO4
propuseram o us¢e de um meic alealino e
nitrato de chumbo II para a separa¢do dos
polidlconis. COLES JR. & UPTON® usam
dgus como fase mdével em placas de silica
gel G, enguanto gue TICKHOMIRA et alii?
empregam placas com CaSO, e dcido sul-
furico (1:1} como revelador,

Investigando a aplicagio destes méto-
dos e comparandoc-os, introduzimos modifi-
cagdes em relagdo & fase mével e tratamen-
fto prévic da placa. Resultou um método
n&o s9 pare identificacio do scerbitol, como
capaz de separar 085 $eUs possivels contami-
nantes, simples e rapido.

MATERIAL E METODO
Material

Aparelho para preparacido de placas para
cromatografia em camada delgada

Placas de vidro de 20 x 20 x 0,3 cm para
C.C.D.

Cuba de vidro para C.C.D.

Bilica Gel G (tipo 606)*

Solucdc de tetraborato de ambnio a 1%

Solvente: propanol — acetalo de etila —
dgus (3:2:5)

No momento de usar, adicionar 6,1 mi
de hidroxido de amdnic para cads
166 ml da mistura.

Revelador: solucic de permanganato de
potassio a 0,35% em hidroxido de s6-
dio 1 N

Solucdes padrio de polidlcoois
Solucgo a 0,1% de sorbitcl, manitoi,
maltose, glicose, xilose, frutose, sacarose

* Merck
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Preparacdo das placas

Agitar vigorosamenie silica gel com
dgua, s proporcio de 12 g para 24 ml e
aplicar &s placas de vidro na espessura de
250, Secar ao ar, de 10 a 15 minufos e
depoig deixar 30 minutos em estufa a 110°C.
Retirar da estufa, resfriar ac ar e imediata-
mente pulverizar com a solucgdo de tetra-
borato de amdnio a 1%. Secar ao ar €
usar.

Procedimentc

Aplicar aliquotas de 5al das solugles
padrico de manitol, sorbitol, frutose, glicose,
maliose, xilose, sacarcse ¢ da amostra pre-
parada. Correr com o solvente até atingir
aproximadamente 14 cm de altura na placa.
Retirar da cuba & secar & temperatura am-
iente. Puiverizar com o revelador, Os po-
lidicoois (sorbitel, manitol) aparecem como
manchag amarelas sobre fundo rosa. Com
0 fempo, tornam-se brancos sobre fundo
castanho claro.

RESULTADCO E DISCUSSAO

Com o procedimento scima descrito
conseguiu-se Otima separagio dos contami-
nantes usuais do sorbifol, o gue é eviden-
ciado pelos valores de RI que sfo dados na
tabela seguinte, que correspondem & média
de valores obtidos em sete diferentes cor-
ridas:

Valonzs de Rf x 100 de sorbitol e
contaminantes potenciais

Poiidleoois \

! Rf x 100
Sorbitol 33
Manitol 43
Frutose 48
XKilose 54
Glucose 64
Maitose 69
Sacarose 5

Este método Identifica e separa até 5%
de manitol em sorbifol e serve & identifica-
¢io de sorbitol aid 0.5 pg/ ul
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cromatografia em

Comparado aos métodos de cromato-
grafia em camada delgada descritos na i-
teratura, este apresenta vantagens gusnto
ao revelador gue € uma solugfo de fdcil
obtenicBo. Em relaciio ac método de Coles
& Upton, que usa igual revelador, apresenta

a vantagem do solvenie.

CONCLUSBSAO

O método proposio £ simples e espect-
fico, servindo ac controle da presenca de
sorbitol, em produtos de confeitaria e die-
téticos, ao mesmo tempo que o distingue
de outros possiveis polidlcoois e agucares,

RIAL-A/4G2

LARA, W.H. & YABIKU, H.Y. — Thindayer chromatography method
for identification of sorbitol. Rew. Inst. Adolfo Lutz, 34: T79-81, 1874.

SUMMARY: A thinlayer chromatography method for ideniification
and separation of sorbitol from iis contaminants Gmannitol, maltose,
glucose, xylose, fructose, sucrose) is described.

The solvent used is g mixture of water, propanocl and ethyl acetate
and the spray reagent is a solution of poiassium perrmanganate,

Method detects up fo 0.5 ug/ nl of sorbitol and clearly separates up

to 5% of mannitol from sorbitol.

DESCRIPTORS: sorbitol,

identification and separation; thiniayer

chromatography, identification and separation of sorbitol.
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PESSCA, 8. B. — Notas sobre alguns parasitas de ratos silvesires do
Estado de S&c Paulo. Rev. I'nsf. Adolfo Lufz, 34: 8293, 1974,

RESUMO: E assinalado o enconfro em raios silvestres, do Estado
de S4o Paule, Brasil, dos seguintes parasifas:

1. Entamoeba histolytica, em 3 espéeles de Oryzomys. determinan-

do Iesdes do intesiino grosso;

2. Hepagiozoon sp., encontrado em esfregaco de medula Gssea, tam-

hém em espécie do género Oryzomys.

3. Haemobarionella muris, no sangue de vérias espécies dos géne-
ros Oryzomys, Neciomys e Clyomys. No sangue de Nectomys sguamipes,
além da Heemobartonella muris, foi encontrado o Eperythrozoon sp.

4. Em esfregacos de sangue do Proechmys itheringt, foi encontrado

Trypanosoma renjifoi Deane, 1961.

5. No pulméc do dkodon (Thaptomys) nigrita fol enconirada uma
larva do 62 estddic do Porocephalus croiali.

DESCRITORES: parasitas em ratos silvestres;

ratos silvesires

(880 Paulo); Akodon (Thaptomys) nigrita;, Clyomys sp.; Nectomys sp.;
Nectomys squamipes; Oryzomys sp.; Proechmys theringi; Entamoeba
Ristolytica; Eperylthrozoon sp.; Haemobartonella muris; Hepatozoon sp.;

Porocephalus crotali; Trypanosoma venjifoi Deane, 1961,

INTRODBUCAO

Gracas & boa vontade do Dr. Oscar S.
Souza Lopes, Chefe da SecBc de Virus
Transmitidos por Artrépodos do Instituto
Adolfo Lutz, realizamos algumas pesguisas
sobre parasitas de ratos capturados no cam-
po, para estudo daquela Secho.

As nossas observacdes l[imitaram-se gua-
e gue exclusivamente i pesguisa de hemo-
parasitas dos roedores, dos guais examina-

* Realizado na Secdo de Virus Transmitidos por Artrépodos

Paulo, S.P.

=+ Agsigtente veluntaric do Instituto Adolfe Luts.
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mos ¢ sangue de cerca de 500, ¢ o sangue e
a medula ossea de cerea de 2000 Separamos
alguns gue nos pareceram doentes, para a
pesquisa de protozodrios intestinais e fol
ocasionalmente gue encontramos em wm
deles uma larva de Porocephelus crotali,
no pulméio,

Pensamos ser agora oportuno relatar
estes trabalhos, por ndo termos a intengéo
de prosseguilos,

do Institulo Adolfo Lutz, B&o
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MATERIAL E METODOS

Os rates silvestres foram capiurados
em diversas estacBes de campo mantidas
pela Secfo de Virus Transmitidos por Ar-
trépodos; o sangue foi extraido asséiica-
mente do coracic e feitos esfregacos em
laminas; nas mesma ocasifo foram feitos
esfregacos da medula dssea; o material era
em seguida fixado pelo metanol & coradoe
pelo Giemsa. Em relacBo as fezss, foram
examinadas a fresco e apds coloracio pelo
lugol; havendo indicacio, eram fixadas pelo
liquido de Schaudinn e coradas pela hems-
toxilinag férrica. Fragmentos de Orgios pa-
rasitados eram f{ixados no formol a 16% ou
no fixador de Bouin, incluidos em parafina
pars cortes histolégicos.

RESULTADOS

1. Amebiase espontinea de ratos silves
fres do género Oryzomys, pela Entamoeba
Ristolyticq Schaudinn, 1903.

E bem conhecide o fato de o rato ca-
selro ou ratazana (Rofius rattus/ sofrer es-
pontaneamente de disenteris amebiana se-
melhante 4 gue ocorre no homem. Foi
LYNCH® um dos primeiros pesguisadores
a enconirar o Raltus ratfus com disenieria
amebiana espontinea. O parasita dos mu-
rideos, nestes casos, nfo se distingue da E.
histolytica ¢ JONESI servia-se destes ani-
mais infetados no laboratéric para pesgui
sas Iarmacoldgicas de substincias amebici-
das. NEAL 4, por sua vez empregou o
rato para o estudo da viruléncia das diver-
sas racas da E. histolytica.

Mas, 0 enconiro de ratos silvestres,
apresentande esponfanesmente um sindro-
me de disenteria amebiana com a E. hisfo-
lyfice nas fezes, parscenos nio ter sido
relatado entre nds; no estrangeirc tem sido
assinalada, com certa fregiiéneia, a infeccio
esponténea de ratos caseiros pela E. histo-
lyticu, porém nio conseguimos achar o re-
gistro de ratos silvestres sofrendo de disen-
teria amebiana esponténes.

E por isso que julgamos de interesse o
relato do encontro de itrés ratos silvidticos
do género Oryzomys (a espécle ndo foi
determinada), todos os irés capturados no
campo, ne local denominado “Floresta Es-

taduai de ITrapetininga”, situado a cerca de
18 km dests localidade. Um exemplar foi
capturado em 9 de outubro de 1973 (n.o
25.718) e dois outros em 1% do mesmo més
e anc (0.0 25940 e 25.941). O faio de apre
sentarem disenteria e sangue nas fezes le-
VOu-nos 8o seu exame parasifoldgico, com
0 encontro de amebas com 05 caracieres
da E. histolytica, com formas vegetativas e
cisticas nas fezes de todos eles (fig. i, 4,
5e .

Examinamos a mucosa do infestino
grogso e em todos encontramos ulceracgtes
superficials da regifo em apreco; pelo exa-
me histolégico verifica-se a necrose da cs-
mada glandular (ratos 25940 e 25.941, fig. 6
e 8), até o cérion, € nas fig. 2 ¢ 3 percebe-se
uma ameba na por¢ac superficial da mucosa
do grosso intestino gue se mostra erodida
e necrosada (rato 23.718). O figado de todos
os exemplares apresentava-se aparentemente
normal.

Vé-se, por conseguinis, que nos irés
roedores as lesbes encontradas nas infec-
cbes espontineas sio também de natureza
superficial, como tem sido assinalado por
védrios autores em relacio as infeccles ex-
perimentais (FAUST 8).

Como fol relativamente pequenc o
numerc de exemplares de ratos por nds
examinados para a pesquisa de lesdes ame-
bianas, € de causar Surpresa ¢ eNCONLTO
destes trés animais com parasitismo tac no-
tdvel pela F. histolytico. Pensamos gue este
€ um campo dignc de malores pesguisas,
pois € bastante obscura a fonte de infecefo
de ratos silvdticos, capturados longe de
gualguer habitacio humana, por racga de E.
histolytica de viruléneia bastanfe evidente.
Devese targbém levar em consideracio os
antigos, porém importantes, trabalhos de
LYNCH 15 e CHIANG 2 sobre a possibilida-
de de o0s ratos (o8 autores se referem aos
ratos das cidades) se comportarem como
portadores ativos da E. histolytica e por
conseguinte como disseminadores da ame-
biase.

Finalmente queremos observar que ra-
tos silvestres sfo fregiientermenfe parasi-
tados pela Enfamoebe muris, espécie nio
patogénica ¢ prépria de murideos. Exami-
ramos vérios roedores assim parasitados
sem nunca encontrarmos lesdes do intes-
tino, como as anteriormente descritas.
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de ratos silvestros do Hstads de Sfo Paulo. Rev.

2, Hepaiozoon sp., do Oryzomys sp.

Apesar de termos examinado o sangus
e medula éssea de um total de 700 muridecs
silvestres {de 500 o sangue e de 200 o san-
gue e g medula dssea), somente encontra-
mos um Unico com Hepafozoon na medula
ossea. Tratava-se de um Orysomys sp. cap-
furado na Floresta Estadual de Itapetininga.
O parasita achava-se situado no interior de
um polimorfonuciear da medula dssea, dan-
do a impressio de estar na divisio (fig. S e
10). Esta raridade de hemoparasita mosira-
nos a falts de fransmissor entre os ratos
silvestres; quanto & espécie do Hepalozoon,
nio nos foi possivel determingd-la, pois atual-
mente se admitem viérias espéeies do espo-
rozoario parasitando murideos (KUDO 12,
1962), como por exemplc o0 H. muris (Bal
four, 18G5}, o H. musculi (Porter, 1807), ete.
A transmissac de rato a rato (Mus norve-
gicus & Mus ratius) se d4 por intermédio do
Fehinolaelapis echidninus.

3. Hoeesmobartonelle e Eperythrozoon

Infeccdes naturais pela Haemobarfonel-
la muris (Mayer, 1921), foram por nds en-
contradas em vdrias espécies de ratos sil-
vestres, como no Nectomys sguamipes,
capturado no Rio Guaratuba; no Oryzomys
sp, noe Clyomys “laticeps, capturados na
Floresia do HEstado, Itapetininga (fig. 11
e 12).

Também no rato Neciomys sguamipes
diagnosticamos um parasita do sangue que
nOs parece ser 0 Eperythrozoon sp. (Fig. 13).

Come se sabe, a diferenciacio morfold-
gica deste parasita para com a Haemobar.
tomella ¢ dificil e se baseia, segundo GRIE-
SEMER 9, principalmente no fato de esfe
alfimoe hemoparasita nio possuir forma
ovdide ou em anel (fig. 13). Alids, o Epe-
trythrozoon fol visto unicamsnte no Necto-
mys squamipes, ao contrario da Haemobar-
tonella que fol encontrada em varias espé-
cies de murideos. Assim € que CARINI &
FONSECA 1, em 1943, registraram o encon-
fro de Grahamelias em exemplares de Nec-
tomys squamipes, capturados em S&o Paulo,
e em exemplares de Oryzomys §p. prove-
nientes de Minas Gersis,
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4. Trypanosome do Proechmys itheringi
{Trypanosoma renjifoi Deane, 19613,

DEANE 4 5 descreveu este tripanosoma
em um rato do género Proechmys da re-
gifo amazdnica bragileira ¢Proechmys caye-
nensis f,

Anferiormente, RENJIFQ & MOIBE 16
assinalaram, porém sem dar pome, wm tri-
panosoma, provavelmente idéntico ao T,
renjifoi, parasitando outra espécie do mes-
mo género de ratos, O Proechmys guyan-
nensis, da Coldémbia.

{ nosso esfregaco de sangue fol exami-
nado por Deane que confirmou -0 diag-
nostico.

As dimenstes dos nossos exemplares
nos parecem Um pouco menores do gue as
médias dadas por HOARE 10 para a espécie
pois alecangaram no méximo 23 microns de
comprimento. Também notamos que os tri-
panosomas nos esfregacos parecem ter a
tendéncia de se colocar em fileiras de 2 e 3
organismos (fig. 14 e 15).

Devemos notar que, apesar de termos
examinado o sangue de mais de 700 ratos
selvagens, somente enconframos um animal
{Proechmys theringi) parasitado por tripa-
nosomas. Parece-nos que isto vem mostrar,
como scentuamos anteriormente, a falia de
ectoparasitag transmigsores, provaveimente
pulgas, nos ratos silvestres de Sio Paulo.

5. Larva de Porocephalus crotali (Hum-
boldt, 1808): Pentastorsida, no pulméo do
rato silvestre — Akodon (Thaptomys) ni-
grita.

No pulméio de um rato selvagem - Ako-
don (Thaptomys) nigrita — capturado em
Casa Grande (Reserva do Rio Claro), no Mu-
nicipio de Salesdépolis (murideo n’ 21.856),
enconiramos no pulimio uma larva deniro de
uma capsuia, que identificamos como sendo
larva de 6.° estddio do Poroccephalus crotali
(fig. 16). A identificacBo desse organismo
foi facilitada pelo excelente trabalho de
ESSLINGER ¢ que nele estuda minucicsa-
mente o desenvelvimento de P. crotail. Este
8.0 estddio constitui a larva infecciosa, a
gqual sendo ingerida pelo hospedeiro defini-
tive {em geral ums serpente) transforma-se,
no pulmio do ofidio, no verme adulfo. A
ninfa do 6.2 estddio € encontrada encapsu-
iada, e se acha deniro da cdpsula enrolada
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sobre si mesma, de modo que as extremi
dades anterior ¢ posterior se focam. Quan-
Ge¢ a cdpsula ¢ fendida a ninfa se liberta, e
torna-se bastante ativa. O comprimento do
corpo da nossa ninfa, livre, € de cercs de
12 mm e a espessura no ceniro do corpo, de
1,5 mm. Os ganchos bucais tém a mesma
aparéncia dos do adulto do Poroczphalus.
O pulmio do rato ndo se apresentou muito
lesado conforme se pode ver pelas microfo-
tografias (fig. 17 e 18). O parénguina mos-
tra-se congestionado e pode-se notar a exis
téncia de uma pequens infiltracio ao redor
dos bronauicles. Podese assinalar wma
peguena drea hemorrdgica no dplee do
pulmao (fig. 17).

Por conseguinte, fica assinalado 0 en-
contro de uma ninfa do P, crofali no pulméo
de um rato selvagem do Estado de Sao
Paulo. Ao gue nos consta, aié hoje no Bra-
sil, apesar de terem sido evidenciados fre-
giientemente o3 parasitas adultos em ser-
pentes, seus hospedeiros intermediirios
tém sido menos encontrados. Recentemente
REGO e VICENTE 15 relataram o encontro
de formas evolutivas do P. crotali no figado
do guati [Nasua narice) e citam que L, Tra-
vassos (1943) o enconirou na culca (Chiro-
nectes mindmus). Como nfo temocs conhe-
cimento de terem sido encontradas larvas
de Porocephalus croteli em espdeies de
ratos silvestres do género Akodon, julgamos
justificada a publicacdo desta nota.

Fig, 1 — Enfamoceba histolytice (forma ve-
getativa) ~— Intestino do Oryzoniys
sp. (nn® 23.718); nofar as duas
hemdceas fagocitadas no interior
ds ameba e o pseuwddpode no
lade esquerdo da microfofogra-
fia, 1.000 X. {(Coloracic hemalo-
xilina-férrica),

Fig. 2 — Corte do intestino do Oryzomys
sp. (n® 25.718). Notar descama-
¢io e erosio glauduiar; no tecide
vé-se uma ameba. (Coleracgio he-
matoxilina-eosina).

Fig. 3 — O mesmo, com malor aumento
(1.000 X), para mosirar a ameba.
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Fig. 4 - E. hisiolytice (forma vegetativa) — Intestino do Cryeomys sp. (n=°
25.9403; notam-se os pseudopodos grossos. (Colorachce hematoxilina
férrica).

Fig. 5 — E. histolyticq {({orma cistica) — Oryzomys sp. (n° 25 840); cisto com
urm nucleo, 1000 X {Coloragio Lugol).

Fig. 6 -~ Corie do intestino de Oryzomys sp. (n.° 25.940). Segmento normal,
para comparar com o segmento lessdo. {(Coloracao hematoxilina-eosinal.

Fig. 7 — K. histolytica (forma cistica) - Oryzomys sp. (0.9 25.941) 1.000 X.
{Coloracio peio lugsl).

Fig. & — Corte do intestino do Oryzomys sp. (ne 25.941), para mostrar necrosa
com formacio de ulcera superficial. (Coloracio hematoxilina-eosina).
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Fig.

Fig,

9 — Hepafozoon sp. — Medula dssea do Oryzomys sp., 1.800 X (Colora-
¢cdo Giemsa).

10 - O mesmo corganismo com aumento malor, 3.000 X.

Fig. 11 — Haemobarionella muris, do Nectomys squamipes, rato, 1.800 X. (Co-

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

loracio Giemsal,

12 — Haemobartonells muris, do Clyomys laticeps, 3.000 X. (Coloracao
Giemsa).

13 — Eperythrozoon sp., do rato Nectomys squamipes. 1.000 X. (Coloracio
Giemsa).

14 - Trypanosoma renjifoi Deane, 1961, do rate Proechmys iheringi, no san-
gue periférico, 1.800 X. (Coloracho Giemsaj.

15 — Quira microfotografia do T. renjifoi no sangue do rato Proechmys
iheringi, para mostrar a tendéncia gque tém em se cclocar em fileira.
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Fig. 18 - Larva do 6.2 estddic de Porocephaaius crotali, do pulmio do rato sii-
vesire Akodon rThaptomys) nigrite. Aumnenio cerca de 100 X,

Fig. 17 — Corte do pulméo do Akodon (Thapiomys) nigritla gue ndo se mosira
muito lesado; pode-se nofar wna peguena dred hemorragica no dpice
do puimio.

Fig. 18 — O mesmo corfe com aumento maior,
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SUMMARY: The finding of the {ollowing rais parasites in specimens
from the S&0 Paulo ares, Bragzil, is described in this paper:

1. Entamoebo hisiolylico was found in itaree specimens of Oryzo-
mys sp. to which it caussd ilesions in the large bowel.

2. FHepatozoon sp. was found in a bone marrow slide, also per-
taining to an Oryzomys specimen.

3. Heaemobarionelln muris was found in the blood of several spe-
eies pertaining to genera Oryzomys, Nectomys and Clyomys. In the blood
of a Necltomys sguamipes, another parasite namely FEperithrozoon sp.
was also found.

4. Trypunosoma renfifoi Deane. 1881 was found in the blood of a
Proechimys iheringi.

5. A 68ih instar Porocephalus croteli larva was found in the lung
of an Adkodon [Thupiomys; nigrita

DESCRIPTORS: parasites in wild rats; wild rats (S8o Paulo);
Akodon (Thaptomys) nigrite; Clyomys sp.; Nectomys sp.; Neclomys
squamipes; Oryzomys 8p.; Proechmys iheringi; Eniamoeba histolutica;
Bperythrozoon sp.; Hoeemobarlonellg muris; Hepatozoon sp.;, Poroce-
phalus crotalli; Trypenosoma renfifoi Deane. 1961,
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PREGNOLATTO, W.; GARRIDO, N.S. & TOLEDO, M. -~ Pesquisa e
determinaciic de mercirio em peixes de dgua salgada e dose do
Braisl. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 34: 95100, 1874,

RESUMO: Descreve-se método para determinaco de residuos de

merciric em peixes. Basela-se na destruigdo da maléria orgénica com
deido sulfurico, dcide nitrico e catalizador & base de didgido de titénio;
exiracio do merairio em meio fortemente dcido com solucio de ditizona
em tetracloreto de carbono, e determinacdo da sbsorbéncia em espectro-

fetdmetre, & 490 nm.

Foi determinado o mercirio residual em 10 amostras de peixe de
Agua doce e 109 de dgua salgadsa, sendo gue continham mercirio 4
arosiras ne primeiro caso e no segundo, 27 amostras.

A totalidade das amosiras positivas e 50% das amostras negativas
foram controladas por espectrofotometria de absorciio atdomica, havendo

plena concordéncia nos resuliados,

DESCRITORES: mercurio residual em peixes do Brasil, determi-

nacBo espectrofotométrica.

INTRODUGQAQ

Dos diferentes metais gue podem conta-
minar um alimento € o merciric talvez o
mais perigoso.

A presenca de mercirio em alimentos
pela sua toxidez ¢ um problema gue vem
nes preocupande hd alguns anos, principal-
mente depois que em 1988 constatamos o
use indevido de pesticidas mercuriais orgi-

nicos pelos nossos agricultores, principal-
mente em plantacdes de tomale. Naguele
ane foram por nos analisadas cerca de 1.500
amostras de tomate e uma centens de amos-
tras de massa de tomate, que apresentaram
um indice de contaminacgo de 30% para o
tomate e de 50% para as massas.

Intoxicacles coletivas por mercurio tém
sido verificadas em diversas partes do mun-
do (Japfio, Africa do Norie) principalmen-

* Realizado na Sec¢io de Cosméticos e Produtos de Higiene do Instituto Adolfo Lutz, 8fo Paulo, 8. P

** Do Instituto Adoifo Lutz.
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te depois que se permitiu o uso de clorefo
de metiimerciirio para desinfetar sementes,
destinadas exclusivamente ao plantio. Dois
fatos importantes ocorreram: primeirc, par-
te dessas sementes foram desviadas para o
consume humano; segundo, os agriculto-
res usaram indiscriminadamente o pestici-
da, aplicando-o diretamente a legumes, ver-
duras, cereais ete.

Notaveis exernplos de contaminacio co-
letiva por mercario e danos causados fo-
ram 0% ocorridos em Minamata (1953-196803 e
Niigata (1964-19653, cujas familias se alimen-
taram durante anos com peixes contami-
nados com metilmercirio. No primeiro ca-
s0, 46 pessoas morreram entre 121 afetadas
e, nc segundo caso, 6 enfre 47 morreram,
por cerca de 1870,

Esse probleama nio ¢ somente brasilei-
ro, mas sim um problema mundial. Em vis-
fa disso, a pesquisa de residuos de merci-
rio em alimentos tornouse guase obriga-
toria e, em gquase todas as legisiacdes bro-
matologicas, foram introduzidos limites de
toleréncia para mercirio em alimentos.

A Food and Drug Adminisiration, por
exemplo, estabelece tolerdncia zerc no ca-
s0 de uso intencional, mas tolera até 0,5 ppm
em peizes e produios do mar,

Na legislacfio italiana a tolerdncia pa-
ra peixes ¢ de 0,7 ppm e, na Suécia, 1 ppm.
A legislacBo brasileira estabelece de uma
maneira geral a tolerAncia de 0,03 ppm de
merclirio em alimenios,

N#o s#o os alimentos os inicos res-
ponsdveis pelas infoxicacdes mercuriais. Ng
verdade, 0 homem estd sujsito a uma cons
tante poluicho por mercdrio através de di
ferentes fonies, além dos alimentos, tais
come: equipamentos elétricos, antissépticos
mercuriais, cosmeticos etc. (A pele é muito
permedvel a compostes de mercirio).
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Peixzes contaminados por metilmercirio
eliminam muito lentamente o tdxico, pois
sua meia vida € de cerca de 2 anos, enquan-
to que para o homem a meis vida é de 74
dias 7.

Teores elevados de mercirio tem sido
encontrades em peixzes na Suécia, Finlandia
e outros paises+d,

E importante, portanto, para a Satdde
Pdblica, um coniinuo controle do mercurio
residual nos alimenios em geral, mas prin-
cipalmente nos peixes, pols a malor parte
dos pesticidas mercuriais é constituida por
cloreto de metilmercirio que, por ser so-
htvel em agua. acabars, fatalmente, conta-

minando as aguas do mar,

Métodos pars determinacio de mercu-
ric em alimentos estio fartamente descri-
tos na literaturs, selam quimicos ou fist
coguimicos, tais como por ativacio por néu-
trons 4, absorcio stdémica 5.5, Métodos des-
ta classe permitem determinar residuocs de
mercirio em alimentos na casa de nanogra-
mas.

Métodos envolvendo a destruicio de
substancia organica e posterior extragio
do merciric na forma de compiexo com
ditizona também sio descritos ns literatu-
ra, dentre os gquais podem ser citados 08
trabalhos de HORDYNSKAS, GORSUCH 1,
NABRZYSKI®, do  Analytical Methods
Commitiee ®* & da Internstional Union of

Pure and Applied Chemistry.

O processo proposte neste trabalho en-
volve a destruicic da matéria orglnica com
a mistura deide sulfirico, deido nitrico e
catalizador & base de didxido de titanio;
extracdo do mercirio em meio fortemente
acido com solucfio de ditizona em fetra-
cloreto de carbono e leitura espectrofo-
tomeétrica.
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MATERIAL E METODOS
Material
Espectrofotomeiro *
Reagenhzs

Acido sulfirico concentrado

Acido nitrico concentrado

Tetracloreto de carbono

Cloridrato de hidroxilamina

Sulfato de sddio anidro

Mistura catalizadora
didxide de titAnio — suifate de po-
tassio (0,8:10)

Soluchc aguesa de deido suifirico (1:1)

Solucho estogue de ditizona

Transfira 50 mg de difeniltiocarbazo-
na, exatamente pesada e previamen-
te purificada para balio voluméirico
de 1.000 mi e complete o volume com
tetracloreto de carbono. Agite até dis-
solucio completa.

Solugio de trabalho de ditizona

Transfira 20 ml sclucdo estogue, exa-
tamente medidos, para balio volu-
msirico de 100 ml, compleie o voiu-
me com tetracioreto de carbono e
homogeneize por agitagio.
Nota: itodos os reagenies foram tesia-
dos e estfio isenfos de mercurio.

Téoenica
1. Preparc e andlise da amosira

a) Retire os filés dos peixes, sem pele
e espinhas. Homogeneize bem. Pese 10 g,
seque em estufa a 40°C, duranie cerca de
mais ou menos 12 horas. Transfira para
balgo de fundo chato de 250 ml de capaci-
dade, com boca de esmeril, adicione 20 ml
de dcido sulfurico e 6 g da mistura cata-
litica.

¥ Beckman DU.

b) Cologue um condensador (de pre-
feréncia de bolas) e aguecga durante 5 mi-
nutos. DPeixe esfriar (4 5 minutos) e adi-
cicne 2 ml de deido nitrico. Agueca por
mais 10 minutos. Desligue. Esfrie e adicione
2 mi de dcido nffrico. Aquega novamente
por mais 19 minutos. Desligue. Esfrie e adi-
clone mais 2 ml de icido niirico. Agueca
por mais 25 minutos.

Deixe esfriar bem ¢ lave o condensa-
dor com 20 e depois com 10 ml de dcido
sulfirico (1:1) e, em ssguida, com duas ve-
zes 50 ml de dgua destilads.

Transfira quantitativamente ¢ contetido
do bhaldo para um bhalio volumétrico de
250 m! e complete o volume com &gua.

Transfira 125 ml dessa solucho para co-
po de H90 ml e aguecga em banho-maria,
cuidadosamente, até gue a solugdo atinja a
temperatura de 40°C, adicicne 2 g de clori-
drato de hidroxilamina e delxe em repouso
até esfriar (- 30 minutos).

Transfira a sclucdo fria para funil de
separacico de 250 mi e junte 2 mi de tetra-
cloreto de carbono. Agife vigorosamente
per mais ou menos 30 segundos. Deixe se-
parar as camadas ¢ despreze a de tetraclo-
reto de carbono. Exiraia entio o mercirio
com duas vezes 5 ml de solugic de traba-
lho de ditizona, reunindo os extratos em
tubo de ensaio,

Filtre através de papel contendo 2g de
suifato de sddio anidro e determine a ab-
sorbéncia a 48¢ nm, usando como branco
a solucdo de ditizona de trabalho tratada
come se indica a seguir:

Branco — A 10 ml} de ditizona de ira-
balho adicione 2 g de cloridrato de hidro-
xilamina, agite e filire através de papel
confendo 2 g de sulfato de s6dic anidro.

Caleule a guantidade de mercirio com-
parando a leifura em curva padrdo pré-es-
tabelecida:
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Curva padrio para determinacfo coloriméirica do merciric.
(Espectrofoidmetro Beckmean DU, 480 nm, cuba de 1 cm)

2. Curva padrio

Transfira para baidc de fundo chato de
250 ml de capacidade, com boea de esmeril,
20 mi de dcido sulfurico, € g da misbura
catalitica, guantidades apropriadas de so-
ucgo padrido de mercirio contendo de 19
a 250 pg de mercario e continue g partir
do item D

RESULTADOS E DISCUSSAO

¢ métode € simples, répido, demanda
pouca aparelhagem e pode ser realizado em
laboratérios com egquipamentos modestos. A
sepsibilidade vai até 0,2 pg de mercirio
por ml.

Com esse método foram analisadas 1069
amostras de produtcs do mar e 10 amos-
fras de peixe de dgua doce; eram de sardi-
rtha, pargo, serra, meriuza, garoupa, Namo-
rado, linguado, peixe espada, bonito, taf-
nha, lula, pescada, camario, mariscos, man-
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juba, porguinho, ca¢go, curimbatd, mandi-
guagl, lambari, trafra e tildpia.

Das espécies de dgua saigada analisa-
das, em 82 amostras nio fol positivada a
presence de mercirio e, em 27, foram en-
contrados de 0,01 a 0,66 ppm de mercirio,
com wmn valor médio de 0,25 ppm. A maio-
ria dos peixes contaminados eram pargcs
provindos do Rio Grande do Sul. Os peixes
do litoral Paulista, com excecao de algu-
mas amosiras entre sardinhas, manjubas,
porguinhos, pescadas e cagdo, mosiraram-se
guase sempre limpos.

Dos peixes de agua doce, 40% das amos-
fras apresentaram-se positivas e 60%, nega-
tivas, Esses resuliados foram confirmados
por espectrofotometria de absorcio atdmi-
¢a, segundo HATCH & OTT2, havendo
pleng concordancia de resulfados. Notese
que, por absorcio atdmica, positiva-se até
1 ng de mereciirio.

Detalhamos na tabela seguinte as esps-
cies de peixe analisadas e os resultados, on-
de algumas amostras de mariscos e crusta-
ceos foram também incluidas:
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Quantidades e fipos de peizes analisados

Amostiras
Produtos
do Procedéncia Analisadas Positivas Negativas
mar
n.v ne n.e
Pargo R. G. do Sul (8) 42 20 22
Pargo Lit. Paulista (8) 3 —_ 3
Sardinhs 14t. Paulista (8) 13 3 10
Manjuba Lit. Paulista (S) 1 1 —m
Porquinho Lit. Paulista (S) 1 1 e
Pescads Lif. Paulista (8) i4 1 13
Cacio Lit. Paulista (8) i i —
Serra Lit. Paulisia (8) 1 — 1
Merluza, Lit. Paulista (8) 1 e 1
Garoupa Lit. Paulista (5) 1 e 1
Namorado Lit. Paulista (8) 1 — 1
Linguado Lit. Paulista (S} 1 — 1
Espada 1it. Paulista (S) 1 — 1
Bonito Lit. Paulista (8) 1 — 1
Tainha Lit. Paulista (8) 4 e 4
Laula Lit. Paulista (8) 1 e 1
Camario it Paulista (8) 15 — 15
Marisco LTit. Paulista (3) 7 — 7
Carimbatd Ibitinga-8.P. (I 1 1 —_
Mandi-Guagt Ibitinga-8.P. (I3} 1 1 —
Traira 880 Paulo (D) 2 1 1
Lambari Sao Paulo
Represa (D) 1 1 —
Tilépia 380 Paulo
Represa (D) 5 — 8

8 = peixes de dgua salgada

D = peixes de dgua doce

Dos resultados obtidos podemos con-
cluir gue os peixes do litoral paulista es-
180 relativamenie limpos em relacio ao
merelrio, ndo havendo perigo imediato no
Belt consumo, enguanto gque wma pesguisa

mals detalhada e com outros tpos ds pel
xes do Bul deve ser feita para se verificar
se a contaminacio encontrada fol aciden-
tal oun se de fato a poluicio € geral

9%
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PREGNOLATTO, W.; GARRIDO, N. 8. & TOLEDO, M. — Research and
detection of mercury residues in Brazillan salf and fresh water
fishes. Bev. Insi. Adoifo Lutz, 34: 95-100, 19874.

SUMMARY: A method for detecting mercury residuss, specially in
fish, is described herein. The method is based on the destruction of the
organic material with sulfuric and nitric acids, being this operation cata-
Iysed by titanium dioxide, estraction of mercury by a solution of ditizone
in carbon tetrachloride in heavy acid medium, and verification of the

absorbance rate at 480 nm in a spectrophotometer.
10 samples of fresh water fishes and 109 of salf water fishes were
analysed and as & result it was detected the presence of mercury in 4

of the former and 27 of the latter.

All positive samples and 50% of the negative ones were also ana-
lysed through afomic absorption spectrophotometry, and a complete
congonance was observed in the results,

DESCRIPTORS: mercury residues in fish (Brazil), spectrophoto-

metric determination.
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TAKEUCHI, C.; PESSOA, G.V.A.; HOFER, E,;, MELLES, C.EA &
RASKIN, M. — Isclamento de Lisferic monocyiogenes de ligquido
cefalorraguidiano. Rev. Inst. Adolfo Luiz, 34: 101-107, 1974,

RESUMOQ: Toi realizada pesquisa sistemiética em 1 (608 amostras de
liguidos cefalorraguidianocs, turves e purulentos, no pericdo de novem-
hro de 1973 a junho de 1974, no Institutc Adclfc Lutz, Sto Paulo, Brasil,
gue demonstraram auséneia de outres microrganismoes, no intuito de
esclarecer & pariicipagho de Listeria monocytogenes. Todas as amostiras
foram incubadas nas temperaturas de 4 e 15°C, fendo side isclada esta
bactéria em 4 amostras; em uma delas, apenas a 4°C, em duas, apenas
a 15°C e, em uma, em ambas as temperaturas. A guase totalidade, foi
isolada apos uma semana de incubaglo a Dbaixa temperatura.

Trés amostras pertenciam ao soroiipe L 1/2a e uma ao L 4/h,

DESCRITORES:

meningite por Listerig, ILisieria monoceyiogenes;

Hquido cofalorraguidiano, isolamenio de Lisieria monocytogenes.

INTRODUCAQO

A despeito das inmtimeras descrigbes re-
velando o crescenie aumento da fregiiéneia
do encontro de Lisferiac monocytogenes na
natureza 2 7, ginda assim, o seu isola-
mento de espécimes clinicos, contaminados

¥  Realizado na Secfio de Bactericlogia do

ou nfio, apresenta sérias dificuldades devi-
das principalmente & peculiaridade inerenie
20 seu primo isolamento.

Contornada essa sifuacio, o microrga
nismo desenvolve-se com exirems facilidade
nos meiocs artificials comumente emprega-
dos, & femperatura de 37°C.

Insgtituio Adolfo Lutz, S&o Pauls, 8.P., e no De-

partamento de Microbiglogia e Imunologia do Instituto Oswaldo Cruwm, Rio de Janelro, GB,

#* Do Instituto Adolfo Lutz.

#2% Do Departamento de Microbiologia

¢ Imunoiogia do Institute Oswalds Cruz.
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A técnica de criceariguecimento em
temperaturas de 4°C € considerada de fun-
damenta! imporiincia no isolamento dessa
bactéria, segundo vérios asutores 1445819,
11,1317 embora DESPIERRES! tenha ufil-
zado e preconizado a iemperatura de 15°C,
como ideal para o enriguecimento de Lis-
teria, em maferial altamente contaminado.

Com o intuito de esclarecer a partici-
pacic deste microrganismo na etiologia das
meningites purulentas, foi realizada na
Sacho de Bacteriologia do Instituto Adolfo
Lutz, S8o Paulo, duranie ¢ pericdo de
novembro de 1973 a junho de 1974, uma
pesquisa sistemdtica em liquidos cefalor-
raguidianos (L.CR.) oriundos de doentes
internados no Hospital Emilic Ribas, Sio
Paulo, nos guais os resuitados demonstra-
ram augéneia de ouiros agentes bacterianos,
normalmente detectados pelo esquema roti-
neiro adotado por esta Secho.

Considerando a importancia do cric-
enriquecimento para o cultivo inicial de
L. monocytopenes, foi ainda efetivada, no
transeurso deste levantamento, uma andlise
confromtando ¢ comporiamento das fempe-
raturas de 4°C e 15°C, durante a fase do
igplamente primaério.

MATERIAL E METODO

Foram examinadas 1.0608 amostras de

L.CR., caracleristicamente turves ou puru-
lentos, provenientes de doentes internacdos

* Fryptose Broth Difco.

=+ Pryptose agar Difco.
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noe Hospital Emilic Ribas. A totalidade
deste material nfo evidenciou crescimento
microbiano ncs meios de culturs, utilizados
ng rotina, para demonstrar a presenca de
outras bactérias.

Aliguotas de 05 mi de LCR. foram
semeadas am duplicaia, em tubos contendo
16 ml de caldo friptose*, com 0,5% de dex-
trose, sendo umsa das amosiras incubada
a 4°C ¢ putra a 15°C, durante cinco semanas.
DPos meios semeados, foram retirados repi-
ques semanalmente e iransferidos para
placas de dgar triptose® e incubados a 37°C,
por 48 horas.

Parg o reconhecimento e isolamento das
coldnias lancou-se méo da técnica de GRAYY,
sendo a seguir analisadas scbh o ponio de
vista morfo-tintorial e bioguimico.

Nas linhagens que se comporiaram
come  Listeria monocyfogenes, fezmse a
caracterizacfo soroldgica, de acordo com
¢ processo descrito por DONKER-VOETS,
alinda a execugBo da prova de Anton, gue
evidencia a acho patogénica experimental

desta baciéria.

RESULTADOS

Das 1008 amositras de L.CR. estudadas
forarn iscladas e identificadas 4 cepas de
Listeria monocytogenes, que apresentaram
o8 seguintes caracteres morfcidgicos, culiu
rais, bioguimicos e poder patogénico expe-
rimental, sumariados na tabela 1:
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TABELA 1

Cuaracteres morfolégico, cultural, bioguimico e patogenicidade experimental das
4 czpas de Listeria monocytogenes isoladas

Gram
Flagelagho (campo escuro)
Metabolismo respiratcério
Crescimento em dgar nutriente
Hemodlise em agar sangue de carnsiro
Motilidade a 37°C
8 22°C
Catalase
Oxidase
Nitrato redutase
Urease
H.S
Arabinose
Dextring
Esculina
Glicose
Lactose
ONPG
Levulose
Maltose
Manitol
Ramnose
Sacarose
Salicina
Trealose
Prova de Aanton

positiva

peritriquia

aerchioanaerdbio facultativo
coldnias peguenas com bordos lisos
total {(beta)

negativa

positiva

!

.4.,,

-}

(sem gas)
{1)

+ +

_—

+

..1”

+ (2
+ (32

-4 = geido apds 1 dia.

it

negativo apods 30 dias.

e~
b5 b
-
i

1 amostra positiva em 3 dias.

A identificacBo soroldgica efetuada re-
velou a presenca de dois sorotipos distintos
(tabels 2):

As amostras identificadas nesta etapa
de trabalho, como proviaveis pertencentes

2 amostras positivas em 5 dias, 2 amostras positivas em 10 dias.

= 1 amostra positiva em 3 dias, 3 amostras positivas em 10 dias.

a0 sorotipo L 1/2a (culturas numeros 121,
189 e 352), foram, em fase subsegiiente,
analisadas diante dos anti-sorogs OH dos
tipos L 1/2a e L 1/2b. Os resultados, obti-
dos na titulagio dos antigenos flagelares,

183
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TABELA 2

" Caracterizacdo soroldgica das amosiras isoladas de Listeria monocytogenes

Antinegos somdéticos
Antigenos
somaticos L 1/% L 1/b L 4a 1 4b
!
L 1/2a f 1/640 1/330 - o
L 1/2b 1/220 1/1 280 1/20 1/20
L 4a 1/20 1/20 1/1289 17160
L 4b 1/40 1/20 1/80 1/1 280
121 1/640 1/160 1/20 1/20
199 1/640 1/320 - 1720
352 1/640 [ 1/320 1/40 1/20
826 - i - 1/80 171280
TABEILA 3

Pistribuicdio dos sorotipos isolados segundo o idade e o sexo

Numere das . Idade
amostras Sorotipos (anos) ’ Sexo
121 1 1/2a 57 : Fera.
199 L 1/%a 1 Ferm.
352 . 1/2a 39 Masc.,
12 Fem.

826 L 4b

demonstraram gue as cepas em questio
enguadram-se com uniformidade no soro-
tipo L. 1/2a.

Com referéncia a outros aspecios impii-
eados com o Isolamento dos diferentes

104

sorctipos de Lisleria monoccylogenes, cum-
pre ainda destacar osg dados referentes &
idade e sexo dos portadores (fabela 3),
assim eomo 08 periodos em que foram
detectados apds o enriguecimento nas duas
temperaturas empregadas (tabela 4):
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TABELA 4

Fregiiéncia dos isolamentos das agmosiras nos diferentes periodos de
cric-enriguecimento e nas lemperaturas empregadas

Namero Presenca de crescimento em semanas Temperaiuras
das S_om-

amostras tipos 1= ! 92 a8 42 B 490 15°C
121 L 1/2a 4 + 3 A + + l e
199 L i/2a + -} — — + - e
352 Li/f2a § + 4 — - - — S
826 L 4b — 4 4 -+ — 4+ +

+ = positiva
— =— negailva

DISCUSSACO

As manifestactes clinicas da listeriose
humana s&c exiremametne varidveis, gbser-
vando-se, no entanto, predomindncia de
localizacio no sistema nervosc central e,
neste, comprometimento preferencial das
meningss, de acordo com BUSCH? e
SERELIGER!S.

A Listeria monocytogenes pode advir
como agenfe secunddrio de diversas afec-
¢Bes de natureza crénica, como sce acon-
tecer no transcurso da Doenca de Hodgkin,
de outras neoplasias, no diabete mélito e
no lupus eritematoso. Por vezes, esta situa-
cho estad Intimamente relacionads com o
emprego de certos esqguemas ferapéuticos,
em que se faz uso de corticdides e de far-
maco-imuno-depressores (GRABER ¢i aliif,
BUCHNER & SCHNEIERSONZ ¢ JOHNSON
& COLLEY!Z,

Um exemplo bem ftipico do probiema
quesiionado referese ao achado de SUAS-
SUNA et glii’é, gue isclararm uma amostra
de Lisieria monocyiogenes, caracterizada
eomo sorotipo Lo 1, de um caso de menin-
gite em paciente adulio e cujo disgndstico
primdrio foi firmado como sendo linfoma.

Nos guatroe casos em gue foi isclada
Listeria, 0 guadro clinico era ¢ de menin-
gite purulenta aguda, nio tendo em nenhum
deles ocorrido a administragic de drogas
imunodepressoras; {odos os pacientes alcan-
garam a cura clinica.

Embhora seja restrifo ¢ nlimero de
nossas ohservacdes, € interessante assinalar
que as amostras 352 e 826 foram isoladas
de pacientes pertencentes as faixas etédrias
em que raramente € assinalada a presenca
de Lisferin como causa de meningite ou
meningoencefalite (BOJSEN-MELLERYD).

Outro aspecto a ser detalhado € o da
importancia do cric-enriguecimento como
téenica prioritdria para o isolamenio dessa
bactéria, considerando que, na maioria das
vezes, & incubacic do material a 37°C é
satisfatdria para o seu pleno desenvoivi-
menio. Sem divida alguma, esta condicio
cria sérios problemas para & adocdo malis
imediata das medidas terapéuiicas, tendo
em vista a demora do diagndstico bacte-
rinplogico; todavia, nmenhum outro recurso
laboratorial foi idealizado para contornar
aste Obice, até o momento.

Verifica-se, pelos resultados expostos na
fabela 4, na incubacio do material a baixa
temperatura, que a guase totalidade das
amestras de Lisferic foi isolada apds uma
semana de permanéncia e, curiosamente,
todas as amostras pertenciam ac sorotipo
L 1/2; cumpre também salientar gue a tem-
peratura de 16°C evidenciou ums peguens
superioridade sobre a de 4°C, no que tange
20 crescimenfo das amostras isoladas, Este
aspecto, por sinal, € dos mais confrover-
tidos, tendo em vista as diferentes opinibes
emifidas, nas guais se enconfram referén-
cias & temperaturs ideal para Listeria
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monocytogenes, situada a 4°C, segundo

GRAY & KILINGERS, GRAY & STAPSET?
e BOJSEN-M@LLER'; 10°C, segundo WILr
KINS et alii's; 153°C, segundoc DESPIER-
RESH; 30°C, segundo KRAMER & JONESM,

CONCLUSOES

Pela primeira vez em Sko Paulo foi
conseguido 0 isolamento e a identificacfio

de Listeria monocytogenes enfre 10068 L.C.R.
turvos ou purulentos, provenientes do Hos-
pital Emilio Ribas. Dos guatro casos, irés
pertenciam ao sorotipc L 1/2a ¢ um a0 L 4b.

Todos os pacientes apresenfaram um
guadro clnico agudo de meningite puru-
lenta, tendo sleancado a cura.

Se bem que a casuistica seja pequena,
o melhor resuitado por ndés obiido foi com
crio-enriguecimento & temperafura de 15°C.

\ \
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TAREUCHI, C.,; PESSOA, G.V.A;

HOFER, E,; MELLES, C.E.A &

RASKIN, M. - Isolation of Lisferia monocyiogenes from cere-
brospinal fluid, Rew. Insf. Adolfo Luiz, 34: 103-107, 1974.

SUMMARY: From November 1973 to June 1974 a systematic research
on 1008 samples of fecuient and purulent cerebral spinal fluid was
carried out at the Instituto Adolfo Luiz. Such study was daveloped to
disclose the extension of the role of Listeria Monocitogenes in this type
of infection. As a general result it was demonstrated that no other
micro-organisms took part in the process. All samples were incubated
from 4 samples only. In one of these samples isolation was made
at 4°C; in two other samples at i5°C and in the 4th sample isclation

was obtained al both temperatures.

In almost all cases bacteria was isolated after one week incubation

period under low temperature.

DESCRITORES: meningitis, Listeria; Lisierig monocytogenes; cere-
brospinal fluid, isolation of Listeric monoccyfogenes.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFIOCAS

1. BOJSEN-MELLER, J. - Human Listeriosis:
diagnostic, epidemiclogical and elinic
studies. Agta path microbiol
Section B (Suppl.), 229: 1-157, 1872.

seand.,

2. BIUCHNER, L. H. & SCHNEIERBON, 5.8, —
Clinical and laboratory aspeects of Lisie-
rie monocytogenes infections, with a re-
port of ten cases. Am. J. Med., 4A5: 904~
21, 19468,

3, BUCH, A.L. — Human Listeriosis In the
United States, 1987-1069, J.
Bis., 123 328-82, 1971,

infect.

106

4, DESPIERRES, M. - Isolement de Listeria

monocytopenes dans un mileu défavo-

rakle a Streplococeus faecalis. AT
Inst, Pasteur {Paris}, 1321: 493-50%,
1871.

DONEER-VORT, J. -
of some straing of Listeric monocyio-
genes isolated in Michigen. Am. J. vel,
Res., 2¢: 176-9, 10950,

A serological study

o

8. GRABER, ¢.D.; HIGGINS, L.8. & DAVIS,
F. 8, — Beldom-encountered agents of
bacterial meningitis. J. 4m. med. Ass.,
192: 856-60,1665.



TAEKEUCHI, C.;

10.

11,

12.

PESSCA, G.V.A.;

HOFER, B.;

MELLES, C.E.A. & BASKIN, M. -—

Isolamento

cefalorraquidiano. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 34: 101«

de Listerin monocyiogenes de liguido
107, 1974,
GRAY, M.L. -— A repid method for the

detection of colonies of Listeric mono-
cytogenes, Zentbl. Bakt. Parasitkde, Abt,
E Orig., 169: 373-77, 1857,

GRAY, M.I. & KILLINGER, ¥.A. - Liste-
rig monceytogenes and Idsteric infection.
Bact. Rev., 30: 308-82, 1966,

GRAY, M.1.; BSTAFSETH, H.J., THORFP
JR., F.; SHOLL, L.B. & RILEY JR.,
W.F. — A new tfecnigue for isolating
Listerellae frem bovine brain. J. Bact,
B3 471-6, 1948,

HOFER, E. Presenca de Listeria mono-
cytogenes em material encefdlice da bo-

vino. Arg, Ifsf, Biol. (8. Paulo), 88:
286-T7, 1971,
HOFER, ¥, — Studies on a strain of Lis-

terin L. grayt) isolated from bovine
nasal seoretion, Rev. Microbiol., 3: 101-
2, 1972,

JOHNSON, M.L. & COLLEY, B.W. — Lis-
feriqg monocytogenes encephalitis associa-
ted with corticosteroid therapy. J. clin,
Path., 22: 465-8, 1969

Recebido para publicegdo em

i3.

14.

ib.

18,

1.

18.

KAMPELAMACHER, BE.H. & JANSEN, M.V.
M. — Further studies on the isolation
of L. monocyitogenes in clinicaly healthy

individuals. Zgntdbl. Baki PargsitKde,
Abt. I, Orig, Ser. A, 221: 70-77, 1872,
KRAMER, P.A. & JONES, D, - Media se-

lective for [Listerig monogytogenes, J.
appl. Boeet., 32: 381-84, 1869,

BEELIGER, H.P.R. -— Listeriosis. New

York, Hafner, 1861. 308 p.

SUASSUNA, I.; SANTOS, L.C.; SUASSUNA,
I.R. & PINHEIRG, J. — Iiisteriose do
Bistema Nervose no Estado da Guanaba-
ra. Anais Microbicl., 16: 161, 1569,

WEILSHIMER, H.J.
- Listerig
Appl.

& DONKEER-VORT, J.
monoeeytogenes in nature,
Microbicl., 21: 518-%, 1871.

WILKINS, #.0.; BOURGEQIS, R. & MUR-
RAY, BR.G.R. - Fsychotrophic proper-
ties of Listerio monocytogenes. (Can. J.
Microbiol.,, 18: 543-51, 187.

i8 de setembro de 1974,

107






Rev, Ingt. 4dolfo Lutz
84 109-117, 1874,

PNEUMOPATIA POR MYCOPLASMA PNEUMONIAE

Apresentacdo de um caso clinico com a respectiva
comprovacio etioldgica *

Sucko TAKIMOTO #+*

Cldudio Sérgip PANNUTI **

Guide Carios LEVI **

Vicente AMATO NETO #**

Heloisa Helena BARBOSA ***

Hatune TANAKA

Luis Floréncio de SALLES-GOMES *%#

RIAL-A/406 i

TAKIMOTO, 8,; PANNUTI, C.8,; LEVI, G.C.; AMATO NETO, V.,
BARBOSA, H. H.; TANAKA, H. & SALLES-GOMES, L.F. — Pneu-
mopatia por Mycoplasme prneumonice: apresentacio de um ©aso
clinico com a respectiva comprovacio etioldgica. Rev. Adolfo Luiz,
34; 109-117, 1974,

RESUMOQ: Mycoplasma pnreumoniae foi isolado ¢ identificado a
partir de material da orofaringe de uma crianga de 13 anos de idade
que apresentava, ac estudce radiogrifico, aspecio de broncopneumonia
1o ok inferior esguerdo,

O exames soroldgicos demonstraram aumento significante de andi-
corpos contra 0 M, preumonice no soro colhido durante g convalescenga
da infeccio.

Nio fol evidenciada qualguer alieracio de fitulos de anticorpos
conira A/England/42/72, A/Hong Kong/1/68, B/Massachusetts/ 66, adeno-
virus e virus respiratorio sincicial.

O guadro clinico e a resposta do paciente ao tratamento com a
eritromicina néo diferiram dos de casos similares relatados na literatura.

DESCRITORES: bronecoprneumonis; Mycoplasma prneumoniae.

INTRODUCAO Posteriormente, estudos em voluntdrios hu-

manos demontraram a possibilidade de

Em 1944, EATON et alii? descreveram  transmissfio desta infecgio pelo agente

¢ isclamento de um agente filtrével de casos isolado, o qual ficou conhecido como agente
clinicos de pneumorda priméria atipica. de Eaton 22, Em 1982, CHANOCK ef qlii 8.7

* Reslizado no Servico de Doencas Transmissivels do Hospital do Servidor Publico Estadual “Fran-
cisco Morato de Olivelra”, S&c Paulo, S.F. ¢ na Secio de Virus Respiratorios Entéricos e
Cutros do Instituto Adeclfo Luts, S&¢ Paule, 5. P

#% Do Hospiial do Servidor Publico Estadual.
**+ Do Institute Adolfe Luta.
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caracterizaram o agente de Eaton como uma
micobacidria pertencente i familia das
Mycoplasmatacede € pPropuseram ¢ nome
de Mycoplasma preumonioes.

A importancia deste agente como cau
sador de doenca respiratéria aguda no
homem fol dermonstrada stravés de nume-
rosas investigactes epidermioldgicas e estu-
dos em voluntdrios? 28.5,11,15,34,15,16,25 Verk
ficou-se que a infeccio humana por Myco-
piasma pneumoniaz pode ser a causadora
de um espectro varidvel de respostas
clinicas, desde as chamadas infecedes sub-
clipicas alé a pneumonia primdria atipica
grave.

A fregliéneia da pneumonia primidria
atipica em relacic As pneumonias de outras
etiologias ¢é varidavel, segundo alguns auto-
res, dependendc da populacio estudada.
MUFSON ef glitlt estimaram s fregiiéneis
em 4% das pneumoconias verificadas em
hospitais. J4 MOGABGAB® encontrou indice
de 456% em recrutas, e EVANS ¢f aliii0 cita
que em universitdrios do Hstado de Wis-
consin a fregiiéneia da pneumonia primarig
atipica devida ao M. preumonice € de 40%
do total das pneumonias observadas. Em
populactes abertas, a freqiidéneis achada foi
de 20% em criangas na idade escolar e em
adultos jovens, sendo que a freqiiéncia mé-
xima da infecc&o ocorreu ne grupo etirio
de 5-10 anos.

O presente trabsiho relata, pela primeira
VeE em nesso meio, um caso clinico de
pneumonia primdria atipica confirmadao etio-
logicamente pelo isolamento e identificacio
do Mycoplasma preumonice e pela resposia
sorolégica especifica, Tem, ainda, o propod-
sito de chamar a atenco para o diagndstico
desta infeccBo que por vezes pode ser
grave, e alertar para a possibilidade pratica
da sua confirmacic laboratorial.

ESTUDC CLINICO

Apresentacdo do caso

P.L.C, paciente de treze anos, proce-
dente de Sio Paulo, S.P., apresentou em
16/08/19738 mnal-estar geral, cefaléia e febre
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continua, variando de 38 a 39°C. Um dia
apos, teve infcio tosse seca irrifativa, sendo
prontamente medicade com Pivampicilina,
na dose de 2 g por dia, via oral. No quinto
dia de doenga, com 05 mesmos sintomas,
foi feita radiografia do #draz, cuja chapa
demonstrou somente “hilos alargados”. Foi
acrescentada ac esquems terapdutico Gen.
tamicina, na dose de 40 mg, inframuscular,
cada doze horas. No coitave dia da evolugfo
da doenca, fei atendido no Servico de
Doencas Transmissiveis do Hospital do
Servidor Publice Estadual “Francisco Mo-
rato de Qliveira”, em S8&o Paule. Nessa
ocasifio, queixou-se de cefaléia, tosse seca
e febre didria que variava de 375 a 37,7°C.
Mo interrogatdrio complementar, negou co-
riza, otalgia, dor de gargania, nduseas e
vomitos. Os antecedentes pessosis e epide-
mioldgicos n&o revelaram quaisquer dados
de interesse.

Ao exame fisico, o paciente apresentava
bom estado geral: eupnéico, aciandtico,
hidratadc e corado. A temperafura axilar
estava em 39°C e a tens80 arterial foi de
12X 6, o pulso estava com 100 batimentos
por minuto, cheio e ritmico. Nio apresen-
tava lesGes cutfineas; foram encontrados
alguns linfonodcs cervicais posteriores de
cerca de 0,5 cm de didmesetro, discretamente
dolorosos. O cavum nfc mostrava altera-
cfes dignas de nota, assim como o restanie
do exame {isico, com excecido do exame do
térax que apresentava, & susculta, estertores
crepitantes na base pulmonar esquerda e
aiguns rongos esparscos. Fol submetide a
novo exame pelos raios X e as chapas resul-
tantes foram interpretadas como de pro-
cesso broncopneumobnico no segmento pos-
terior do lobo inferior esquerdo (fig, 1).
Bxames complementares feitos na ocasio
resultaram no seguinie:

Hemograma: série vermelha e plaque-
tinea, normais. Global de leucdeitos, 14.600,
com 1% de bastonetes, 62% de segmentados,
10% de eosindfilos, 18% de linfdcitos, 7%
de mondeitos e 1% de plasmdcitos. O teste
do N.B.T. (nitroblue-tetrazolium) foi de 6%
mucoproteinas, 2,6 g%; Paul-Bunnell, David-
sohn e SabinFeldman, negativas.
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Fig. 1 — Radiografias mostrando opacificacio heterogénea no lobo inferior
do puimio esgquerdo.

Foi adicionada Cefalexina na dose de
3g por dia, via oral, ao esguemsa de i{rata-
mento. Como apds dois dias ainda persis-
tissern febre e tosse, com propedéutica pul-
monar inalierads, fol infernadc para trata-
mento intensivo.

O iratamento por antibiéticos, foi
mudado para Penicilina G cristalina na
dose de 3 milhdes de unidades a cada gua-
tro horas, por via endovenosa, Cefalotina
na dose de 1g & cada seis horas, por via
endovenosa, Oxacilina na dose de Ig a
cada seis horas, por via endovenosa e Gen-
tamicina na dose de 60mg a cada oifo
horas, por via intramuscular. Nesta ocasido,
novas radiografias demonstraram 0 mesmo
aspecto das anteriores.

Devido & evoluclo clinica da infeccho e
ao guadro radiografico, aventou-se a possi-
bilidade de fratar.se de uma pneumnonis pri-

maéria atipica. Consegiientemente, orientou-
82 a investigacio laboratorial no sentido de
esclarecer a etiologia e foi solicitads a dosa-
gem de cricaglutinings, teniando-se o cultivo
e sorologis especifica para M. preumonice.

Varias hemoculturas foram realizadas e
todas resultaram negativas para bactérias.

Em vista deo resultado da tifulagem das
crioaglutininas (1:256), a hipdiese diagnds-
tica de pneumonia primdria stipica tornou
se mails consistente,

Em 30/08/1973. portanto com duas
semahas de doenga, 0 quadro clinico do
paciente permanecia inalterado. Com o re-
sultado das cricaglutininas, fol abandonado
¢ esquema terapéutico até entfo usado e
substituiram-se ftodos os antibidticos por
somente Eritromicing na dose de 2g por
dia, vig oral e Genfamicina na mesma dose
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usada anieriormente. A melhoria da sinto-
matologia foi evidente e, apds 24 horas, =
febre do paciente ndc ulirapassou 37,2°C.
Teve alia guairo dias apds, em boas con-
dicdes, afebril, porém com tosse seca dis-
creta e estertores crepitantes na base pul-
monar esquerda. Ainda estavam presentes
alguns roncos ¢ sibilos esparsos.

A adminisiracio de Gendamicing foi
suspensa irés dias apos a alia e a Eritro-
micina foi mantida até o décimo dia apds
a alta.

No dia 10/08/1973 o paciente foi exa-
minado hovamente, estando completamente
assintomético e com propedéutica pulmonar
normai.

ESTUDO ETIOLGGICO
Materinis e Métodos

Foi colbide, por meio de bastio de
“swah”, material da orofaringe para a ten-
tativa de isolamento de virus e micoplasma.
Duas amostras de sangue foram colhidas,
2 12, no 4° dia de evolugiio da doengs e a
22, exatamente 17 dias apds a 1.° colheita,
O material da orofaringe fol suspenso em
caldo glicosado e guardadc em congelador
a -70°C até o momento em qgue fol inoculado
em meio de cultura adequado para o isola-
mento de virus respiratdrios e micoplasmas.
Para o isolamente de virus respiratérios
foram utilizados sistemas celulares deno-
minados Hep-2 e Vero (linhagens continuas
ge células humanas e de macaco) mantidas
em nosso laboratdrio, € oves embricnados
de galinha. A manufencgio das culiuras celu-
lares, observacgio do efeito citopatico e as
reaches de hemaglutinagiio dos virus foram
realizados segundo as téenicas recomenda-
das psla American Public Health Associs-
fion®s,

Para as tentativas de isoclainento de
micoplasmea fol utilizado o meio difdsico?s.

Em cada meio para PPLO foram ino-
culados 0,2 ml do material da orcfaringe
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semn tratamento corn antibidticos (o meio
contém acetato de fdlic e penicilina) e as
garrafas foram incubadas a 37°C até 0 mo-
mento em gue se chservou a viragem do
indicador da cor vermelha para amarela.
Apés umsa passagem em caldo PPLO, o
matferipl foi incculado em meio seletivo
contendo azul de metilenc para Mycoplasma
pneumoniae’®, e também em meio sdlido,
para observaciic das coldnias iipicas do
génerc Mycoplasma. A identificaciio sore-
16gica definitive do microrganismo isolado
foi feita através das reaches da inibiclo
do crescimento?s, utilizando soro imune
padrido anii-M. pneumonice, gentilmente
cedidc pels Dra. M. S. Pereira, do Central
Public Health Laboratory, Virus Reference
Lab., Colindale, London.

Para as titulagens dosg anticorpos eon-
tra os virus respiratérios foram empregadas
as reacdss de InibicAo da hemaglutinagio
para os virus da influenza e a fixagio do
complemento para adenovirus e virus res-
piratdrio sincieialzl.

O diagnGstico soroldgico, nas duas
amostras de soro do paciente, para antl-
corpos conéra M. preumonige, fol realizado
pels reacfio de inibicio da fermentacfo,
utilizando-se a amostra de Myeceplasma
preumoniae padrio (Mac Strain CIX3).

A dsterminacio do titulo de ecriocagiufi-
nina fol realizadaz no sorc apds retragio
do codgulo a 37°C, por 30 minutos, pela
técnica usual®t,

RESULTADOS

Nio foi isolado qualguer virus nos
meics de cultura atilizados para este fim.
Nas amosiras de soro do paciente, nfo
houve elevacBo significativa deo titulo de
anticorpos para os virus Influenza A/Eng-
land/42/72, A/Hong Kong/1/68 ¢ B/Massa-
chuseits/66, adenovirus e virus respiratério
sincicial. Houve, no entanto, elevacdo ou
sumento significative do titulo de anti-
corpos para Mycoplasma preumoniae, de
mais de quatro vezes, como demonsira a
tabela 1:



TAKIMOTO, S.; PANNUTI, €.8.;, LEVI, G.C.; AMATO NETO, V.; BARBOSA, H.H.; TANAKA,
H. & SALLES-GOMES, L.F, — Pneumonla por mycoplasmsa pneumonige: apresentagio de um
caso clinico com a respectiva comprovacfio eticlogica, Rev. Inst. ddelfo Luiz, 34: 100-117, 1974,

TABELA 1

Resultados das reacbes sorologicas

Soro
Antigeno 17 amostra 2* amostra
Titulo Titulo
A/England /42 /72" 20 10
A/Hong Kong/1/68% 20 20
B/Masgsachusetts/66% 10 10
Adenovirus**® 16 8
Virus respiratorio sincicial*#* 8 8
Mycoplasma prneumonige™** 8 128

* Inibicdo da hemagiutinacio

**  Fixagio do complemento
##% Inibicdo metabslica

Fig. 2 — Mycoplasme, coloraciio negativa pelo dcido fosfoltngico. Aumento 9.600 X.
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Apdgs 20 dias de incubacio, a 37°C, foi
isolado, no meio de culiurz para PPLO,
um agente gue demonstroy ao microscdpio
comum colénias tipicas de micoplasma, Nos
repiques, este agente multiplicou-se em
meio contendo glicose e azul de metilene,
que é considerade como meio seletive para
género e espécie Mycoplasmag pneumoniae,
 agente izolado fol completamente inibide
no seu crescimentoc pelo anti-soro imune

padrdo para M. prewmoniae, completando
assim sup identificacio. Foram também
realizadas microfotografias eletrdonicas do
microrganismo isolado pelo método da colo-
racio negativa (AFT), gue revelou morfo-
logia idéntica & do micoplasma (fig, 2).
As evidénelas laboratoriais que resultaram
do diagndstico eticldgico de certeza da in-
faccio, neste paciente estudado, podem ser
resumidas ns tabela 2:

TABELA 2

Resultados dos erames feitos para Mycoplasms preumoniae no 8010
¢ malerial orofaringeana

Amostras obtidas nog dias
Fspecificagoes 20/08/73 30,0873 06,/09/73
Tiiulo das crioagluiininas I nf 256 1024
Titulo da reacdo de IF 8 nf 128
Isolamenic do Mycoplasma pneumonice + nf e

IF = inibicfo da fermentacfo
nf = nio feito
4+ = positivo
— = negative

COMENTARIOS

A infecgio por M. pneéuwmonice tem
inicic geralmente insidicso, os sinais e sin-
tomas aparecem apos 2 a 4 dias do inicio
a5 infecgho. Os sintomas mais comuns s&0
febre, que estd presente em %4% dos casos,
durando de 3 a 10 dias em média; tosse,
guiie ataca 99% dos casos, sendo seca e
paroxistica no inicic. Malestar geral pode
estar presente em cerca de 89% dos casos.
Apds 1 a 2 semanas de infeccio, pode aps-
recer expectoracio escassa gue raramente
& sanguinoclenta®d. 417, Além destas mani-
festagbes, podem ainda ocorrer cefalédia
em 66% dos casos, dor da garganta em 54%,
rouguiddo em 37% e coriza em 29% dos
casos de infeccBo por M. pnewmonice. Estes
sintomas em conjuntc poderiam Ilevar &
confuso diagndstica com viroses do apa-
relho respiratério.
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Ac exame fisice é caracteristico ¢ bom
estado geral do paciente, raramente s¢ cons-
tata cianose, dispnéia ou outras maniiesta-
cfes de insuficibneia respiratoria, contras-
tando com o© extenso comprometimsnto
pulmonar visto por vezes ao exame radio-
Iégico do téraxd. € comum durante g pro-
pedéutica pulmonar constatarem-se ester-
tores sub-crepitantes, roncos e sibilos, sendo
gque sstes Wtimos ocorrem prinecipalmente
ng fase final da doenga. Ao exame radio-
Iégico do t0rax, a infecgio ndo apresenia
caracteristicas proprias, mas demonstra,
geralmente, uma imagem intersticial, uni-
lateral em 80% dos casos, acometendo na
maioria dag vezes 0 lobo pulmonar, sendo
por isto, muitas vezes, interpretado como
imagem de broncopeumoniall, 13,15,

No casc em apreco, a febre durou 18
dias, a tosse manteve-se sempre seca, sem
expectoracfo. Estes sinals, assim como a
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imegem radiolégica, regrediram rapidamen-
{e apds a introducfo da eritromicing, o que
estd de acordo com o encontrado na litera-
fura especializadal®.27.28, E do conhecimento
geral gue muitas vezes a tefraciclina ¢ a
eritromicina, mesmo levando & meihora
clinica, ndo conseguern erradicar totalmen-
te 0 M. preumaonice do organismo infectado,
gis que o micoplasma continua sendo eli-
minado através das secrecdes respirats-
rias=9,30, consfituindo-se ¢ paciente em um
portador da infeccio. Em nossc caso, a
eritromicina debelou a infecclio ¢ com mui-
i possibilidade o M. preumonioce foi erra-
dicado, pois a tentativa de isolamenic do
agente, na convalescenca, fol negativa. Deve-
€ ainda ressaltar gue as penicilinas nio
tem agho sobre os micoplasmas porgue este
antibidtico age através da lesfo da parede
celular dos microrganismos e os micoplas-
mas sfo destituidos de parede celular.
Como fol demonstrada em numerosos
trabalhos, a reagio para determinar o titulo
das crioaglutininas n8o € especifica pars
M. pneumoniae, pois que 36% das reaches
positivas nio sfo devidas a este agente e
somente b0% dos casos de pneumonia pri-
maria atipica resultam positivos nests res-
¢&ol618 Por oulro lado, a reacdo de inibicho

da fermentacio, usada neste trabalho, é das
mais sensiveis e especificas para detectar
anticorpos para M. preumonice, além de
spresenfar a vantagem de ser de féeil
EXECUCROE.

Nosso objetivo, ao apresentarmos este
trabalho, foi demonsirar s existéncia de
K. pneymonice em nosso meio, como agen-
te etioldgico de grave doenga respiratoria,
e que a identificagio da infecgio pode scr
feita sorologicamente por wma reacio espe-
cifica, & sensivel, através da ftitulagem de
anticorpos em duas amostiras de sangue
cothidas na fase aguda e na convalescenga
da infecc@o. Concomitantemente, podersd ser
tentado © isolamenio e identificaciio do
M. preumonice gue, se¢ resulfar positivo,
darg mais consisténcia ao diagndstico de
certeza da infeccio em estado.
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SUMMARY: Mycoplasma pneumoniae was isolated and identified

from the throat of a 13 years old boy with X-rays appearence of bron-
chopneumonia involving the left lower lung. Serclogical tesis showed
& significant rise in antibody against M. preumonige in the convalescence
serum. On the other hand, no significant rise was detected against
Influenza virus A/England/42/72, A/Hong Kong/1/68, B/Massachusetts/66,
adenoviruses and respiratory syncytial viruses,

The clinical features of the case and the response to the treatment
with erithromycin were typical.

DESCRIPTORS: bronchopnsumoniae; Mycoplasma pneumoniae.
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RESUMO: A partir de cuituras de Neisseric meningitidis sm meio
liguido e através de precipitacio com Cetavlon (brometo de cetil tri-
metill amoéneo), foram obtidos polissacarideos de oito diferentes grupos.
A especificidade imunoldgica dos polissacarideos foi estudada pelas
reactes de imunoeletroforese cruzada e hemaglutinacio passive confra
soros de coelbos imunizados com Neisserig meningitidis, sOro-grupos

A, B, C, D, %E X, Ye Z

DESCRITORES: Neisseria meningitidis; polissacarideos de Neisse-
ria meningitidis, especificidade imunoldgica.

INTRODUCAO

O presente trabalho tem por objetivo
estudar se o método de extracio de polis-
sacarideo grupo especifico de Neisseria
meningitidis, preconizado por GOTSCHI-
LICH et a¢lii), poderia ser aplicado a cutros
grupos de N. meningifidis com a finalidade
de utiliza-los nas reacdes de diagodstico
das infecgbes meningocdcicas.

Para isso foram usados oito diferentes
grupos de N. meningifidis, verificada a
composicio quimica dos antigenos exfrai-
dos pelo método acima citade, e analisada

** Do Institutc Adolfo Luta,

a sua especificidade imunoldgica através
de reacgles de eletroforese cruzada ¢ he-
maghitinacio passiva.

MATERIAL E METODOS
1. Culturas de Neisseria meningitidis

N. meningitidis dos grupos A-962,
B-2092, I>128 e Y, provenientes do Center
for Disease Control, Atlanta, Georgia, USA,
e C-842, 20 £-648, X-645 e Z-646, provenientes
do Laboratoire de Recherches de Micro-

*  Trabalho realizado na Segdo de Imunologla do Institute Adolfe Late, Sio Paule, 5. P.
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bhiclogie (Centre International de Reférence
pour les Méningocoques), Parc du Pharo,
Marseille VII, France, foram empregadas.
Partindo de cultura em dgar-chocolate,
foram semeados balGes de 600 mi de meio
Miiller-Flinton liguido com 5% de soro de
coelho, Apés 18 moras de incubaclio em
banho-mariz, 36°C, com agitacio, foi reii
rada uma amostra para verificar o nilimero
de germes por ml, em especirofotdmetro
Coleman Jr. II a 650 nm e leitura conira
curva padrio. O controle de pureza das
cuituras foi feifo através de esfregacos em
laiminas corados pelo métedo de Gram.

2. Extracdo do antigeno polissacarideo

Usando a técnica de GOTSCHLICH
et alitl, nas culturas em meio liquido foi
adicionado brometo de cefil frimetil amé-
nio na proporcio de 1 mg por 1 ml de meio.
Deixou-se emn repousc por uma hora e o pre-
cipitado formado foi lavado com solucio
salina 0,85%, tamponada com fosfato 0,01M
com pH 7,2 (PBS 7.2), e posteriormente
extraido exaustivamente com solucgio de
cloreto de ecdleio 0,9M e em seguida cen-
trifugado.

Separados os sobrenadantes, precipi-
faram-se os deidos nucléicos com eftanol
25% em hanho de gelo, gue foram retirados
por centrifugacéo ¢ a segulr precipitou-se
© polissacarideo com etanol 80% e o pre-
cipitado final foi ressuspendide em PBSY7.2,

3. Caracterizagdo do antigeno

(O irabalho foi baseado na carscterizaz.
¢io do dcido sidlico, principal componente
do polissacarideo da N. meningitidis do
grupo C.

A identificacédo e quantificacio do dcido
sidlico foi feita pelo método de SVENNER-
HOLDS, usando © reagente de resor
cinol e o &cido sidlico™ como padrio.

A determinacio de proteinas foi feita
pelo método de LOWRY?, utilizando-se rea-

* Sigma
*# Merck Sharp & Dohme.
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gente de Folin e soro albumina bovina
como padrio.

A determinacioc de lipideos foi feita
pelo método de ZOELLNER & KIRSCIHS,
utilizando-se ¢ reagente de suiofosfovani-
lina e padrio de colesterol.

A deteccBo de carbohidratos foi feita
pelo método de SCOTT & MELVING ukiii-
zando-se o reagente de antrona e glicose
como padrio, que nio permite a identifi-
cacho de cada componente do carbo-hidrato.

4. Fracionagmento do antigeno obiideo de
N. meningitidis do grupo C.

A fracdo solivel obtida em PBS-7,2 fol
passads em coluna de Sephadex (-200, cujo
volume vazio era 90ml e fampic de
eluicAio PBS-7,2. Nos eluafos de 0,6ml foi
verificada a presenga de dcido sidlico e
proteinas, sendo ¢ primeiro através de
reacio com resorcinol e o segundoe em
espectrofotdmetro Beckman DU, em 280 nm.

5. Verificacdo de especifictdade antigénica

Og soros imunes de coeihos foram
obtidos na Seclo de Bacteriologia do Ins-
tituto Adolfo Lutz, gue informou terem
titulos aglutinantes, para o antigeno usado
na sua producio, considerados satisfatorios.

O antigeno correspondente a cada um
dos grupos de N. meningitidis fol posto
em presenga dog varics SOros imunes e
feita separadamente a reacic de imuncele-
froforese cruzadas (LE.C) e a de hema-
ghutinacio passiva? (H. P.). No caso do gru-
po C, fol também ufilizada como padréo
8 vacing polissacarideo C*%

RESULTADOS

A figura abaixo mosira o resuliado da
passagem do antigenc de N. meningifidis,
grupo C, por coluna de Sephadex G-200,
cnde foram obtidos dois picos de prolfeinas
e um pico de dcido sidlico coincidente com
o primeirc picc de proteina. Esta fragio
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rica em #cido sidlico encontra-se logo apcs Nz tasbela 1 estdo os virics componen-
0 volume vazic da coluna, sugerindo um tes quimicos dos diferentes antigenos.

componenie de peso molecular malor que Avaliando-se a iabela, verificase que
1900.000 ddltons, em todos os antigencs g fragiio polissaca-
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Andlise do polissacaridec de Neisseria meningitidis, Grupo C.
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TABELA 1

Cuaracferisticas guimicas dos polissqearideos extraidos de Neisseria meningitidis.

Polissacarideos
caracteristicas quimicas
Neisseria ) .
meningitidis 5 f
Grupo Acido ‘ ; Q
Sialico Proteinas Hezxoses Lipidios
mg% g mg%
A — ‘ 2% — 72 | 14— 33 —
B 28 35 — 310 | 9 — 50 - e
C 23,8 — 86 b100 - 250 . 135 — 205 —
D — 125 — 85 - 20— 325 —
29 8 20,5 535 — 1T | 23 - 89 | —
X - L 265 e 110 13 — 45 | -
4 6 - 13,2 23— 32 26 ! o
7 - 23 — 100 13 -~ 35 : —
|
— = Negativo

ridica continha proteinas. Nos grupos B,
C, 23E e Y fol constatada a presenca do
geido sidlice como compoente do polissaca-
rideo. Em nenhuma das preparacOes foi veri-
ficada a presenca de lipideos, acs niveis de
sensibilidade da reacio com suifovanilina.

Os resultados da reachc I1.E.C. estio
esquematizades na {tabela 2. As reacles
sempre foram positivas guando se usou o
anti-soro correspondente.

Reactes cruzadas s¢ ocorreram com 0s
antigenos B e D frente aos anti-soros Z e
C respectivamente.

Na tabela 3 estBo esquematizadas as
reaches H.P. com hemadcias sensibilizadas
pelos varios antigenos frenie aos anti-soreos
correspondentes, onde se verifica aparente-
mente nio ier havido sensibilizacio das
nermndcias em presenca dos antigenos D e
Z; com ¢s outros angi-soros as reacles
foram ypositivas, sem ocorreremn reagbes
cruzadas.

DISCUSSAQ
Apesar de os volumes de culfura se-
meados terem sido sempre 0s mesmos, bem

como o indeulo inicial, as variacgBes de
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crescimento foram bem grandes {de 6x 108
a 3x 109 bactérias/ml). Essa variacdo pode
ter importincia, pois determina maior ou
menor rendimento nas extracles de an-
tigeno.

As reaches soreldgicas efetuadas permi-
tem evidenciar que os grupos B, ¢, 28K
e ¥ sfo entidades antigénicas distintas,
apesar de apresentarem um componente
comum - ¢ dcido siglico. Com relacdo ao
Grupo A, GOSCHLICH et alif j4 havia
demonstrado gue ndo possui deido sialico,
sendo © seu principal componente polissa-
carideo a N-acefil moncsamina fosfato.

As reactes de hemaglutinacio passiva
mostram gue os polissacarideos obtidos
foram capazes de sensibilizar hemdcies
frescas, com excecfo dos de grupos D e Z.
Esse fato pode ser devido a problemas de
conformacio melecular do complexo pro-
teina-polissacarides, ou blogueio de gru
pamentos do  polissacarideo importanies
para a lgacdo com as hemadcias, ot mesmo
blogueio ou auséneias de receptores nas
préprias hemdcias, uma vez (ue 03 polissa-
carideos D e Z contém hexoses e proteinas
em guantidades semelhantes &s dos outros
antigenos estudados.
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TABELA 2
Reagéiio de imunoceletroforese cruzada entre polissacarideos exiraidos de wvdrios
grupos de N. meningitidis e anti-soros de coelho especificos para cada grupo.
Aniisoro ! I
A B ¢ | D 29 B p:4 4 z
Antigeno 1
A L e — — — . - .
B _ + — n — — _ +
C — - 4 - - - — —
D _ -+ | 5 —_ - _ _
28 K - - _ _ + - _ _
X - - - - - + - -
Y - - - — — - + -
Z — - — - — — —_ -4
- Nega%ivo
-+ = Positivo
TABELA 3
Titulos obtidos na reagfio de hemaglutinagdo passive entre polissecarideos
extraidos dos vdrios grupos de Neisseria meningitidis ¢ anii-soros de coelho
especificos pare cada grupo,
Anti-soro
A B C : D 29 E X Y Z
Antigeno |
— f -
A 32.900 — — % - - - _
B — 64 S -
C - — 512 | — - -
29 & - - ’ - 128 - -
X - L - — 32 -
Y - - - 8.000 -
7 — E _ _ - _
- = Negativo

Diluicbes iniciais
Anti-sorc A == 1:32
Outros anti-soros = 1:16
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Na tabela 3 podese verificar que a
rezcio H.P. ¢ altamente especifica para
detecgiic de anticorpos mo soro, nio ha-
vendo reacbes cruzadas enire os diferentes
£rupos.

As reacbes de I.E.C. também foram
especificas pars cada grupo, apenas o0s
aptigenos B e D reagiram positivamente
com os anti-soros Z e C, respectivamente;
ne entante, as reac¢fes inversas nio ogor-
reram, ou seja, antigenc Z e C com anti
soros B e ID nio reagiram. Hste aparente
paradoxo pode ser explicado levando-se em
conta que todas as preparacdes polissaca-
ridicas estavam contaminadas com ums
fracio protéica, sendo que, no fraciona-
mentc em coluna do antigeno C, parte desta
proteina revelou-se associada ao polissaca-
rideo. Como ja ficou revelado largamente
na literatura, a porcco polissacaridica das
Neisseria € grupo-especifica, o mesmo nic
cecorrendo com  a fragcBo proitéica, pois
existem algurmas fracdes preificas comuns
8 vdrios grupos destas bactérias.

Provavelmente os polissacarideos B e
1 estho contaminados com proteinas co-
muns a % e C respectivamente. Como 0s
anti-soros de coelho s&0 preparados contira
a bactéria fotal e nBo apenas contra a
fracio polissacaridica, provavelmente as
reacBes cruzadas sho devidas a proteinas
e nfic ao polissacaridec,

Bssa fracio protéica eventualmente po-
deria ser eliminada através de uma hidro-
lise enzimética proteclitica.

CONCLUSBAO

Diante desses resultados, pode-se con-
cluir gue 08
extraides pelo método empregade neste
frabalho, cquando sensibilizam hemdcias,
podem ser usados para fins diagndsticos,
uma vez gue SAo grupo-especificos para

antigenos polissacarideos

as Neisseriq.
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CARBONARE, 8. B,; TAKEDA, A. K.; JORDAOQ, F.B.M. & TAUNAY, A. E.
Immunological specificity of polysaccharides obtained from diffe-
rent groups of Neisseria meningitidis. Rev, Insi. Adolfo Luiz, 34: 110-

125, 1974,

SUMMARY: Polysaccharides obfained from eight Neilsseria menin-
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gitidis serogroups were studied with respect to ftheir immunological
specificity. Antigen was obtained from Houid medium cultures by means
of precipitation made with Cefavion (cetyi-triemethyl ammonium Dbro-
mide).

The immunological specificity of such polysaccharides was studies by
means of counterimmuncelectrophoresis and haemagglutination assays.
The sera employed in this assays was obtained from rabbits immunized
with Neisseric meningitidis of A, B, C, I, 29E, X, Y and Z groups. No
cross-reactions were chserved among any of the polysaccharides here
obtained,

DESCRIFTORS: Neisseric meningitidis; polysaccharides from Neis-
seria meningiidis, immunological specificity.
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RESUMO: Fol utilizada a reagio de hemaglufinacio passiva para

avaliar a resposta humoral antipolissacaridica C em dois grupos popu-
lacionais, na regifio da Grande Sio Paulo, S.P. e em um grupo em
Ipatings, M. G, Brasil, apos a vacinagido com a vacina anti-meningocdeica,
grupo C. A mesma técnica também foi usada para pesquisa de anti-
corpos da mesma natureza em pacientes com diagndstico clinico e
laboratorial de meningite meningocoeica, a fim de avaliar sua especifi-
cidade como método diagndstico. Os resuitados obtidos sutorizam o

emprego dessa fécnica como método seguro e especifico.

DESCRITORES: Neisseria meningifidis, grupo C; hemaglutinacio
passiva, no diagndstico da meningite meningocdécica; meningite, meningo-

cdcica.

INTRODUCAO

A pesguisa de anticorpo antipolissa-
carideo pela reacio de hemaglutinagio
passiva com hemacias sensibilizadas fol
introduzida por SANBORN & VEDROSS.

Apesar de a sensibilidade dessa reacfio
ser menor do gue a do ensaic radicimune,
sua especificidade nuneca foi confestada.

Sendc ums téenica de fdcil execuefo,

* Trabalho realizado na Secio de Imunologia

#% Do Institato Adolfo Latz.
*#% Do Hospital Fmilio Ribag, Sio Paulo, 8. P,

fol estudada s sua aplicabilidade, na ava-
liacdo da vacing antimeningocdcica do
grupo O, a dois grupos populacionais da
regiio da Grande Sac Paulo, S.P. ¢ a um
grupo em Ipatinga, M. G. Também fol pes-
gquisado o0 desenvolvimenio de anticorpos
da mesma natureza em pacienies com
digndstico clinico e laboratorial de menin.
gite meningocdeica, a fim de avaliar sua
especificidade como méiodo diagnéstico.

do Instituto Adoifo Lutz, Sioc Pauls, 8. P,
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MATERIAL E METODOS
Vacina utilizada

Polissacarideo de Neisseria meningitidis,
grupo CF,

Amostras

Foram estudados soros de guatro gru-
ros populacionais:

Grupo 1 - 98 criangas normais, de 8 meses
a 3 anos de idade, vacinadas
com 50 gg. Foram colhidas 2
amostras: wma, anies, e oulbra
30 dias aptSs a vaecinacho.

Grupo 2 - 77 jovens entre 13 a 17 anos ds
idade, do sgexo masculino, de
uma Instituicko escolar parcisi-
mente fechads, vacinados com
100 ug. Foram colhidas 3 amos-
tras: uma, antes da vacinacBo,
duss outras, apds 30 e 80 dias
da vacinacio.

Grupo 3 - 150 individuos normais de 1 a
20 anos de idade, vacinados com
50 ug. Foram colhidas 3 amos-
fras: uma, antes da vacinacéo,
e duas outras, & 14 e 30 dias a
partir da data da wvacinacho.

Grupo 4 - 279 criangas de 6 meses a 3 anos
de idade, internadas no Hospital
Emilio Ribas, SHo Paulo, 8.7,
com Imeningite meningocdcica.
Foram colhidas 3 amostras: a
primeira, ns iniernscio; a se-
gunda, por ocasiio da aita & a
terceira, frinta dias apds a alia.

Antigencs

Foram empregados na ocasiGo dois
antigenocs:

12 — A vacina polissacarideo do grupo C*,

2.° — Polissacarideo do grupo C extraido
de Neisseriz meningitidis®™® do gru-
po G,

Sensibilizacfc das hemdeias

Lavar 8 ml de suspenso a 10% de
hemidcias hurmanas “Q”, Bh negativeo, frés
vezes em solucfo salina tamponada (NaCl-
0,15M; fosfatos — 0,01M), pH 7,2, centri
fugar a 3.000 rpm duranfe 10 minutos, Divi-
dit ¢ sedimento em dois loles. Ac primeiro,
adicionar 2 ml de antigeno, ao segundo, adi-
cionar 2 ml de solucio salina famponada
(NaC1-0,15 M, fosfatos- 0,01 M), pH 6.9, pa-
ra controle da reascho. Inocubar em banho-
maria a 37°C, durante 30 minutos.

Lavar as duas suspensdes em solucdo
salina famponada pH 6,9 Ressuspender o
sedimento & 4 ml da mesma soluciio salina
4 qual se adicionou 0,5% de sorcalbumina
bovina.

Determinactic da conceniragfo diima
sensibilizante do aniigeno

Determinada por meio de fitulacio em
bloco, variando-se as concentracdes dos
antigenos que foram estabelecidos por
dosagem guimica, pelo método de Svenne-
rholm$ para decido sidlico. Para 0,024 mi de
papa de hemdcias, a conceniracidc do polis-
sacarideo utilizado variou de 1 — 3 ug/ml
para o anbigeno por nés preparadc e de
3,5 — 7 ng/ml guando foi utilizada a vacina.

Técnica da reagdo

Em placas de hemaglutinacio®: adi-
cignar 50 gpl de solucic salina famponada
ENaCl - 0,15 M, fosfatos - 0,01 M), pH 63,
adicionada de 0,5% de soroalbumina bovina,

¥ Meningococcus group € vacine, Merck Sharp & Dobme Research Labs., New Jersey and West

Point, Pa. E.U. A,

*£  Amostra C-10584, proveniente do Center for

= Mierotiter, Cook Engineering Company, E. U. A.
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a todos os orificios. Bm seguida, adicionar
50 pl de cada novo soro em duplicgis e,
com alcas diluidoras, proceder a diluicdes
sucessivas, de razfo 2, de todos os soros.

Distribuir na primeira iinha correspon-
dente & cada sorc 50 wul de hemdcias

sensibilizadas e, na segundsa linha, 50 pl de
hemdeias nfo sensibilizadas, como controle.

Incubar as placas em cémara Umida,
2 temperatura ambiente, por 3 horas. Lei-
tura, para verificacio ou nfo de aglutinagio,
como demonstrado na fig. 1.

AT it 85 - 25T

Fig. 1 — Placa demonstrativa da reaclo de hemaglutinagio passiva.

RESULTADOS E CONCLUSOES

A figura 2 mostra & variacic de titulos
em criangas vacinadas pertencentes ao pri-
meiro grupo. Neste grupo praticamente nio
houve conversfo de titulos.

No grupo de I3 a 17 anos (fig. 3), apds
30 dias da vacinacio, verificou-se conversio
sorolégica em 95% dos individucs. J4, na
amostra colhida 90 dias apds a vacinacio,
em 27% n&o fol possivel mostrar a pre-
senca de anticorpos no sangue, mostrando

serem estes anticorpos de nafureza fugaz.
Estes resuitados permitem concluir que, na
dose empregada para essa populacio, a
vacing mostrou-se capaz de induzir 4 for-
macio de anticorpos.

O terceiro grupo, cuja idade variou dg
1 a 20 anos, como mostra a tabela 1, con-
{irma os dados anteriores, ou sejs, na faixa
etdria de 1 a3 3 anos, 4,35% converteram o
titulo, enguanto gue, na faixa de 20 anos,
88,9% converteram o titulo.
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Fig. 2 — Deteccio de anticorpos contra polissacarideo C de Neisseria meningitidis,
através da reagho de hemaglutinagic passiva. Grupo L
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Fii. 3 — Detecciio de anticorpos conira polissacarideo C de Neisseria meningitidis,

através da reacio de hemasglutinacfio passiva. Grupo 2.
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TABELA 1 -

Avaliccdo da resposta & vacina polissacaridica O em diferentes foiras eldrias,
em Ipatinga, M.G.

Faixa etdria
(anos)
Titulos N i
§
1—3 15 ‘ 6—10 | 1115 | 16 -19 20
i
< _ 22 15 23 ; 10 7 2
/jeonversgo (95,65%) (78,95%) (7420%)  (43,48%) (31,82%) (11,16%)
o 3 1 4 8 13 15 16
CONVErsao { 4,35%) €21,05%) {25,80%) (56,529 (68,18%) | (88,90%)
Total 23 19 31 23 22 i8
)
100 -
O~
80— —ee 18 AMOSTRAS NA INTERNAGAD
—--- 29 AMOSTRA. 10 DIAS APOS INTERNACAO.
70 x~x-x 3¢ AMOSTRA. 30 DIAS APSS INTERNACED.
N DE CAS0S. 345
60 FAiXA ETARIAD 6 MESES A 3 ANOS
50~
40~
30—1
20
(0o

T El T T T 1 3 T ‘
- 134 18 [N6 132 a4 11128 11256 1512 11024 TiTULO
Fig. 4 — Deteccio de anticorpos contra polissacarideo C de Neisseric meningitidis,
através da reacfo de hemaglutinacio passiva. Grupo 3.

No quario grupo (fig. 4) procurouse
verificar se nas meningites de proviavel
eticlogia bhacteriana e especificamente me-
ningocdcica apareciam anticorpes contra o
polissacarideo C, uma vez que no grupo
vacinado da mesma faixa etdria a conver-
sfio de titulo variou em proporgdes muifo

heixas (fig. 2). Por esta figura podemos
verificar gue houve 106% de conversido des
titulos apds 10 dias da internacdo e que,
apds 30 dias, 18% desses
ingividuos se tornaram negativos, o que
vemn a confirmar a natureza fugaz desies
anticorpos,
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TABELA 2

Especificidade da reacfio de hemaglutinacdo passiva parg
Neisseria meningitidis, grupo C.

Conversio
Bac%evyzos» Cultura IEC de titulos
Neo de Casos copia : no S0ro
: %%
|
194 + + % 100
151 — ‘ — ! 36,5
21* - — ‘ g

IEC imunoeletroforese cruzada

Il

-+ == posifivo

— = negaiive

# — positivo para oulrs etlelogia que nko & meningococica.

Por esfa itabela, sempre (ue o exame
hacterioscdpice, 8 culfura e a pesquisa do
polissacarideo no liguor foram positivos, &
conversio de titulos na reacio de hema-
giutinagéo também o foi. Quando & hacie-
rioscopia, a culiura e a pesguisa de polis-
sacarideo no Hguor foram negativas, houve
36,56% de conversio de titulos. Com relacio
a InfeccCes meningeas de outra etiologia,
n&o houve desenvolvimento de anticorpos
especificos ou, se presentes, ndo houve con-
versio de titulos nas reactes subseqiienies.

O fato de se obterem 36,5% de resul-
tados positivos com conversdo sorclégica,
sendo os demais exames negativos, leva a
acreditar ser este método mais sensivel
gue 05 oulros empregados, uma vez gue
em todos 08 casos a sintfomatologia ciinica
e 0 exame quimico-citolégico do lHquor in-
dicavam tratar-se de infeccio bacteriana das
meninges que, no caso presente, foi inti-
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tulada como sendo infeccio meningocdcica
do grupo C.

Diante desses resultados, conclui-se que
a vacina induz & formacio de anticorpos
especificos, de preferéneia nos grupos ets-
rios acima de 3 anos. A auséncia da res-
posta para grupos etérios abaixo de 3 anos
poderia. ser justificada pela incapacidade
de resposta frenie ao antigeno polissaca-
ridico, por terse usado uma dose insufi-
ciente, ou pela falta de contacto anterior
desta populacio com o agente infeccioso.

A reacho de hemaglutinacio com he-
méceas sensibilizadas com polisssoarideo
extraido da N. meningitidis do grupo C,
mosirou-se excelente como meétodo de
diagndstico de grande auxilio no esclareci-
mento de casos em gue falharam os
métodos usuais de diagndstico da doenga
meningocdeica,
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— Antibodies against polysaccharide C of Neisseria meningitidis:
detection through passive haemagglutination in sera from patients
and vaceinated normal persons. Rev, Inst, ddolfo Lutz, 34: 127.133, 1974,

SUMMARY: Passive hamagglutinating reaction was used to evaluate
the humoral immune response against polysaccharide C of two populs-
tional groups, one of the S&c Paulo metropolifan area and another of
Ipatinga, M. G, both in Brazil, after wvaccination with anti-group C
meningococcal vaccine., Same techic was used to defect the same
iype of aniibodies in patients wich clinical and laboratory diagnosis of
meningococcal meningitis, in order to evaluate its specificity as a diagno-
sis method. The results confirmmed the specificity of this reaction.
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BEFERENCIAS BIBLICGRAFICAS

COHEN, R, L. & ARTENSTEIN, M. S. — He~
magglutination inhibition for serogroups of
Neisserie meningitidis. Appl. Microbiol, 23
28%-92, 1972,

EDWARDS, E. A. & DRISCOLL, W.S. -
Group specific hemagglutination test for
Neisserie meningiftidis antibodies. Proe. Sove.
exp. Biol. Med., 126: 876-78, 1987.

HaMMCOND, B.W., EKINGSBURY, D.T. &
WEISS, E. — Modification of meningococcal
polyssachazride antigens for use in passive
hemaggittination fests. J. Immun, 161
808-9, 1988,

Eecebido

HUNTLEY, B. & REED, D. — An indirect
nemagglutination test for group B meningo-
coccus. Am. F. Epidem., 86 142-8, 1867.

SANRBOEN, W. R. & VEDROS, N. A. — Possgi-
bilities of application of complement fixa-
tion, indirect hemagglutination aund fluores-
cent antibody test fo epidemioclogy of
meningeccceal 1nfection. HIth Lab. Sei, 3@
111-7, 1956,

BVENNERECGLM, L. — Quantitative estima-
tion of sialic aecids. II. A colorimeiric resors
cino!l — hydrochloric acid method. Biochim.

Biophys. Acia, 24: 604-11, 19B7.

pare publicecdo em 7 de ouwlubro de I§74.

133



Rev. Inst. Adolfo Lutz
34: 134, 1974

INDICE DE AUTOR/AUTHOR INDEX

AMATO NETO, V. RIAL-A/406, 34: 109
BARBOSA, H.H. RIAL-A/406, 34: 109
CARBONARE, S.B. RIAT-A/4(¥7, 34: 119
CASTRO, 1.0. RIAI-A/408, 34: 127
CHAVES, M. A, RIAT-A/395, 34: 23
COLNAGO, E.J. RIAL-A /400, 34: 53
DECANIO, M.V, RIAT-A/394, 34: 18
GARRIDO, N.8. RIAL-A/399, 34: 47
RIAL-A/404, 34 95
RIAI-A/404, 34: 95
BOFER, E. RIAL-A/400, 34: 53
JORDAO, . B. M. RIAL-A/407, 34: 119
LACERDA, M. D. RIAT-A/400, 34: 53
LARA, W H. RIAL-A/397, 34: 35
RIAT-A/402, 34: 79
LEVI, G.C. RIAL-A/406, 34: 109
LOPEZ, F.C. RIAL-A/396, 34: 20
MALACHOWSHKA, M.I. RIAT-A/393, 34: 9
MELLES, CE A. BIAL-A/400, 34: 53
RIAL-A/405, 34: 101
MORAIS, J.S. RIAL-A/400, 34: 53
PANNUTI, C.8. RIAL-A/406, 34: 109
PESSCA, GV A, RIAL-A /400, 34: B3
BIAL-A/405, 34: 101
PESSOA, 8.8, RIAY-A/403, 34 B2
PISSATTO, N.L. RIAIL-A/40L, 34: 69
PREGNQLATTO, W. RIAL-A/308, 34: 41
RIAL-A/399, 34: 47
RIAL-A/401, 34: 69
RIAY-A/404, 34: 95
RASKIN, M. RIAL-A/405, 34: 101
ROTH, A. RYAY-A/393, 34: 9
SABINO, M. RIAL-A/398, 34 41
SALLES-GOMES, L.F. RIAY-A/406, 34: 109
SAQ PAULO. Institutc Adolio Lutz RIAF-A/392, 34:
SCALABRINI, L.G.P. RIAL-A/408, 34: 127
SCARPELLI, M.F. RIAY-A/395, 34: 23
TAKAHASHI, M. Y. RIAL-A/397, 34: 35
TAKEDA, A K. HIAL-A/407, 34: 119
RIAL-A/408, 34: 127
TAKEUCHI, C. RIAI-A/405, 34: 101
TAKIMOTO, 8, RIAL-A/406, 34: 109
TANAKA, H. RIAL-A/4G6, 34: 109
TAUNAY, A E. RIAT-A/407, 34: 119
RIAL-A/408, 34: 127
TOLEDO, M. RIAL-A/404, 34: 93
VILHENA, M.T. RIAL-A/400, 34; 53
YABIKU, HY. RIAL-A/402, 34: 79

134



Rep. Inst. Adolfo Luiz
34: 135-136, 1974

INDICE DE ASSUNTO

Acido acetfil-salicilico

em solugao de L-lisina base RIAL-A/395,
34: 23
Akodon (Thapltomys} nigritea RIAL-A/403,
24: 82
Bacteriéfagos RIAIL-A/400, 34; 53
Broncopneumonias RIAIL-A/406, 34: 109

Café (torrado e moido)
determinacio do sedimento e cascas
RIAL-A/396, 34: 28
Ciyomys sp. RIAL-A/403, 34: 82
Cromafografia em camada deigada
eritromicina, determinacio
em medicamentos RIAL-A/39%, 34: 47
sorbitol, identificaciio RIAL-A/402, 34: 79
sulfato de necmicinag, determinacho
em medicamentos RIAL-A/398, 34: 41

Dicloridrate de buclizina
caracteristicas
determinacio em medicamentos
espectrofotometria
titulacio em meio ndc aQuoso
RIAL-A/4G1, 34: 69

Entamoeba histolytica RIAL-A/403, 34: 82

Eperythrozoon sp. RIAL-A/403, 34; 82
Eritromicina
determinacio em medicamentos
cromatografia em camada delgada
espectrofotometria RIAL-A/399, 34: 47

Especirofotometiria
Actdo acetil-salicilico
em soluglo de L-lisina base, estabilidade
RIAT-A/395, 34: 23

Fabre tifcide (S&o Paulo, Br.}
RIAL-A/400, 34: 53

Fruta
caracteristicas histoldgicas
identificacio mieroscopica
em nectares

em sucos RIAL-A/394, 34: 18

Fungos
em néctares de fruta
em sucos de fruta RIAL-A/304, 34: 18

Haemobartonella muris RIAL-A/403, 34: 82

Hepatozoon sp.  RIAL-A/403, 34: 82
José Pedro de Carvalho Lima, necroldgio
RIAL-A/392, 34: 1

Laranja de acridina

agfio sobre o virus RIAL-A/393, 34: 9

Ligquido
34 101

cefalorraguidianc RIAI-A/405,

Listeria monocytogenes
isolamento ne lguido cefalorraguidiano
RIAL-A/405, 34: 101

Medicamentos
dicloridrato de bdbuclizina
34; 69

RIAL-A/401,

Meningite por Lisferia RIAL-A/405, 34: 101
Meningite meningoedeica
método diagndstico
hemaglutinacao
34: 127

passiva RIAI-A/408,

Mercurio, residuos
determinagio em peixe (Brasil)
especirofotomeiria RIAI-A/404, 34: 95

135



Rev, Inst. Adolfo Luiz
34: 135-136, 1974

Mycoplasma preuwmoniae
34 109

RIAL-A/408,

Neeroldgio
José Pedro de Carvalho Lima
RIAL-A/352, 34: 1

Néctares de fruta RIAL.A/394, 34: 18

Nectomys sp. RIAL-A/403, 34; 82

Nectomys sguamipes RIAL-A/403, 34: 82

Neisseria menitngitidis RIAL-A/407, 34: 119
Neisseriqg meningitidis, grupo C
deteccio de anticorpos
nemaglutinacio passiva
34: 127

RIAL-A/408,

Neomicina, sulfato
determinacic em medicamentos
cromatografia em camada delgada
especirofotometria RIAL-A/398, 34: 41

Nitrate
determinacio em sais de cura
espectrofotometria RIAL-A/387, 34:35
Nitrito
determinacdc em sals de curs
espectrolotometria RIAI-A/387, 34: 35

Oryzomys sp. RIAL-A/403, 34: 82
Parasitas
em rafos silvesires (S&o Paulo, Br.)
RIAIL-A/403, 34: 82

Peixe (Brasil)
mercurio residual, determinacdo
espectrofotometria  RIAL-A/404, 34: 95

Polissacarideos baclerianos
Neisseria meningitidis
especificidade imunoldgica
RIAL-A/407, 34 119

Porocephalus crotali  RIAL-A/403, 34, 82

Proechmys theringl RIAL-A/40G3, 34: 82
Ratos silvesires (S&o Paulo, Br.)
RIAL-A/403, 34: 82

Sais de cura
nitrato, nitrito, determinacdo
RIAL-A/397, 34: 35

Saimonella typht RIAL-A/400, 34: 53
Sorbitol
identificacio
cromatografia em camada delgada
RIAL-A/402, 34: 79

Sucos de fruta RIAI-A/394, 34: 13

Trypancsoma renjifoi Deane, 1951
BIAL-A/403, 34:. 82

Virus
herpético

vacinico RIAL-A/393, 34: 9



Rev. Inst. Adolfo Luiz
34: 137138, 1974

SUBJECT INDEX

Acetylsalicylic acid
in L-lysine base solution
34: 23

RIAL-A/395,

Acridine orange
effect on the virus RIAL-A/393, 34: 9
Akodon (Thaptomys) nigrita
BIAL-A/403, 34: 82
Bacteriophage RIAL-A/400, 34: 53
Brines
curing brines
nitrate, nitrite determination
RIAT-A/357, 34 35

Bronrchopneumonia  RIAL-A/4G6, 34: 109

Buelizine dihydrochioride
characteristics
determination, in pharmaceuticals
spectrophotometiry
titration in a ncn-agueous medium
RIAT-A/401, 34: 65

Cerebrospinal fluid RIAL-A/405, 34; 101

Chromsatography, thin-layer
erythromyein, determination
in pharmaceuticals RIAL-A/309, 34: 47
neomyein sulfate, determination
in pharmaceuticals RIAL-A/398, 34: 41

sorbitol, identification RIAL-A /402,
34: 79
Clyomys sp. RIAL-A/403, 34: 82

Coffee (ground and roasted)
detection of sediment and peels
RIAL-A/398, 34: 20

Entamoebg histolytica RIAL-A/403, 34: 82

Eperythrozoon sp. RIAL-A/403, 34 82
Erythromycin
defermination of, in pharmaceuticals
spectrophotometry
thin-layer chromatography
RIAL-A/399, 34: 47

Tish (Brazil)
mercury residues, determination
specirophotometry RIAL-A/404, 34: 95

Fruit
characteristics, histological
identification, microscopical
in fruit juices RIAL-A/394, 34: 18

Fruit julces RIAL-A/394, 34: 18
Fungi
in fruit juices RIAI-A/384, 34; 18

Haemobartonella muris RIAL-A/403,

34: 82
Hepaiozoon sp. RIAL-A/403, 34: 82

José Pedro de Carvalhe Lima, necrology
RIAL-A/392, 34: 1

Listeria monocytogenes
isolation, in cerebrospinal fluid
RIAL-A/405, 34: 101

Meningitis, IListeric RIAL-A/405, 34: 101
Meningitis, meningococcic
diagnostic method
passive haemagglutination
RIAL-A/408, 34: 127

i37



Rev. Inst. Adolfo Lutz
34: 137138, 1974

Mercury, residues
determination in fish (Bragzil)
specirophotomeiry RIAL-A/404: 34: 95
Mycoplasma pneumonice RIAL-A/406,
34: 109

Necrology
José Pedro de Carvalho Lima
RIAL-A/392, 34: 1

Nectomys sp. RIAL-A/403, 34: 82

Nectomys squamipes RIAL-A/403, 34: 82

Neisseria meningitidis  RIAL-A/407, 34: 119
Neisseriaq meningitidis, serogroup ©
antibodies, detection
passive haemagglutination
RIAT-A/408, 34: 127

Neomycin, sulfate
determination of, in pharmaceuticals
specirophotomeiry
thin-layer chromatography
RIAL-A/398, 34: 41

Nitrate
determination of, in curing brines
specirophotometry RIAL-A/387, 34: 35
Nitrite
determination of, in curing brines
spectrophotometry - RIAL-A/397, 34: 35
Oryzomys sp.  RIAL-A/403, 34: 82

Parasites
in rats, wiki RIAL-A/403, 34: 82

138

Pharmaceuticals
buclizine dihydrochloride
34: 69

RIAL-A/401,

Polysaccharides, bacterial
Neisseria meningilidis
specificity, immmunological
RIAL-A/407, 34: 119

Porocephalus crofali  RIAL-A/403, 34: 82

Proechmys theringt RIAL-A/403, 34; 82

Rats, wild {(Sac Paulo, Br.)
34 82

RIAL-A/403,

Salmonella typhi RIAL-A/400, 34: 53
Sorbitol
identification
thin-layer chromatography
RIAL-A/402, 34: 79

Spectrophotometry
acetylsalicylie acid
in I-lysine base solution, stability
RIAL-A/395, 34: 23

Trypancsoma renfifoi Deane, 1961
RIAL-A/403, 34: 82

Typhoid (8o Paulo, Br.) RIAL-A/400,
34:; 53

CVirus
herpetic
vaceinic RIAL-A/383, 34: 9§
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