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ESTUDO SÔBRE A IMUNOGENICIDADE DE AMÊNDOAS DE CACAU (1)

STUDY ON THE IMMUNOGEN1CITY OF COCOA BEANS

YEHUDA LEVANON (2)

STELA M. O. ROSSETINI (2)

SUMMARY

Beans and pulp of the cocoa fruit were submitted to laboratory fermentation
reproducing farrn processíng conditions.

Comparing the extracts of fermented, partialIy fermented and fully fermented
beans, it was observed a parallelism between the gradual deerease of the glycides
content and the progressive decrease ofthe immunological actívíty.

Glycíde nature of the antigen was demonstrated by staíníng wíth Schiff reagent
of the material submítted to gel-electrophoresis, chromatography and acid hydro-
lysis.

One of the antigens, "Fractíon A" present in extracts of unfermented beans
shows a 1-4 Iinkage whíle the other, "Fraction B" linkages are in position 1-6.

By diaIysis it was shown that only antigen ("Fraction B") present in extracts
of íncompletely fermented beans is constitued by molecules smaller than "Frac-
tion B" found in extracts of fermented beans.

Adequate beans for the chocolate industry do not show immunological
components,

A rapid and simple ríng test is proposed for determining the degree of f€('-
mentation (quality of the farm product) of the cocoa beans.

INTRODUÇÃO

LEV ANON .& MARTELLI 1 verificaram que
extratos de amêndoas de cacau não fermen-
tadas eram imunogênicos, ao contrário do
das amêndoas adequadamente fermentadas.
Com base neste achado, LEV ANON 2 propõe
um método sorológico para determinação do
grau de fermentação das amêndoas de ca-
cau. Êste método é menos influenciado pela
interpretação pessoal do analista, que os ou-
tros anteriormente empregados, os quais são
baseados no aspecto físico das amêndoas ou
na coloração de sua superfície de corte, e
conduz a resultados precisos e reproduzí-
veis para o contrôle da qualidade do pro-
duto rural.

MATERIAL E MÉTODOS

o presente trabalho apresenta novos estu-
dos sôbre a imunogenicidade do cacau
submetido aos 'processos rurais de fermen-
tação.

Foram empregadas amêndoas das varie-
dades "Forasteiro", "Catongo" e "Crioulo"
de plantas de Theobroma cacau, cultivadas
na Estação Experimental de Cacau, Uruçu-
ca, Estado da Bahia, Brasil. Amostras de
cada variedade foram colhidas separada-
mente, lavadas com água corrente para eli-
minar a polpa, sêcas a 37° C e conservadas
a temperatura ambiente. Também foram
utilizadas amostras comerciais obtidas de
exportadores das cidades de Itabuna e

(1) Trabalho laureado com o Prêmio "AdolfO Lutz" de Ciências Biológicas, Bioquímicas e de
Saúde Pública, de 1965.

(2) Do Instituto Adolfo Lutz.
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Ilhéus (Estado da Bahia ) *. A determina-
ção da qualidade das amêndoas foi feita de
acôrdo com DE WITT·3• Polpa do fruto
(mel de cacau) foi coletada separadamente
dos frutos de cada variedade em frascos
Erlenme:yer e congelada a -450 C. A polpa
descongelada apresentou valores de pH de
aproximadamente 3,8. Uma amostra de
Saccharotruyces sp., isolada de caixa de fer-
mentação na Estação Experimental de Ca-
cau, Uruçuca, e mantida em meio de Sac
bouraud, foi empregada para as fermenta-
ções no Laboratório. .

Porções de 200 em" de polpa foram este-
rilizadas por filtração em filtros Seitz, co-
locadas em frascos Erlenmeyer e incubadas
durante 72 horas a 370 C para detecçãode
eventual turvação por indesejável cresci-
mento microbiano; Duzentas amêndoas não
fermentadas, previamente lavadas com so-
lução de mertiolato a 11% e posteriormente
com água destilada esterilizada, foram adi-
cionadas a cada frasco. Os frascos foram
incubados à temperatura ambiente, com
I em" da suspensão do levedo, cuja turva-
ção era equivalente à do tubo n.o 3 da es-
cala de McFarland. Durante a fermenta-
ção, foram retiradas amostras cada 24 horas
e preparados antígenos que foram testados
por imunoprecipitação. Quando indicado,
os extratos de amêndoas foram concentra-
dos por liofilização, sendo depois dissolvi-
dos no volume requerido de solução fisioló-
gica.

As preparações obtidas no laboratório fo-
ram marca das : "F", as bem fermentadas;
"PF", as parcialmente fermentadas; "NF",
as não fermentadas; "OF", as excessiva-
mente fermentadas. A proporção de amên-
doas bem fermentadas (boa qualidade) con-
tidas na amostra era representada por um
número na parte superior da marca, en-
quanto que um número na parte inferior da
mesma representava a duração da fermenta-
ção em horas. Por exemplo, PF ~~indica
que esta preparação foi feita de uma amos-
tra de amêndoas fermentadas durante 72
horas (fermentação parcial, incompleta) e
contém 701% de amêndoas de boa quali-
dade.

Os polissacárides totais foram determina-
dos pelo método da antrona, descrito por

TREVELYAN& HARRISON4; polifenóis, pelo
método de permanganato, descrito por FOR-
SYTH5 e nitrogênio, por processo micro-
Kjeldhal, segundo ELEC & SÓBOTKA6•

Substâncias gordurosas foram determinadas
em amostras de lOg extraídas em Soxhlet
e pesadas diretamente. Foram feitas cro-
matografias ascendentes em fitas de 36 x II
cm de papel Whatman n." I, usando fenol-
água (8 :2) como solvente, que era adicio-
nado de O,O}% de Triplex "Merk" (etile-
nodiamin-tetracetato de sódio) para evitar
oxidação, empregando-se 0,01 em" de anti-
geno em estudo, deixando-se correr duran-
te 24 horas. Após secagem a 90°C, oS cro-
matogramas foram relevados com reagente
de antrona, descrito por SUNDERWITHet
alii 7, ou com reagente de difenilaminofos-
fato de anilina, segundo GmI ,& NIGAM8_

As porções correspondentes às manchas prê-
viamente reveladas em 25 fitas foram cor-
tadas e eluídas com 10 em" de água desti-
lada, por agitação mecânica durante 24 ho-
ras, liofilizadas e finalmente dissolvidas em
0,5 em" de solução fisiológica.

Cromatografias em DEAE-celulose (die-
tilaminoetil-celulose) foram feitas em colu-
nas de vidro de 30 x 2,7 cm. A coluna era
lavada repetidamente com solução-tampão
de fosfatos O, 02M até obtenção do líquido
de lavagem, com pH 7, 4. Quantidades de
5 em" das preparações de polpa de cacau
eram colocadas na coluna, adaptada' a um
coletor de frações, colhendo-se quantidades
de 6 em" pela adição da solução-tampão aci-
ma citada. Cada tudo era testado pelo rea-
gente de antrona e o material dos tubos,
apresentando reação positiva, era misturado
e marcado como "Fração A". A seguir, a
coluna era eluída com solução-tampão de
citrato 0,02M, pH 3, 8 e os tubos com rea-
ção de antrona positiva foram reunidos e
marcados "Fração B". As "frações" "A"
e "B" eram dialisadas separadamente con-
tra água destilada, liofilizadas e redissolvi-
das em 5 em" de solução fisiológica.

Amostras de 10 ml das frações purifica-
das, contendo 500 mg de polissacáride, fo-
ram submetidas a hidrólise pela adição de
HCl 4M .até concentração final 2M. Os
tubos foram incubados em água fervente

(*) As amostras comerciais são constituidas por misturas de amêndoas de plantas de muitas va-
riedades.
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Composição química de vários extratos de amêndoas de cacau *

Amostra Nítrogênlo Gordura Glicídios Polifenóis Outros

OF192 7,2 47,7 6,3 2,0 36,8

F'M 12,0 49,0 10,8 2,4 25,8

PF'2 12,0 50,7 15,3 7,2 14,8

NF 12,0 51,7 19,7 9,8 6,8

• Por 100 g.

durante 6 horas e, após resfriamento, o pH
acertado para 7,0, com NaCH a 40%. Fe-
nilosazonas foram preparadas pela adição de
0,5 em" de fcnilidrazina e 0,5 em" de ácido
acético glacial a 2 em" da solução em prova,
seguida pela incubação em água fervente
por 30 minutos. Os cristais eram testados
quanto ao seu ponto de fusão e forma.

Antígenos para inocúlaçâo de animais fo-
ram preparados a partir das amostras F 144,

PF 7.2 e NF, pela adição de 90 em" da so-
lução de NaCl 0,15M a 19 de amêndoas
lavadas, homogenizando-se a mistura em li-
quidificador. Após centrifugação a 3 000
r.p.m. durante 20 minutos, o sobrenadante
foi completado a 100 em" (solução a 11%).
Antígenos da polpa foram obtidos por centri-
fugação de polpa não fermentada, 30 minu-
tos a 3000 r.p.m. e separação do sobrena-
dante claro, isento de fibras. Partes iguais
de cada antígeno e do adjuvante de
FREUND9 foram emulsionadas para mo-
culação em animais. Cada coelho foi mo-
culado com 0,5 em" e cada cobaio com
0,25 em" da emulsão em cada pata, em in-
tervalos de sete dias, durante seis semanas.
Dez dias após a última injeção, os animais
foram sangrados e o sôro separado e con-
servado em refrigerador, após adição de
mertiolato a 1: 10 000.

Precipitados específicos foram determi-
nados, em alíquotas de 0,5 em" de antígeno,
pela adição de anti-sôro anti-NF, seguida
por incubação a 37°C, durante 2 horas e,
posteriormente, a 2°C, durante 18 horas.
Os precipitados foram separados por centri-
fugação e feita uma prova de anel, usan-
do-se várias diluições do anti-sôro. Se o
antígeno era ainda detectável, a absorção
era repetida. Os precipitados eram lavados
três vêzes com solução fisiológica gelada e

dissolvidos em NaOH 0,1N. O teor de nitro-
gênio do complexo antígeno-anticorpo foi
determinado por micro-Kjeldahl, segundo
ELEC & SOBOTKA.

A absorção dos anti-sôros foi feita pela
adição de extratos PF ~g seguida de incuba-
ção a 37°C, durante 2 horas e a 2°C, du-
rante 18 horas. O precipitado era separado
por centrifugação e o sobrenadante foi tes-
tado pela prova de anel, usando-se várias
diluições de extrato como antígeno. Se an-
ticorpos eram ainda detectáveis, a absorção
era repetida.
As imunoprecipitaçôes foram _feitas de

acôrdo com OUCHTERLONY1() e as imuno-
eletroforeses e gel-eletroforeses, de acôrdo
com GRABAR & WILLIAMS11, usando-se
tampão de veronal pH 8,6 fL = 0,05. As
faixas foram coradas com reagente de Schiff,
segundo URIEL & ,GRABBARL2_

RESULTADOS

Aruilise química das amêndoas

As determinações de nitrogênio total,
gorduras, glicídios e polifenóis da variedade
"Forasteiro" são apresentados no quadro
abaixo. Dados obtidos a partir de amên-
doas de outras variedades em estudo são
essencialmente similares. Pode ser visto que
o processo de fermentação não modifica
apreciàvelmente os teôres de nitrogênio e
lipídios até que atinja o estágio de fermen-
tação excessiva quando há um significante
decréscimo do nitrogênio. Por outro lado,
a fermentação determina uma queda pro-
gressiva do conteúdo de glicídios e poli-
fenóis:
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Análise cromatográfica do extrato e polpa
do fruto

A cromatografia em papel dos extratos de
amêndoas NF e polpa do fruto não fermen-
tado revelou duas manchas após tratamen-
to com reagente de antro na, uma, com
Ri = 0,37, foi denominada "Fração B" e
a outra, com Ri 1= 0,50, "Fração A". Após
coloração com difenilaminofosfato de ani-
lina (Merck), a "Fração A" apresentou
manchas azuis, indicando a existência de li-
gações 1-4, enquanto que a "Fração B" mos-
trou manchas marrom, indicando ligações
1-6. Após hidrólise, ambas as frações pu-
rificadas determinaram apenas uma mancha
com Rf 1= 0,41, correspondente a d-glicose.
Os eluatos das manchas cromatográficas cor-
respondentes às duas frações apresentaram
uma nítida prova de anel e, quando testa-
dos contra o anti-sôro em placas de Ouchter-
lony determinaram o aparecimento de linhas
de precipitação correspondentes.

Separação doantígeno da polpa do fruto

Em virtude de _a polpa conter maior pro-
porção das frações "A" e "B" que as se-
mentes, a separação destas frações antigê-
nicas em forma purifica da foi feita a partir
da polpa "in natura", Preparações de polpa
mostraram, em coluna de DEAE-celulose,
conter duas frações antigênicas. A primei-
ra fração foi eluída com solução tampão de
fosfato, pH 7,4 e mostrou, em cromato-
grafia em papel, um Rf ,= 0,50, igual ao
da "Fração A". A segunda foi eluída com
solução tampão de citrato, pH ,= 3,6 e de-
terminou o aparecimento de mancha com
Ri '= 0,37, correspondente à "Fração B".
Precipitação fracionada com etanol promo-
veu a separação dessas frações. Com eta-
nol a 1,5'%, foi precipitada a fração com
Ri 1= 0,50 ("Fração A"), enquanto que,
a 15%, foi precipitada a fração com
Ri ,= 0,37 ("Fração B"). Êste processo é,
entretanto, inferior ao cromatográfico com
referência à pureza das frações obtidas, pois
que entre elas há ainda um certo grau de
mistura.

Quando foram obtidas osazonas das fra-
~ões "A" e "B", foram observadas duas di-
ferentes formas cristalinas. A osazona da
"Fração A" apresentou-se como pequenos
cristais quadrangulares com ponto de fusão
183°C, enquanto que a osazona da "Fração
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B" apresentou-se como cristais redondos
com bordas identadas com ponto de fusão
198, 5°C. Os hidrolizados das frações "A"
e "B" apresentaram osazonas aculiformes
correspondentes a glucosazona com ponto de
fusão 204, 5°C. As frações "A" e "B" de
extratos de amêndoas NF ou polpa de fruto
não são dialisâveis contra solução fisiológica
Ou água destilada, enquanto que por diálise
dos extratos PF - fg verifica-se ser dialisada
uma fração imunolôgicamente semelhante à
"Fração B", mas com Ri '= 0,63.

Teor de nitrogênio dos anticorpos nos
precipitados específicos

O teor de nitrogênio dos anticorpos nos
precipitados específicos de extratos de amên-
doas não fermentadas decresceu em rela-
ção aproximadamente linear, quando aumen-
tou o tempo de fermentação (Fig. 4). Pre-
cipitados de extratos fermentados durante
144 horas não mostraram presente nitrogê-
nio dos anticorpos.

Análise imunoquimica dos extratos de
amêndoas e da polpa do fruto

Coelhos inoculados com extrato NF pro-
duziram anti-sôros (anti-NF) que forma-
ram em placas de OuchterIony duas linhas
de precipitação quando testados contra ex-
tratos NF, uma linha contra extrato PF e
nenhuma contra extratos F ou OF. O extra-
to PF ~g produziu uma linha de precipita-
ção quando testado contra anti-sôro anti-NF.
Esta linha corresponde a um dos componen-
tes ("Fração B") do extrato NF ou da polpa
do fruto (Fig. 3). A "Fração B" no extra-

PF 70 ~ dif . I" dto 72 nao 1 ere imune oglcamente a
"Fração B" presente em extratos NF, a
despeito dessas duas frações diferirem em
Rf· e no comportamento durante a diálise.
A determinação do nitrogênio do anti-corpo
anti-NF revelou 0,8 a 1,0 mg por em" de
anti-sôroquando a mistura de polissacáridos
purificados isolados da polpa do fruto foi
utilizada como antígeno. A imunização de
coelhos com preparação da polpa do fruto
determinou a formação de um anti-sôro an-
ti-M (anti-polpa do fruto) comportando-se
similarmente com o anti-sôro anti-NF. O an-
ti-sôro anti-M apresentou 0,8 mg de nitro-
gênio específico por em", Finalmente, extra-
tos F e PF ~g não provocaram a formação
de anticorpos precipitantes.
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sôbre a imunogenicidade de amêndoas de ca-

A imunoeletroforese apresentou resulta-
dos (Fig. 2) em concordância com os de
imunodifusão em placas de Ouchterlony
(Fig. 3). Na presença de. anti-sôro anti-
NF, o extrato NF mostrou duas linhas de
precipitação, o extrato PF, uma e o extrato
F. nenhuma. Os dois arcos de precipitação

observados na imunoeletroforese correspon·
dem a duas faixas coráveis pelo reagente de
Schiff encontradas em provas paralelas de
eletroforese em agar. Uma das faixas loca-
lizava-se na origem e a outra orientada em
direção' ao anodo (Fig. 1).

Fig. 1 ~ Eletroforese em gel de agar das frações ímunotogtcamente ativas de cacau, re-
veladas pelo reagente de Schiff. A: "Fração A"; B: "Fração B". Tempo de migração ele-

troforética, 120 mín., 8V por em.

F'íg. 2 - Imunoeletroforese de extratos de cacau não fermentado (NF).
An-A: anti-sôro anti-NF previamente absorvido com extrato de cacau par-
cialmente fermentado (PF ~~ ). An-NF: anti-sôro anti-extrato de cacau não

fermentado. Migração eletroforética, 120 mín., 8V por em.
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Ftg. 3 - Imunodifusão err- gel de agar de polpa de cacau
e extratos de amêndoas fermentadas, parcialmente fermen-
tadas e não fermentadas. M: polpa de cacau. NF: extrato
de amndoas de cacau não fermentadas. PF ~~ : extrato de
amêndoas de cacau parcialmente fermentadas. F~~4: ex-
trato de amêndoas de cacau fermentadas durante 144
horas. An-NF: anti-sôro anti-amêndoas de cacau não

fermentadas.

Prova de anel para determinação do grau
de fermentação de amêndoas e da
polpa do fruto

Provas de anel (imunoprecipitação em
tubo capilar) foram feitas por cuidadosa
deposição de solução do antígeno sôbre an-
ti-sôro anti-Fração "A". O aparecimento
de uma definida turvação na interfase foi
considerado como resultado positivo. Uma
prova de anel negativa indica ausência da
"Fração A" e êste resultado foi interpretado
como correspondendo a amêndoas de boa
qualidade na classificação de De WITT "

6

em virtude dos resultados da análise imuno-
química das amêndoas e polpa do fruto.
Antí-sôro anti-NF pode ser absorvido com
extratos de amêndoas parcialmente fermen-
tadas (PF), que previamente tenham exi-
bido somente uma linha em placas de Ouch-
terlony. Anti-sôro anti-NF absorvido com
"Fração B" purificada determinou essencial-
mente os mesmos resultados, mas o processo
é mais complicado. Anti-sôro anti-fraçâo
"A" pode ser obtido pela inoculação de
"Fração A" purificada, tornando, assim, des-
necessária a sua absorção.
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É sabido que a fermentação excessiva das
amêndoas produz ·NH3• Isto provàvelmente

O teor de compostos glicídicos e polifenô- acontece porque os principais fatôres do
licos decresce à' medida que aumenta o grau crescimento microbiano são carbohidratos
de fermentação. O paralelismo entre o de- (fermentação) e, quando exauridas estas
créscimo gradual do teor de glicídios e a, substâncias, enzimas de adaptação passam
diminuição progressiva da atividade ímuno- a metabolizar nitro-compostos (putrefação).
lógica é explicável pela natureza polissaca- Esta hipótese é reforçada, no presente tra-
rídica dos antígenos. A natureza glicídica balho, pelo decréscimo do teor de nitrogê-
foi evidenciada por coloração específica com nio nos extratos de amêndoas excessivamen-
reagente de Schiff do material submetido a te fermentadas. O conteúdo antigênico das
eletroforese em gel, por cromatografia e por amêndoas decresce à medida que progride
hidrólise ácida. a fermentação. Primeiramente, a "Fração

A ausência de reações cruzadas entre os A" foi inativada do ponto de vista de imu-
. dois antígenos encontrados em extratos de noprecipitação e, posteriormente, também a
amêndoas não fermentadas ou na polpa de "Fração B". Já foi descrito que extratos

bem fermentados de amostras comerciais defruta não fermentada pode ser atribuída ao amêndoas não contêm "Fração A", diferindo
fato de que um dêsses antígenos, denomi- assim das insuficientemente fermentadas (Le-
nado "Fração A", contém ligações 1-4, en- vanon & MarteIli).
quanto que o outro, "Fração B", contém li- Parece que o desaparecimento do antí-
gações 1-6, a despeito de ambos serem po- geno aqui denominado "Fração A" indica o
límeros de d-glicose, como demonstrado pela término do estágio de biofermentação des-
formação de osazonas e pela análise croma- crito por Levanon & Rossetini. Neste mo-
tográfica. mento, as amêndoas estão no ponto de se-

Por diálise, foi evidenciado que o único '. rem retiradas das caixas ou dos montes de
(" .. fermentação e inicia-se a "cura". Parece,antígeno Fração B"), encontrado no ex-

.assim, que a presença ou a ausência datrato de amêndoas parcialmente fermenta- "Fração A" pode ser usada para determi-
das é constituído por moléculas menores que, nar o grau de fermentação Idas amêndoas.
as da "Fração B" encontrado em extratos Levanon & MarteIli testaram partidas co-
não fermentados. merciais de amêndoas de boa qualidade e
Tal fato poderia explicar a incapacidade evidenciaram unicamente urna linha de pre-

da "Fração B", presente nos extratos par- cipitação em placas de Ouchterlony. O an-
cialmente fermentados, em provocar a for- tígeno correspondente ("Fração B", de Le-
mação de anticorpos precipitantes no coe- vanon & Martelli) não estimulou a produção
lho. Uma vez que a fermentação das amên- de anticorpos e era dialisâvel, :.,Mesmo con-
doas e da polpa do fruto resulta de ação centradas vinte vêzes, as partidas de extra-
ezimâtica, pode-se presumir que inicialrnen- tos bem fermentados testados no presente
te há a despolimerização de uma macromo- trabalho deixaram de apresentar o antígcnê
lécula e o produto resultante na fase inicial correspondente à "Fração A". É importan-
dêste processo não pode estimular a produ- te mencionar que boas amostras comerciais
ção de anticorpos, embora, como um hapte- usadas por Levanon & Martelli eram cons-
no, possa dar reação de precipitação. Pos- tituídas por 70-90% de amêndoas bem fer-
teriormente, quando a fermentação foi com- mentadas e que as amostras usadas no pre-
pletada, não se observa imunoprecipitaçâo, sente trabalho foram fermentadas no labo-
Parece claro que a fermentação das amên- ratório, obtendo-se, assim, produto de grau
doas destrói as moléculas antigênicas e tam- uniforme e conhecido de fermentação.
bém modifica vários componentes das amên- A imunoprecipitaçâo em gel, proposta por
doas e da polpa 'dos frutos. Êsses compo- Levanon & Martelli, requer tempo relati-
nentessão necessários para o crescimento vamente longo, cêrca de 24 horas, enquanto
dos microrganismos responsáveis pela produ- que a prova de anel empregada no presente
ção de enzimas que, agindo, produziram o estudo requer somente alguns minutos.
sabor de chocolate, e a produção de ácido O citado teste pode ser útil em duas das
acético que permite a permeabilização do fases da preparação comercial de amêndoas
tegumento (LEvANON& ROSSETINI13) . para uso industrial:

DISCUSSÃO
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1. quando as amêndoas estão ainda nas
caixas ou nos montes de fermentação,
'a prova em causa determina o término
da fase de biofermentação;

2. as amêndoas "curadas" poderão ser tes-
tadas para determinar-se se a fermen-
tação prévia foi suficiente, uma vez que
a quimiofermentação não destrói os an-
tígenos (Levanon & Martelli).

RESUMO

Amêndoas e polpa do fruto de cacau fo-
ram submetidas a fermentação em labora-
tório, reproduzindo-se as condições requeri-
das no processamento rural.

Comparando-se extratos de amêndoas fer-
mentadas, de amêndoas parcialmente fer-
mentadas e de amêndoas bem fermentadas,
foi verificado paralelismo entre o gradual
decréscimo do teor de glicídios e a progres-
siva diminuição da atividade imunológica.

A natureza glicídica dosantígenos foi evi-
denciada por coloração com reagentes de
Schiff no material submetido a gel-eletro-
forese, por cromatografia e por hidrólise
ácida. Um dos antígenos, "Fração A", pre-
sente em extratos de amêndoas não fermen-
tadas apresenta ligações 1-4, enquanto que
o outro, "Fração B", ligações 1-6.

Por diálise, verificou-se que o único an-
tígeno ("Fração B") encontrado em extra-
tos de amêndoas incompletamente fermenta-
das é constituído por moléculas menores que
a "Fração B" encontrada em extratos de
amêndoas fermentadas.
Amêndoas adequadas para a indústria de

chocolate não mostram componentes imuno-
gênicos.

É proposta uma prova em anel simples e
rápida, para determinação do grau de fer-
mentação (qualidade do produto rural) de
amêndoas de cacau.
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ESTUDOS SôBRE A LEPTOSPIRA WOLFFIl EM SÃO PAULO (1)
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SUMMAR,Y

The occurrence of two cases of leptospirosis due to Leptoepiro: wolffii, with
the isolation of this organísm from spinal fluid in one case is reported.

Six out of 150 sera from individuals living in the same area gave positive
agglutínatíon tests for L. wolffii. Serologícal examination results of anímals
caught in the area âre presented.

Leptospiro. wolffii was isolated from the kidneys of one specimen of Akodon
arviculoides and from one non-identified rodent; this is the first isolation of
L. wolffii registered in the American continent.

I - INTRODUÇÃO

A Leptospira wolffii foi isolada em 1937
do sangue de um paciente por Wolff, em
Sumatra, que a designou provisoriamente
sob o n.? 3705, sendo identificada como uma
nova leptospira por SCHÜFFNER, GISPEN &
BOHLANDER1 (1939) com at denominação
de L. wolffii; sua constituição antigênica foi
considerada semelhante à L. saxkoebing e
L. sejrõe, integrando com numerosas outras
o grupo "hebdomadis", o qual, de acôrdo
com a mais recente publicação do "WHO
Scientific Group on Research in Leptospi-
rosis"2 (1965), está assim constituído como
o demonstra o quadro I.

A L. wolffii é de incidência restrita pois,
até o presente momento, sua ocorrência tem
sido registrada em raras ocasiões, apesar do
enorme, volume de estudos e pesquisas sôbre
leptospiroses que se efetuam em numerosos

países e nas mais diferentes regiões do
mundo.

Com efeito, após o registro inicial de
Wolff, em 1937, somente em 1954, TRIM-
BLE;), em artigo sôbre "Leptospirosis in
Malaya", relata a ocorrência de nova infec-
ção humana causada pela L. wolffii; em
1957, o mesmo TRIMBLE\ oficial das fôr-
ças armadas inglêsas, publica "Clinical as-
pects of Leptospirosis in Malaya", ocasião
em que, dentre o total de 236 casos obser-
vados, três foram causados pela L. wolffii,
de acôrdo com as provas sorológicas efetua-
das. Não houve possibilidade de se escla-
recer se o caso, registrado em 1954 por
Trimble, faz parte dos três que apresentou
em 1957, mas tudo leva a concluir pela afir-
mativa. Em nenhum dêstes casos houve
isolamento de nova amostra de L. wolffii.

(1) Trabalho Ieureado com o Prêmio "Adolfo Lutz" de Ciências Biológicas, Bioquímicas e de Saúde
Pública, de 1966.

(2) Do Instituto Adolfo Lutz.
(3J Do Hospital de Isolamento "Emilio Ribas"
(4) Do Departamento Estadual da Criança.
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QU ADRO I

Grupo Sorotipo Sub-sorotipo Amostra tipo

hebdomadis

sejrõe
sejrõe
maru
saxkoebing
saxkoebing
haemolyticus
haemolyticus
perameles
polonica

hebdomadis
hebdomadis
kambale
kremastos
worsfoldi
[ules
borincana
kabura
mini
mini
min:
hardjo
wolftii
medanensis

Em decorrência ainda de operações bé-
licas na Malaya, Tailândia e Bornéo de fôr-
ças militares inglêsas e norte-americanas, es-
tudos foram efetuados por WISSEMANet
alii'5 (1955), sendo as Ieptospiras então isola-
das de doentes, de animais silvestres e do-
mésticos enviados a ALEXANDERet alíi 6

do Walter Reed Army Medical Center",
Washington, que as classificou, após minu-
ciosos estudos sorológicos sôbre as suas res-
pectivas constituições antigênicas, encontran-
do, dentre as demais, cinco amostras de um
biotipo incompleto da L. wolffii que desig-
nou, portal motivo, por L. wolffii A, cuja
amostra padrão é, a denominada R7, sendo
duas de origem humana e três provenientes
de roedores (Rattus nudlerei e R. sabanus).
Em nôvo estudo de 110 amostras isoladas
de doentes daquela mesma, região - Ma-
laya - ALEXANDERet alii" (1957) encon-
traram sete amostras da mesma L. wolffii A.

ALSTON & BROOMs (1958) informam
que o principal vetor da L. wolflii é desco-
nhecido, que ela teria sido isolada de cães
da Indonésia, de acôrdo com SCHÜFFNER
et alii~ (1939) e que através de evidência
sorológica haviam sido considerados infecta-
dos os animais E. spelacea e R. iohiteheadi.

Na bibliografia existente, são apenas ês-
sesos registros que encontramos sôhre a

12

hebdomadis
nona

Hebdomadis
Nona
Kambale
Kremastos
Worsfold
.Jules
HS-622
Kabura
Sari
Szwajizak
LT 117
Hardjoprajitno
3705
Horig HC
M84
1627 Burgas
CZ 285B
Mus 24
Nero
Marsh
Richardson
Bandicoot 343
493 Poland

mini
8zwajizak
georgia

seirõe
balcanica

saxkoebing
nero
haemolyticus
ricardi

ocorrência da L. wolffii no homem; a êsse
respeito, consultamos o próprio Prof. J. W.
Wolff do "Institute of Tropical Hygieno and
Geographical Pathology", Amsterdam, Ho-
landa - o mesmo que a isolou em 1937,
em Sumatra - ao que nos respondeu em
carta datada de 1-12-65: "I do not ~nO'w
of other isolations of L. wolffii or serologi-
cal indications for this serotipe than those
publications mentioned by you".

É bem compreensível, pois, o interêsse que
nos despertou a ocorrência de leptospirose
por L. wolffii em dois pacientes, o que nos
levou a proceder aos estudos clínicos e epi-
demiológicos relatados no presente trabalho.

II - MATERIAL E MÉTODOS

o nosso material é constituído original-
mente por dois doentes e pelos contactos hu-
manos e animais nos locais de possível aqui-
sição da doença. Foi ainda pesquisada a
existência de leptospira na água de uma das
possíveis fontes de infecção.

Os métodos diagnósticos utilizados foram
os seguintes:

1) Isolamento de leptospiro do líquido
cefalorraquidiano através de cultura em meio
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de Fletcher e Korthof modificado e inocula-
çâo, de 2 ml, via intraperitoneal em cobaio
jovem.

2) Isolamento de leptospira da água sus-
peita, após filtragem em filtro Millipore n,°
17, com aspiração a vácuo, semeadura em
meio de Fletcher e inoculação por via intra-
peritoneal em cobaio jovem.

3) Sôro aglutinação para diagnostico
das leptospiroses - Retirado o sangue do
paciente por punção venosa e colocado em
tubo de ensaio, após a retração do coágulo,
procede-se à separação do sôro com o qual
se prepara uma diluição a 1:50, em solução
tampão de fosfatos, da qual se distribuem
5 gôtas em cada escavação das placas de
porcelana utilizadas neste processo. Como
antígenos, usamos culturas em meio de Kor-
thof modificado das seguintes leptospiras, às
quais se adiciona formalina, na proporção
de 3 gôtas para cada 3 ml de cultura:

QUADRO II

Sorotipo Amostra padrão

L. icterohaemorrhagiae RGA
M 20
N 3294
Moskva V
Hond Utrecht IV

Pomona
Ballico

Swart
M 84

Salinem
Mitis Johnson
Mus 24
C H 11
Akiyani A
Djasiman
Sentot
3705
Veldrat Batavia 46
Pasteur

L. grippotyphosa

L. canicola

L. pomona

L. autralis

L. bataviae

L. eeirõe

L. pyrogenes

L. hyos

L. saxkoebing

L. andamana

L. autumnalis

L. djasiman

L. sentot
L. wolffii

L. javanica

L. hebdomadis

Colocam-se 5 gôtas de cada antígeno na
respectiva escavação onde já havia 5 gôtas
de sôro diluído a 1 :50 de tal maneira que
a diluição final é de 1:100, título êste eleito
como de valor diagnóstico significativo.
Colocam-se as placas em estufa a 28°C du-

rante 2 horas ao fim das quais se procede
à leitura em campo escuro, retirando-se as.
amostras com alça de platina e colocando-as
em lâminas.

A sôro-aglotínaçâo é considerada positrva
quando pelo menos cinqüenta por cento das
leptospiras do campo microscópico se apre-
sentam aglutinadas.

Em fase ulterior, procede-se à titulagem
dos soros positivos para determinada leptos-
pira, preparando-se diluições sucessivas do
sôro a partir de 1:100, e usando como an-
tígeno a cultura formolizada da leptospira
que aglutinou na prova de triagem. O res-
tanteda técnica é igual à que foi descrita
anteriormente.

4) Isolamento de leptospiras em rins de
animais - Após a captura por meio .de ar-
madilhas, os animais eram transportados ao
laboratório onde, anestesiados pelo éter, eram
sacrificados colhendo-se sangue por punção
cardíaca para efetuar provas de sôro-agluti-
nação rotineiras emulsionadas em solução
salina tamponada estéril, em suspensão a
cêrca de 10%, utilizando-se o método de se-
meadura de diluições progressivas aconse-
lhado por MINETTE1) (1964).

5) Métodos utilizados no estudo clínico
- Foram usados os seguintes métodos:
Proteínas totais e frações, KINGSLEY10
(1942); Prova de Hanger (cefalina coles-
terol), HANGER11 (1938); Reação de ci-
trato de ferro amoniacol; ILCE, DODICA
& IOANOVICI12 (1938); Fosfatase alcali-
na, KING & ARMSTR:ONG13 (1934); Co-
lesterol, SPERRY & WEBB1.4 (1958); Bo-
lirrubinas, MALOY & EVELYN15 (1934);
Ti1TWl, SHANK & HÓAGLAND16 (1946);
Seramucóide, WINZLER et alii?' (1948);
Transaminase glutâmico p~rUVlCa, WRON-
BLEWSKI& LA DUE 18 (1956); Uréia; ADDLS
et alii 19 (1947); Prova de !irgl, JmGL 20

(1957) .

III - ESTUDO CLÍNICO

CASO I - Observação clínica - Pa-
ciente A. L., sexo masculino, 42 anos de
idade, casado, branco, motorista profissio-
nal, procurou-nos no dia 26/7/65, dizendo
estar doente há 8 dias e tendo seus sinto-
mas aparecido subitamente. Tinha febre
intensa e dores musculares generalizadas,

13
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sendo estas mais intensas nos membros in-
feriores e quadris. Foi medicado com Indo-
cid, tendo melhorado as dores. Teve a se-
guir "retenção urinária" e quadro diarrêico.
Após 5 dias de doença notou que sua pele
e olhos estavam amarelos e a urina verme-
lha. Como sua doença progredisse, procu-
rou socorro médico.

Refere ter. tido ferimento exposto no pé
3 semanas antes do início de seus sintomas,
quando estava trabalhando em terreno de
sua propriedade, aonde passa um córrego.
Na parte baixa do terreno estava plantando

agnao. Já com o pé ferido entrou em uma
coleção de água para retirar um preá morto
que estava contaminando seu terreno.
Ao ser examinado pela primeira vez, apre-

sentava bom estado nutritivo, tendo tempe-
ratura de 39,I°C, pressão arterial 130/90
e pulso 100/min.
Paciente com icterícia rubínica de pele

e mucosas, tendo em algumas áreas su-
fusões hemorrágicas de' pele. Mialgia dis-
creta. Injeção conjuntival. Coração rítmico
e com bulhas abafadas. Pulmões semiolô-
gicamente normais. O abdome era flácido

Caso I

DATA
1 9 6 5

EXAMES LABORATORIAIS 4/8 6/8 10/8 12/8

1/6400
Sôro-aglutinação para Leptospira

wolffii
Reação de Sabin-Feldman

SANGUE

Reação de citrato de ferro amo-
niacal

'I'ransrnlnase gíutârníco pirúvica
(u. S. F./ml)

Serumocóide (mgyrnl)
Prova de Jirgl
Bilirrubina direta imediata

(mg/100ml)
Bilirrubina direta total

(mg/100ml)
Bilirrubina indireta (mg/l00ml)
Bilirrubinas totais (mg/lOOml)
Fosfatase alcalina (1J.K. A. %)
Uréia (rngyl.Oüml)
Colesterol total (mg/l00ml)
Hanger (Cefalina-colesterol)
Timol (u. Mac-Lagan)

Turvacão
Floculação

Proteínas totais (g/100ml)
Albumina (g/lOOml)
Globulinas (g/100ml)

Glóbulos vermelhos (mrns)
Hemoglobina (g/100ml)
Leucocitos (mms) .

URINA

Densidade
Subst. redutoras
Proteínas
Hemáclaa/ campo
Leucocítos/ campo
Cilindros/campo

Hialinos
Granulosos

Urubilinogênio
Billirrubina

1/400 1/800

Neg.

72
33,9

Poso (+ + +)

1,8

4,2
1,6
5,8
16,4
59
204
Neg.

2,1
Neg.
6,1
3,6
2,5

4000000
12,5

12000

1400
Neg.
Poso
2
8

2
3

1/150
Poso

Exame não efetuado.

14

1/4800
1/1624

Poso (+ +)

60
23,4
Neg.

0,4

1,6
0,8
2,5
17,2
48

260
Poso (+ + +)

5,0
Neg.
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e discretamente doloroso à palpação pro-
funda. O fígado era palpável a 2 em abaixo
do rebôrdo costal e o baço não era palpá-
vel nem percutíveI. Semiótica do sistema
nervoso central era normal. O paciente evo-
luiu muito bem, tendo sido liberado para
atividades moderadas, 15 dias após o IlllClO

do tratamento, sem icterícia ou qualquer
sintoma ou sinal de doença.

Durante os 15 dias de internação, teve
diureses de 24 horas que variavam entre
1 900 ml e 3 250 ml, Após o 4.° dia, sua
temperatura máxima passou a ser 37°C.
O paciente foi medicado com penicilina, du-
rante 14 dias.

EXAMES LABORATORIAIS

Sôro-aglutinação para Leptospira
wolftii

Reação de 'Widal

Hemocultura

UQUOR

Cél ulas Zmma
Hernáolasyrnma
Aspecto
Mononucleares (%)

Neutrôfilos
Proteínas (mg/l00ml)
Cloretos (mg/l00ml)
Glicose (mg/l00m1)
Uréia (mgj10OmI)
Paridy
Pesquisa da leptospira em campo

escuro
Cultura da teptospíra

SANGUE

Seromucôide (rngyml.)
Transaminase gtutãmíco

pirúvica (u, S. F./ml)
Bilirrubinas totais (mgjl00ml)
Uréia (mg/100ml)
Colesterol total (mg/100ml)
Hanger (Cefalina-colesterol)
Timol (u, Mac-Lagan)

Turvação
Foculação

Proteínas totais (g/100ml)
Atbumína (g/10OmI)
Globulina (g/100ml)

Glóbulos vermelhos (mms)
Hemoglobina (gj100ml)
Leucocitos (mma)

O quadro clínico e laboratorial do pre-
sente caso, bem como sua evolução, seguem
aquilo que temos usualmente encontrado em
doentes com leptospirose na forma ictérica,
com fenômenos hemorrágicos discretos.
O paciente sai da fase de oligúria, com diu-
rese grande, até cessar o quadro de necrose
tubular recorrente.
A preocupação terapêutica maior é de

criar um bom estado de hidratação e admi-
nistrar antibiótico ativo contra as leptospi-
ras (Penicilina ou tetraciclina).

CASO n - Observação clínica; - Pa-
ciente D. A. M., sexo masculino,135 anos

Caso Il

DATA
196 5

11/10 15/10 21/10 28/10

1/200 1/800 1/800

Neg.

Neg.

5 10 50 40
Incont. 3200 310 445
Xantocr. Xantocr. Xantocr. Xantocr.

100 100 100
o o O O
110 142 57 55

700 710 650
64 • 50 51 31

34
Poso Poso Opal. Opal.

Poso
Poso

15,1 24,9 15,9

12
0,2
27
218
Poso

5
Neg.
7,7
4,6
3,1

4780000
15,0
6000

Exame não .efetuado

15
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de idade, casado, branco, faxineiro do
L A. P. c., procurou-nos no dia 11/10/1966,
dizendo estar doente há 8 dias, com febre
e indisposição geral, que piorou após 4 dias
quando teve forte cefaléia durante todo o
dia, tendo perdido a consciência e caído por
tempo que não pode precisar. Desde então
vem tendo cefaléia, vômitos e febre alta.
Com a queda, ficou com os olhos arro-
xeados.

O exame físico revelou paciente em bom
estado geral, não ictérico e com hematoma
palpebral. A temperatura era de 38,SoC,
pulso 110/min. e a pressão arterial 80/40.
Pele com discreto exantema no rosto e parte
alta do tórax. Corações e pulmões, nor-
mais. Fígado, a 4 em do rebordo. Baço
não palpado ou percutido. Paciente cons-
ciente, queixando-se de cefaléia, mas sem
sinais de comprometimento do sistema ner-
voso central, tendo motricidade, sensibilida-
de, equilíbrio, coordenação, reflexos profun-
dos e pupilares, conservados. Ausência de
sinais indicativos de comprometimento me-
ningeano. Tendo em vista a queixa de ce-
faléia, foi o paciente submetido a punção
liquórica, que revelou liquor hemorrágico
e levemete xantocrômico após centrifu-
gação.

O paciente teve boa evolução clínica, sem
sinais de comprometimento renal ou hepá-
tico, tendo apresentado discreta rigidez de
nuca no 4." dia de internação. Foi medi-
cado com Penicilina durante 14 dias.

A forma meningeana pura de le}fl:ospirose
humana é menos comumente encontrada em
nosso meio. O síndrome meningeano puro
tem sido por nós encontrado associado a
várias leptospiras, sendo a mais comum a
L. canicola e L. icterohemorrogiae. A evo-
lução dos pacientes é bastante favorável, não
havendo normalmente sinais de comprome-
timento renal. O quadro liquórico normal-
mente se torna mais comprometido na se-
gunda semana da doença. O presente caso
não fugiu à regra, tendo uma evolução clí-
nica boa, apesar da demora em normalizar
o quadro liquórico, o que pode ser conse-
qüência do trauma craniano que sofreu pos'
teriormente ao início da doença.

IV - LEVANTAMENTO EPIDEMIO-
LÓGICO

1. NA VILA IRACEMA ROSA

a) Pesquisa de leptospira na água
Relatou-nos o paciente A. L. que estava

;16

construindo sua residência na Vila Iracema
Rosa, à Rua Iracema Rosa, a qual termina
em beco sem saída junto ao morro cujo es-
pigão demarca a separação com o território
do Hôrto Florestal da Cantareira; no fundo
do terreno passa um riachinho que desce do
morro e do qual, através de desvio de parte
da água, obteve o paciente a formação
d'uma pequena coleção d'água para diver-
são das crianças. Informou, ainda, o pa-
ciente, após o interrogatório adequado, que
num domingo, alguns dias antes de adoe-
cer, estivera com os pés dentro dêsse lago,
procedendo à sua limpeza, ocasião em que
cortou um dos pés, acrescentando que na
água havia um animal morto, mais precisa-
mente, uma preá, animal êsse que retirou da
água, jogando-o no mato vizinho. Procura-
mos então visitar o mais breve possível o
local referido, constatando "in loco" as suas
condições topográficas e sanitárias e cui-
dando de colhêr a água do pequeno lago do
quintal, bem como deixar armadilhas ade-
quadas para a captura de roedores e peque-
nos animais da mata.

Na tentativa de isolamento de leptospira
da água e no meio de Fletcher, após três
semanas, foi observado o crescimento de uma
cêpa que, após as provas de sôro-aglutina-
çâo cruzada com os sôros padrão .de que
dispúnhamos, pareceu-nos ser semelhante à
L. pyrogenesç enviando-a juntamente com as
demais amostras isoladas, das quais daremos
notícia posteriormente, ao Prof. B. Babu-
dieri do Laboratório de Referências de Lep-
tospiroses da O. M. S., do Instituto Supe-
riore di Sanitá, Roma, para sua identifica-
ção definitiva. Após a remessa de nôvo re-
pique da amostra isolada da água, infor-
mou-nos o Prof. Babudieri, em carta datada
de 28/12/66, que se tratava provàvelmente,
de uma leptospira saprófita da água.
b) Inquérito sorolôgico em moradores

da vila ~ Em face da raridade da ocor-
rência da L. wolffii e ao mesmo tempo em
que procedíamos à captura de possíveis ani-
mais transmissores daquela leptospira, no
provável foco da Rua Iracema Rosa, proce-
demos a um inquérito sorológico entre os
moradores dessa rua, ou melhor, da locali-
dade em que o paciente A. L. estava cons-
truindo sua futura moradia. Conforme de-
monstram as fotografias, as residências se
distribuem ao longo dos dois lados da rua
e na encosta bem Íngreme do morro em cujo
espigão fica o limite do Hôrto Florestal da
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Fig. 1 - Residência em construção, do paciente A. L., na
Rua Iracema Rosa. Ao fundo, as árvores que se con-

tinuam com a reserva florestal do Hôrto.

Fig. 2 O riachinho que, descendo do morro, passa pelo
fundo do terreno da residência de A. L. e com cujas

águas foi feito um pequeno laguinho.
,'" .,.----
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Fig. 3 - Fotografia tirada do fundo da casa de A. L.,
mostrando a distribuição de parte das casas na encosta
do morro em cujo espigão, coberto de arvoredo, passa a

divisa do Hôrto Florestal de S. Paulo.

Fig. 4 - Moradia de E. B. (11 anos) localizada na Rua
Iracema Rosa que aí termina, divisando-se a mata

próxima.
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Cantareira. Existe, pois, contigüidade ín-
tima entre a zona residencial e a zona flo-
restal e, por conseguinte, contato íntimo en-
tre a fauna florestal, os moradores e os ani-
mais domésticos da rua Iracema Rosa;
acresce que as crianças e jovens com fre-
quencia incursionam as matas vizinhas.
Existe ainda o riachinho que, provindo da
floresta, desce o morro e passa pelos fundos
da moradia de A. L.

Inicialmente fizemos provas de sôro aglu-
tinação com material retirado da espôsa e
dos seis filhos do paciente A_ L., todos com
resultados negativos; a cachorrinha da fa-
mília (Diana] apresentou sôro-aglutínação
positiva a 1 :800 para L. icterohaemorrha-
giae.

No quadro seguinte estão expostos os re-
sultados do inquérito sorológico efetuado en-
tre os moradores da Hua Iracema Rosa, num
total de 72, pertencendo 41 ao sexo femi-
nino e 31 ao sexo masculino:

QU ADRO r r r :

Grupo etário

Sôro-aglutinação para
L. wolffii

Positiva Negativa

até 6 anos O 13

de 7 a 1:1 anos 3' 26

de 15 a 20 anos O 4

de mais de 21 anos 2 ** 24

Total - 72 I 5 67

* Títulos positivos a 1:100.
* * Títulos positivos a 1: 200.

Registramos, pois, 5 pacientes em que a
sôro-aglutinação foi positiva para L. wollfii,
dos quais submetemos 4 a um breve exame
clínico, que resumimos a seguir:

R_ A. P. - 14 anos, branco, masculino;
exame clínico em 2/9/65~ Ficou doente
há cêrca de 3 mêses, com febre, dor no corpo
e vômitos; a côr da urina não se alterou.
Não teve icterícia e esteve acamado por dois
dias.
Ao mesmo tempo, seu irmão Jair adoe-

ceu com sintomas semelhantes, tendo a sôro-
aglutinação, efetuada em agôsto de 65, sido

positiva para L. sentot, a 1 :100_ Bom es-
tado geral, mucosas coradas. Bulhas car-
díacas, normais. P. A. 110-70. Fígado pal-
pável a 2 dedos do rebordo costal, doloroso.
Baço e cólons, nada digno de nota, Sôro-
aglutinaçâo positiva para L. wollfii, a 1 :200.

E. B. - 11 anos, branco, masculino.
Em janeiro de, 1966 teve um episódio fe-
bril com vômitos e diarréia, ocasião em que
ficou com as escleróticas amareladas. .Mu-
cosas coradas. Bulhas cardíacas, normais.
P. A., 110-70. Fígado palpável a 1 dedo do
rebordo costal. Sôro aglutinação positiva
para. L. wolffii, a 1 :200.

A. D. B. - 9 anos, branco, masculino.
Nega qualquer antecedente doentío. Ao exa-
me clínico, nada digno de nota. Sôro-aglu-
tinaçâo para L. wolffii positiva, a 1 :100.

L. P. - 48 anos, branco, masculino,
casado, tio de R., e J. A. P. Não se recorda
de nenhum episódio febril ou infeccioso nos
últimos meses; reside há 5 anos' no local.
Ao exame clínico, mucosas visíveis e bom
estado geral. Bulhas cardíacas, normais.
P. A, 140"80. Fígado, aI dedo do rebordo
costal direito. Sôro aglutinação para L.
wolffii, positiva aI: 100.
Não conseguimos examinar a paciente

M. A. M. P., branca, feminina, cuja agIu-
tinaçâo foi positiva para L. wolffii, a T:100.
Houve ainda outro paciente, G. G., com 14
anos de idade, cuja sôro-aglutínação foi
positiva para L. icterohaemorrhagiae, a
1:400.

c) Pesquisa de leptospira e de sôro-aglu-
tinação em animais - Além do inquérito
sorológico, impunha-se a pesquisa de leptos-
piras em animais capturados na Vila, pelas
técnicas previamente dt!'lcritas.
As carcaças dos animais foram enviadas

ao Departamento de Zoologia da Secretaria
da Agricultura, para fins de classificação,
onde três exemplares lamentàvelmente se
extraviaram, de um dos quais (rato n."
3799) foi isolada uma leptospira que se com-
portou nos testes preliminares como sendo
L. wolffii. Fato idêntico ocorreu com outra
leptospira isolada de um Akodon. arviculoides,
tendo sido ambas, juntamente com a amos-
tra de leptospira isolada do liquor do pa-
ciente D. A. M., enviadas por um portador
ao Prof. B. Badudieri, em fins de novembro
de 1965. Posteriormente, o Prof. Badudieri,
do Laboratório de Referência de Leptospi-
roses da O. M. S., Istituto Superiore di Sa-

19
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nitá, Roma, em carta datada de 14/2)615,
comunicou-nos: "the strains, compared, using
the aglutinins absorption test, with the
strains 3705 and H7, look to be completely
identical to these two strains. Consequently
they belong to the serotipe wolffií".

No quadro IV estão expostos os resul-
tados dos exames realizados nos animais
capturados na Vila Iracema Rosa.

2. No HÔRTO FLORESTAL DE '6. PAULO
(sede)

a) Inquérito sorológico em nwradores-
Em face dos resultados do inquérito soro-

tareira, que constitue grande parte do Hor-
to, em particular, dos guardas-florestais e
suas famílias, bem como proceder à captu-
ra, exame sorológico e cultura de fragmen-
tos de rim de animais que vivem nas matas
dessa imensa área silvestre. Com efeito, os
resultados que até então obtivemos, estavam
a indicar, a exemplo dos estudos efetuados
na Malaia, que os animais vetôres e reser-
vatórios da L. wolffii, em S. Paulo, têm seu
"habitat" natural nas florestas e matas exu-
berantes e primitivas" tais como as encon-
tradas no Hôrto Florestal de S. Paulo (se-
de), situado no município da Capital.

QUADRO IV

Resultados dos exames realizados em animais capturados na Vila Iracema Rosa
,

Cultura de rim em S6ro-aglutinação
Nome Espécie Número de meio de Fletcher para Leptospíra-
Popular examinados

Positivo INegativo Positivo INegativo
Gambá Didelphis sp,

I 4 O 4 O 4

Cuica Philander sp, 3 O 3 O 3

Preá Cavia sp. 7 O 7 5' 2

Akodon
2 1 1 O 2

arviculoides

Rato R. norvegicus 1 O 1 O 1

Não identificados 3 1 2 1*' I O•
* Preás: 4 apresentaram sôro-aglutínaeão positiva ao mesmo tempo para L. javanica e

L. djaSiman e 1 para L. icterohaemorrhagiae.

Rato (n.o 3799) não identificado: sôro-agíutínacão positiva para L. wolttii.

lógico que revelou' 5 outros casos de infec-
ção pregressa por Leptospira wolffii entre
moradores da 'Vila Iracema Rosa, em face
do isolamento da mesma leptospira de 2
roedores capturados nesse local e da conti-
güidade dessa região com a reserva flores-
tal do Hôrto Florestal de S. Paulo, tornou-se
evidente que seria deinterêsse proceder a
idêntico inquérito sorológico entre os mora-
dores da reserva florestal da Serra da Can-
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Para melhor caracterização da reserva
florestal em questão, enumeramos alguns
dados que nos foram fornecidos pela Dire-
toria do Serviço Florestal, lá sediado: a área
total é de 4 500 hectares dos quais cêrca de
20%, ou sejam 900 hectares, são de mata
virgem e cêrca de 50%, isto é, 2 250 hecta-
res, são de capoeirão com um ou dois cor-
tes feitos na mata virgem há cêrca de 40
anos; o restante da área é formado por ca-
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poeiras que já sofreram três ou mais cortes,
havendo ainda 3 alqueires (7,26 hectares)
cultivados anualmente com milho e feijão
no local denominado Chapada. Existem 20
casas de guardas florestais dispersas ao lon-
go dos limites da área florestal com os mu-

mcrpros visinhos de Mairiporã, Guarulhos,
Franco da Rocha e Parada de Taipas. A al-
titude é de 776 metros em média, o solo é de
latosol vermelho-amarelo, fase rasa e o
clima Csb (Kôppen ) temperado, de inverno
sêco.

Fig. 5 - Mata secundária da Serra da Cantareira na divisa com a Vila Iracema Rosa.

Fíg. 6 - Mata secundária da Serra da Cantareira, interior do Hôrto Florestal de
São Paulo (sede).
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No quadro V figuram os resultados do
inquérito sorológico efetuado entre os mo-
radores do Hôrto, que trabalham e vivem
em seu interior, predominando principalmen-
te o grupo etário maior de 20 anos, na rea-
lidade constituído, em sua maioria, por
pessoas acima de 30 anos de idade.

QUADRO V

Grupo etário

Sôr-o-agfu tínacão para

L. wolffii

Positiva Negativa

de 7 a 14 anos O 10

de 15 a ílO anos O 8

de maisde 20 anos 2 ' 5~

Total - 78 2 76

o total de pessoas examinadas foi de 78,
pertencendo 28 ao sexo masculino e 50 ao
sexo feminino, ocorrendo sôro-aglutinação
positiva para L. wolffiiaos títulos de 1 :100
e 1:400 em 2 pacientes, respectivamente
A. R S. e P. A. S., sôhre os quais damos
breve notícia, a seguir:

A. R. S. - branco, masculino, 55 anos
de idade, casado, residente na Fazenda Cha-
para. Nada relata que possa ser relacionado
a uma infecção pregressa por leptospiras e,

ao exame clínico, nada apresenta digno de
menção.
P. A. S. - Branco, masculino, com 24

anos, solteiro, residente da Fazenda Chapa-
da, em casa de pau-a-pique e barro. Relata
que há cêrca de um mês teve violenta gripe
com cefaléia intensa, febre, canseira e do-
res no corpo, "bambesa" nas pernas. A uri-
na ficou de côr escura como chá forte, po-
rém o paciente não deixou' de trabalhar, em-
bora com grande esfôrço, Ao exame fí-
sico, notamos mucosas visíveis coradas, bom
estado geral, bulhas cardíacas normais, PA,
140-80. Fígado, baço e segmentos intesti-
nais, nada digno de nota.

Registramos, ainda, a ocorrência dd sôro-
aglutinações positivas para L. icterohaemor-
rhagiae (a 1:200), L. ~entot (1:100) e L.
seiroe (I :100) em três moradores do Hôrto.

b) Pesquisa de leptospiroses em animais
Com referência à pesquisa de leptospiras em
animais no Hôrto Florestal de São Paulo,
capturamos alguns, em armadilhas, sendo os
bugios abatidos a tiro por caçador do pró-
prio Hôrto.

Os resultados obtidos estão discriminados
no quadro VI.

Constatamos assim que não conseguimos
isolar nenhuma leptospira dos rins dos 44
animais estudados, assinalando apenas que
7 bugios apresentavam sôro-aglutinações po-
sitivas, conjuntamente para L. javanica, L.
djasiman e L. ballum, resultado êste que con-

QUADRO VI

Resultados dos exames realizados em animais capturados no Hôrto Florestal de S.Paulo (sede)

I Cultura de rim em Sôro-agfu tlriacão
Nome

I
Espécie Número de exa- meiO de Fletcher para Leptospira

popular minados

I Negativo Positivo INegativoPositivo

Bugio AlOuata fusca 20 O 20 7 13
,

Macaco Cebus sp, 2 O 2 O 2

Preguiça Bradypus 1 O 1 O 1
tridactylus

Rato Oryzomys sp. 11 O 11 O 11
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trasta com o apresentado por MINETTE 21

(1966) quando, em 74 macacos das Amé-
ricas, examinados, encontrou apenas um
com sôro-aglutinação positiva para L. bal-
lum,

v - COMENTÁRIOS E CONCLUSÕES

Os dados expostos até o presente demons-
traram claramente a ocorrência de um foco
de leptospirose humana por Leptospira wolf-
fii na região do Hôrto Florestal de São
Paulo (sede), em particular nas adjacências
da Vila Iracema Rosa.
O fato relatado pelo paciente A. L. de

que, na pequena coleção de água que existia
no quintal, havia uma preá morta, permitia
se levantasse a hipótese de que teria sido
êsse .animal o vetor da leptospira infectan-
te; todavia, a pesquisa efetuada nos animais
capturados nesse local não confirmou aquela
presunção, embora revelasse alto índice de
presumível infecção por outras leptospiras,
entre as preás, pois, dentre 7 examinadas,
4 mostraram sôro-aglutinações positivas para
L. javanica e L. djasiman, e 1 para L. ictero-
haemorrhagiae.

Foi o exame de roedores que possibilitou
a identificação do verdadeiro vetor da L.
wolffii então isolada nos rins de dois roe-
dores; um, o de n.? 3835, identificado como
exemplar macho de Akodon arviculoides e
outro, o de n,? 3799, que não pôde ser clas-
sificado.
O inquérito sorológico procedido entre

moradores da Rua Iracema Rosa e adjacên-
cias revelou a ocorrência de 5 infecções pre-
gressas por L. wolffii entre 72 pessoas exa-
minadas - incidência de 6,9%, bastante
elevada pois - infecções estas que tiveram
características de benignidade, pois pràti-
camente passaram despercebidas, ou como
uma "gripe" ou como uma indisposição pas-
sageira.
Apenas um paciente, E. B., relatou um

episódio febril com vômitos e diarréia, em
janeiro de 1965, ocasião em que teria tido
icterícia, pois ficou com as escleróticas ama-
reladas.

Faltava apenas isolar a L. wolffii de um
paciente com leptospirose aguda, o que acon-
teceu logo depois, ao isolarmos a referida
leptospira do líquido cefalorraquidiano do
paciente D. A. M., episódio êste que se re-

vestiu de características interessantes. Com
efeito, estávamos na expectativa do apareci-
mento de nôvo caso de leptospirose humana
por L. wolffii para tentarmos então seu iso-
lamento, quando a sôro-aglutinação dêsse
paciente, consultante de ambulatório, foi
positiva a 1 :200 para L. wolffii. Imediata-
mente procuramos o colega de plantão na-
quele Hospital a quem, após encarecer a
importância do caso, solicitamos providen-
ciasse com urgência a remoção e interna-
çâo do paciente D. A. M., recomendando-lhe
que não Iôsse feita medicação antibiótica
alguma, para que pudéssemos no dia seguin-
te tentar o 'isolamento da L. wolffii da hemo-
cultura e inoculaçâo do sangue do cobaio.
Todavia, ao ser internado cêrca das 21 ho-
ras do mesmo dia, o paciente apresentava
estado geral grave, em face do que se im-
punha a imediata medicação, principalmente
a administração de antibióticos, o que' foi
feito na dose de 10 milhões de unidades de
penicilina em sôro glicofisiológico, gôta-a-
gôta por via endovenosa.
Apresentando o paciente D. A. M. sinto-

matologia meníngea exuberante, impunha-se
o exame do líquido cefalorraquidiano com
o qual tentamos a cultura em meios de Flet-
cher e Korthof e a inoculaçâo em cobaio.
A nossa experiência pregressa havia ensí-
nado que as possibilidades de isolamento de
leptospiras são maiores a partir do líquor
do que do sangue, quando o paciente já re-
cebeu medicação antibiótica, o que é de se
compreender em face da resistência da de-
nominada barreira hemo-liquórica à passa-
gem de antibióticos.
E o resultado da cultura do líquor veio

confirmar a nossa expectativa pois foi po-
sitiva para L.wolffii, conforme identifica-
ção posterior, comprovada e retificada pelo
Prof. B. Badudieri, do Laboratório de Re-
ferência da O. M. S., de Roma. Foi esta
a quarta ocasião em que a L. wolffii foi iso-
lada do sangue de um paciente desde a sua
individualizaçâo por Wolff em 1937, quando
a isolou pela primeira vez, na Sumatra; a
segunda e terceira ocasiões, quando dos es-
tudos efetuados entre as fôrças armadas in-
glêsas e norte-americanas em operações nas
selvas da Malasia, Tailândia e Borneo, por
Alexander et alii (1955 e 1957). Por ou-
tro lado, o isolamento da L. wolffii a partir
do paciente D. A. M. ocorre pela primeira
vez no Brasil e nas Américas, que se cons-
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tituem no segundo continente em que sua
existência é assinalada, já que até então só
o fôra na Ásia. Pela segunda vez foi a L.
wolffíi isolada de roedores silvestres; um,
não identificado; o outro, Akodon artn-
culoides.

A incidência da L. wolffii é realmente
muito .pequena pois, desde que a incluímos
entre os antígenos de uso rotineiro, exami-
namos cêrca de 8 120 soros humanos, den-
tre os quais apenas registramos com agluti-
nação positiva para L. wolffii os que assina-
lamos neste trabalho e mais um, relativo a
uma paciente residente em uma fazenda no
município de Ribeirão Prêto, nove ao todo,
por conseguinte.

Os dois doentes A. L. e D. A. M. apresen-
taram quadros clínicos completamente diver-
sos, o primeiro com o clássico quadro de
comprometimento hepatorrenal da moléstia
de Weil, o segundo com quadro de sintoma-
tologia meníngeapredominante, mostrando
mais uma vez a validade da teoria unitária
da pato gênese da doença no homem.

RESUMO

Os autôres registram a ocorrência de
leptospirose por Leptospira wolffií em dois
pacientes, com isolamento da L. wolffií no
líquido cefalorraquidiano de um dêles. Pro-
cedendo a estudos epidemiológicos no local
em que residia um dos pacientes (Vila Ira-
cema Rosa e adjacências - sede do Hôrto
Florestal de São Paulo, Brasil), efetuaram
inquéritos sorológicos entre 150 pessoas, en-
contrando 6 com evidência sorológica de in-
fecção pregressa por L. wolffii. Apresen-
tam inquérito sorológico entre animais
capturados nesses locais. Foi isolada L.
wolffii dos rins de um exemplar de Akodon
arviculoides e de outro roedor não identifi-
cado; esta é a primeira vez em que a L.
wolffii é isolada no continente americano,
segundo continente em que é registrada,
sendo o primeiro, a Ásia; pela segunda vez
é isolada de roedores silvestre.
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LEVANTAMENTO SOROLóGICO DA DOENÇA DE CHAGAS
EM 59 MUNICíPIOS DA ZONA NORDESTE

DO ESTADO DE SÃO PAULO

SEROLOGICAL SURVEY FOR CHAGAS' DISEASE IN 59 COMMUNITIES
FROM THE NORTHEAST PART OF THE STATE OF SÃO PAULO, BRAZIL

OCTAVIO BARACCHINI (2)

ARYOWALOO OoSTA (2)

JOÃO CARlJONI (3)

LINOOLFO CLEMENTE FERNANDES (3)

SUMMARY

ln this paper are presented the results of complement fixation test performed
in 8455 sera obtained from unselected patients living in 59 communitíes in
northeast of the State of São Paulo, Brazíl. In this survey, 17,39% of the sera
reacted wíth methanolie antigen of Trypanosoma -cruei. The referred antigen is
a methanolic extract of T. cruzi heated at a temperature of 1200 C., for 30 minutes.
Thís antigen was found to keep íts specific properties at room temperature and
the isofixation curve with sera from proved cases of Chagas' disease ís consistently
of the type I; therefore, there is not a critical dose of antigen for complement
fixation, permitíng its use in a large and broad zone of dilutions. The T. cruzi
were easily cultivated ín a liquid and heated medium without red cells and
protein precipitates. This medium gives good results in the cultivation of T. cruzi
from infected animals.

INTRODUÇÃO

o presente trabalho reune um levanta-
mento sorológico da doença de Chagas, rea-
lizado em 8 455 soros provenientes de 59
municípios, a maioria pertencendo à zona da
Mogiana; um estudo de um meio de cultura
líquido, esterilizável pelo calor, que foi ajus-
tado e experimentado, tendo sido estabele-
cidas as condições para um crescimento má-
ximo de Trypanosoma cruzi ; e a descrição
de um extrato metanólico de Trypanossoma
cruzi, a-quecido a 120°C, prêviamente tra-
tado pela acetona, que se mostrou apropriado
para uso como antígeno em reações de fixa-
ção de complemento, sendo dotado de sen-
sibilidade e especificidade para o diagnós-

tico da doença de Chagas. Essas caracte-
rísticas, acrescidas da sua estabilidade, mes-
mo em temperatura ambiente, recomen-
dam-no para o uso em saúde pública.

GUERREIRO& MACHADO:t foram os pri-
meiros .a empregar a reação de fixação
de complemento como método sorológico
para o diagnóstico da doença de Chagas.
Êsses autôres empregaram como antígeno,
primeiro, uma suspensão de tripanosomas
obtida por centrifugação de sangue de ani-
-mais inoculados com Trypanosoma cruzi.
Como êsse método fornecia muito pouco an-
tígeno e a obtenção era trabalhosa, os refe-

(l) Trabalho laureado com o Prêmio "Adolfo Lutz" de Ciências Biológicas, Bioquímicas e de
Saúde Pública de 1967.
Realizado no Instituto Adolfo Lutz (Lab. Regional de Ribeirão Prêto) e na Faculdade de
Farmácia e Odontologia de Ribeirão Prêto.

(2) Do Instituto Adolfo Lutz (Lab. Reg. Ribeirão Prêto) e da Faculdade de Farmácia e Odonto-
logia de Ribeirão Prêto .

. (.3) Do Instituto Adclro Lutz (Lab. Regional de Ribeirão Prêto.).
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ridos autôres optaram pelo extrato de baço
de cães infectados e rico em Trypanosoma
cruzi. Desde então, vários outros antígenos
também obtidos de extratos de órgãos de
animais inoculados foram ensaiados (LEÃO 2,

VILLELA ,& BICALHO~\ LACORTE4 e PAT-
TO 5). Foi KELSER<1 quem demonstrou
o valor das culturas de Trypanosoma cruzi
como antígeno para as reações de fixação
de complemento, Após os trabalhos .de
KELSER e com a publicação de novos meios
de cultura para o cultivo do Trypanosoma
cruzi in: uitro, meios difásicos (Novv ,&
MCNEAL7,BONACCI8,SENEKJIE9 e CHANG1<J),
meios líquidos (LITTLE ,&SUBBAROW", SAM-
PATH ,& LITTLE 12, LITTLE ,& OLESON13,
CrTRI ,& GROSSOWICZ1\ WARREN15, BONÉ
& PARENT16, NEAL'& MILES 1\ e BARAC-
CHINI18), novos progressos foram alcança-
dos e antígenos mais específicos, sensíveis e
práticos foram descritos (ROMANA,&DIAS19,
DAVIS'2'0, ROMANA,& GIL2\ MUNIZ ,& FREI-
TAS<:>2 PEDREIRADE FREITAS ,& ALMEIDA2<3,

CHAF~EE, FIFF ,& KENT24
, BATISTA,& SAN-

TOS12,5e BARACCHINI,COSTA'&CARLONI2,6,27).

MATERIAL E MÉTODOS

MEIO DE CULTURA

o meio de cultura que apresentamos é
um meio quimicamente indefinido; na. sua
composição entram sangue e substâncias
extraídas do cérebro, coração e fermentos.
Preparação do meio básico - Colocar

750 em" de água destilada no copo de um
liquidificador. Acionar o aparelho e, aos
poucos, adicionar 100 g de coágulos de san-
gue humano, prêviamcnte colocados sôbre
uma fôlha de papel filtro. Deixar funcio-
nar 0' áparelho durante 20 minutos. A se-
guir, adicionar o conteúdo de um ovo de
galinha à mistura de sangue e ligar o apa-
relho por mais 2 minutos. Passar o líquido
para um balão de vidro de dois litros e au-
toclavar a 115°C, durante 15 minutos ( não
prolongar êste aquecimento). Após a auto-
clavagem, filtrar a quente em papel e refil-
trar as primeiras porções até a obtenção de
um líquido pardo-avermelhado, transparen-
te e sem depósito.

Meio de cultura Meio básico:
1 000 .CIU3; infusão de cérebro e coração
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(Oxoid ou Difco): 37g; extrato de levedu-
ra (Oxoid ou Difco): 5g. Deixar em re-
pouso durante 10 minutos; agitar para dis-
solver. Distribuir 100 ml para cada frasco,
de Roux. Tamponar com algodão e auto-
clavar a 115°C durante 15 minutos (não
prolongar êste aquecimento). O pHdeverá
ser de 7.2 a 7.6. Usando-se produtos co-
merciais "Oxoid" ou "Difco", não será ne-
cessário acertar o pH. Os frascos de Roux
receberam a nossa preferência pela superfí-
cie de aeraçâo que oferecem.

Técnica de cultivo - Repicar o conteúdo
ele um tubo de cultura de qualquer meio
difásico para 1 ou 2 frascos de Roux con-
tendo, cada, 100 ml do meio descrito. Um
bom rendimento de Trypanosoma cruzi co-
meça a partir do 10.° dia de cultivo a 28°C,
porém, êsse rendimento é ainda maior a
partir do 30.° dia. O repique de meio lí-
quido para meio líquido deverá ser feito à
partir do 7.° dia de incubação, na propor-
ção de 10%.

Para o cultivo do Trypanosoma cruzi de
sangue de animais ou humano, a semeadu-
ra na proporção de 10% também é a ideal.

ANTÍGENO

Preparo - O antígeno que descrevemos
é preparado a partir de pó sêco de Trypano-
soma cruzi, amostra B. T., obtido do cultivo
em meio de BARACCHINI18 e obedecendo
à seguinte técnica:

1. Semear a cepa B. T. de Trypanosoma
cruet. em meio de BARACCHINI18 e In-
cubar na estufa a 28"C durante 10 a
30 dias.

2. Adicionar aos frascos de cultura sol. de
mertiolate a 1/1000, na proporção de
5 ml para cada 100 ml de meio decul-
tura. Agitar e deixar em répouso à
temperatura ambiente durante 24 horas.

3. Decantar o sobrenadante e o restante
centrifugar a 3 000 r.p.m. durante 15
minutos.

4. Lavar o sedimento com solução fisio-
lógica, 3 vêzes.

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

6. Triturar o sedimento sêco em gral de
vidro.

7. Colocar 200 mg de pó sêco de Trypano-
soma cruzi em um vidro resistente, de
capacidade para 100 ml e adicionar
60 ml de metanol p.a.. Fechar o vidro
com tampa de borracha, que deve ser
fixada ao vidro com barbante forte ou
mesmo arame.

8. Aquecer na autoclave à temperatura de
120°C durante 30 minutos. Deixar es-
friar e separar o sobrenadante, que
constitui o antígeno.

Estudo - O estudo do antígeno foi rea-
lizado empregando-se a técnica de WADS-
WORTH, MALTANER & MALTANER 28, com
50% de hemólise. O contrôle da anti-
complementariedade foi feito com 2 unida-
des de complemento 50%. As relações quan-
titativas entre sôro chagásico, antígeno me-
tanólico e complemento foram determinadas
pelo método de isofixação de ALMEIDA2'9.

A curva encontrada pertence ao tipo I, sig-
nificando não haver inibição de fixação de
complemento tanto para excesso de sôro,
como para excesso de antígeno. Neste caso,
o antígeno poderá ser usado em excesso
(BARACCHINI, COSTA ,& CARLONI 26).
O antígeno metanólico em reações com

soros chagásicos, parasitolôgicamente com-
provados, mostrou-se específico e sensível,
apresentando uma inclinação de maior valor
na projeção de sôro contra complemento,
quando comparado com outros iá descritos
(ALMEIDA 3'0).
A sua estabilidade à temperatura ambien-

te não apresentou queda demonstrável de tí-
tulo e nem atividade anticomplementar, após
24 meses.

O antígeno metanólico, quando diluído e
conservado em geladeira, não mostrou ins-
tabilidade apreciável.

Elementos da reação - Todos os elemen-
tos da reação empregados em nossas expe-
riências, como: complemento, hemolisina,
hemácias de carneiro, bem como o estudo
da atividade anticomplementar do antígeno
e as curvas de isofixação, obedeceram às

técnicas descritas por PEDREIRA DE FREITAS
,& ALMEIDA 213, PEDREIRA DE FREITAS 31 e AL-
MEIDA29.

Soros humanos - As amostras de san-
gue, num total de 8 455, que serviram para
o levantamento que apresentamos, foram co-
lhidas em 59 unidades sanitárias, de indi-
víduos suspeitos ou não de infecção chaga-
sica, a' maioria pertencendo à zona da Mo-
giana, num período compreendido de 1 de
janeiro de 1966 a 31 de julho de 1967.

Os soros foram separados, inativa dos e
examinados pela" técnica de KOLMER 112 1/5,
por ser a empregada na rotina dos labora-
tórios do Instituto Adolfo Lutz.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O meio de cultura descrito é um meio
prático e que produz um rendimento apre-
ciável de Trypanosoma cruzi. Pelo fato de
ser um meio líquido e sem depósito, é um
dos mais indicados para a obtenção de cul-
turas de tripanosomas sem outras impure-
zas, fator importante na preparação de antí-
genos específicos. O sangue humano em-
pregado, fácil de ser obtido em qualquer

. laboratório de sorologia, representa o apro-
veitamento de material que seria desprezado.

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

Antígeno - Dentre os métodos de labo-
ratório que dispomos para o diagnóstico da
doença de Chagas, a reação de fixação de
complemento é o mais importante e prático.
Assim, o emprêgo de antígenos altamente
específicos, sensíveis e estáveis é do mais
alto interêsse à saúde pública.

À vista dos testes de anticomplementarie-
dade, especificidade, estabilidade e curvas'
de isofixação (BARACCHINI, COSTA ,& CAR-
LONI 26) e dos recentes resultados obtidos
por ALMEIDA 3<', com soros chagásicos pa-
rasitilõgicamente comprovados, O antígeno
que descrevemos é o mais indicado para as
reações de fixação de complemento no diag-
nóstico sorológico da endemia chagásica e
na titulação dos soros positivos.
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Levantamento sorológico - As informa-
ções sôbre as localizações e os índices das
endemias que acometem as populações cons-
tituem importante contribuição às autorida-
des sanitárias, para os trabalhos de erradi-
caçâo,

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

Assim sendo, o nosso objetivo não teve
outro sentido se não o de localizar e esta-
belecer o provável índice da endernia cha-
gásica numa extensa e importante região do
Estado de São Paulo, compreendida por 59
municípios,

Os resultados apresentados no quadro se-
guinte mostram que dos 8455 soros exami-
nados, 1 471 foram positivos na reação de
fixação de complemento para o diagnóstico
sorológico da doença de Chagas. O índice

de positividade foi de 17,39%, o que repre-
senta, com a ressalva acima mencionada,
uma informação da mais alta importância
às autoridades sanitárias do país. A doen-
ça de Chagas foi constatada sorolõgicamente
em todos os 59 municípios dos quais rece-
bemos sangue para exame.

Amostras Não rea-I Reagentes
IReagentes

examinadas gentes %

8455 6984 1471 17,39

Apenas uma publicação de PEDREIRA DE
FREITAS33, com uma breve citação de 1887
exames sorológicos realizados no interior de
São Paulo, foi encontrada.

Abaixo apresentamos a relação dos muni-
cípios onde a endemia chagásica foi cons-
tatada sorolàgicamente.

Relação dos munioipioe
Altinópolis

Ariranha

Barretos

Batatais

Bebedouro

Bento Quirino

Brodosqui

Caconde

Cajobi

Cajuru

Cândia

Casa Branca

Colina

Cravinhos

Descalvado

Divinolândia

Dumont

Franca

Guaíra

Guariba

Igarapava

Ipuá

Ituverava

Jabuticabal

J ardinópolis

Jeriquara

Miguelópolis

Mococa

Monte Alto

Monte Azul Paulista

Morro Agudo

Novo Horizonte

Nuporanga

Orlândia

Patrocínio Paulista

Pedregulho

Pitangueiras

Pontal

PradópolisGuará

30

Restinga

Ribeirão Prêto

Rincão

Sales de Oliveira

Santa Adélia

Santa Lúcia

Santa Rita do Passa Quatro

Santa Rosa do Viterbo

Santo Antônio da Alegria

São Joaquim da Barra

São José do Rio Pardo

São Sebastião da Grama

Serrana

Sertãozinho

São Simão

Tambaú

Tapiratiba

Terra Roxa

Vargem Grande do Sul
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RESUMO

Neste trabalho são apresentados os resul-
tados de um levantamento sorológico para
a doença de Chagas, realizado em 8 45'5
soros procedentes de 59 unidades sanitárias,
obtidos de pessoas sem qualquer exame clí-
nico previo. O índice de positividade foi
de 17,39'%, e representa a contribuição às
autoridades sanitárias do país, para o co-
nhecimento da. atual situação da endemia
chagásica em 59 municípios do Estado de
São Paulo.

Neste trabalho os autôres estudam tam-
bém o comportamento de um meio de cul-
tura líquido, esterilizável pelo calor, isento
de precipitados de proteínas e hemátias, que
pode ser empregado com bons resultados
para a obtenção de culturas de Trypanosoma
cruzi para o preparo de antígenos, bem como
para isolamento de trypanosomas de ani-
mais inoculados ou naturalmente infectados.

Um antígeno metanólico de Try panosoma
cruzi, aquecido à temperatura de 120°C, é
também estudado. Êsse antígeno, nos testes
de anti-complementariedade, especificidade,
sensibilidade e estabilidade, mostrou-se su-
perior aos já descritos, sendo, portanto, o
antígeno mais indicado para as reações de
fixação de complemento no diagnóstico so-
rológico da doença de Chagas, tanto nos tes-
tes qualitativos como nos testes quanti-
tativos.

REFERÊNCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. GUERREIRO, C. ,& MACHADO, A. - Da
reação de Bordet e Gengou na mo-
léstia de Carlos Chagas como elemen-
to diagnóstico. Brasil Méd. 27:225-
226, 1913.

2. LEÃO, A. E. AR1l:A - Do diagnóstico das
trypanosomoses pela reação de des-
vio do complemento. Cienc. Med., R.
de Janeiro. 1S126-234, 1923.

3. VILLELA, E. ,& BICALHO, C. As pes-
quisas de laboratório no diagnóstico
da moléstia de Chagas. Mem. Inst.
Oswaldo Cruz 16:13-191, 1923.

4. LACORTE, J. G. - A reação do desvio
do complemento na moléstia de Cha-
gas. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 20:
197-210, 1927.

5. PATTO, O. - Fixação do, complemento no
bócio endêrníco, An. Fac. Med. Mi-
nas Gerais 2:95-103, 1930.

6. KELSER, R. A. - A complement-fixation
test for Chagas' disease employíng an
artificial culture antigen. Amer. J.
Trop. Med. 16 (4) :405-415, 1936.

7. NOVY, F. G. ,& MCNEAL, W. J. - On the
cultivation of Trypanosoma brucei. J.
Infect. Dis. 1:1-30, 1904.

8. BONACCI, H. - Nuevo medio de cultivo
para el Trypanosoma cruzi. Chagas,
1909. Rev. Inst. Bact., B. Aires 6:
242-247, 1934.

9. SENEKJIE, H. A. - Biochemical reactions,
cultural characteristics and growth
requirements of Trypanosoma cruzi.
Amer. J. Trop. Med. 23:523-531, 1943.

10, CHANG, S. L. - Studies of haemofla-
gellates. r. A semi-solid medium and
fluid medíum with a solid for grow-
ing various species of Leishmania and
Trypanosoma cruzi. J. Infect. Dis.
80:164, 1947,

11. LITTLE, P. A. ,& SUBBAROW, Y.
A practical liquid medium for cul tí-
vatíon of Trypanosoma cruzi in large'
volumes. J. Bact. 50:57-60, 1945.

12. SAMPATH, A. ,& LITTLE, P. - Cultivation
of Trypanosoma cruz i, in liquid me-
dia. J. Bact. 57:265, 1949.

13. LITTLE, P, A. & OLESON, J.. J. - The
cultivation of Trypanosoma cruzi. J,
Bact. 61:709-714, 1951.

14. CITRI, N. & GROSSOWICZ, N, - A par-
t.ialIy defined culture medium for Try-
panosoma cruzi. J. Gen. Microbiol.
13: 273-278, 1955.

15. WARREN, L. G. - Metabolism or Schizo-
trypanum cruzi. J. Par asl t. 46:529,
1960.

16. BONÊ, G. J. Se PARENT, G. - Stearic
acid, an essential growth. factor for
Trypanosoma cruzi. J. Oen. Microbiol.
31 :261-266, 1963.

17. NEAL, R. A. ,& MILES, A. R. - Heated
blood agar medium for the growth
of Trypanosoma .cruzi and some
species of Leishmania. Nature (Lori-
don) 198:210-211, 1963.

18. BARACCHINI, O. - Meio de cultura lí-
quido esterilizável pelo calor para
Trypanosoma cruzí. Rev. Inst. Adol-
ro Lutz 22/23 :91-92, 1962/63.

31



BARACCHINI, O; COSTA,A.; CARLONI, J.; FERNANDES, L. C.-Levantamento sorológico da doenca
de Chagas em 59 municípios da zona nordeste do Estado de São Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lutz
25/27:27-32, 1965/67.

19. ROMAl\tA,C. .& DIAS, E. - Reação de fi-
xação de complemento na doença de
Chagas com antígeno alcoólico do
Schizotrypanum cruzi. Mem. Inst.
Oswaldo Cruz 37(1) :1-10', 1942.

20'. DAVIS, D. J. - An improved antigen for
complement fixation in American
Trypanosomiasis. Pub!. Hlth. Rep.
58:775-777, 1943.

21. ROMAl\tA,C. & GIL, J. - Reacción de fi-
jación de complemento com antigeno
de cultura de S. cruzi en 50'0 sueros
humanos. An. Inst. Med. Reg. Tu-
cumán 1(3) :297-30'4, 1946.

22. MUNIZ, J. & FREITAS, G. de - Contri-
buição para o diagnóstico da Doença
de Chagas pelas reações de imunida-
de. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 41:303-
333, 1944.

23. PEDREIRA DE FREITAS, J. L. & ALMEI-
DA, J. O. - Nova técnica de fixa-
ção do complemento para moléstia de
Chagas. Hospital Rio de J. 35:787-800',
1949.

24. CHAFFEE, E. F., FIFF, E. H. Jr. & XENT,
J. F. - Diagnosis of Trypanosoma
cruzi infection by complement-fixa-
tion. Amer. J. Trop. Med. Hyg] 5(5):
763-771, 1956.

\ 25. BATISTA, S. M. & SANTOS, U. M. -
Antígeno de cultura de Schizotrypa-
num cruzi. Anais do Congresso In-
ternacional sôbre Doença de Chagas,
1963.

26. BARACCHINI, O., COSTA, A. & CARLO-
NI, J. - Emprêgo do calor e do me-

32

tanol no preparo de antlgeno de Try-
panosoma cruzi. Hospital, Rio de J.
68(6):193-199, 1965.

27. BARACCHINI, O., COSTA, A. & CARLO-
NI, J. - Emprêgo do calor à tempe-
ratura de 1200C e do metanol no pre-
paro de antígeno de 'I'rupanosonu:
cruzi. Hospital, Rio de J. 70(1) :97-
10'0', 1966.

28. WADSWORTH, A. B. - Standard Methods
of the Division of Laboratories and
Research of the New York State ·De-
partment.

29. ALMEIDA, J. O. - Isofixation curve as
a method of standardizing quantita-
tive complement-rlxa.tíon testo J. Irn-
munol. 76:259-263, 1956.

30. ALMEIDA, J. O. - Comunicação pessoal.
Resultados obtidos em Washington.
O. M. S., 1967.

31. PEDREIRA DE FREITAS, J. L. - Rea-
ção de fixação de complemento para
diagnóstico da moléstia de Chagas
pela técnica quantitativa. Archos.
Hig. Saúde públ. 16:55-94, 1951.

32. XOLMER & BOERNER - Aproved Labo-
ratory Technic. Copyr'lght by D. AP-
PLENTON. Century CO. Ind., New
Yorl<, 1948.

33. PEDREIRA DE FREITAS, J. L. - Reação
de fixação do complemento para diag-
nóstico da moléstia de Chagas pela
técnica quantitativa: vantagens do
método e sua aplicação em saúde pú-
blica. Hospital, Rio de J. 41(2) :257-
267, 1952.

Recebido para publicação em 31 de outubro de 1967.



Re». Inst. Adolfo Lutz
Lutz 25/27:33-46, 1965/67.

PNEUMONIA INTERSTICIAL PLASMOCITÁRIA PNEUMOCÍSTICA

(PNEUMONIA PNEUMOCíSTICA, PNEUMOCISTIOSE OU DOENÇA
DE yANEK & ]IROVEK)

l\presentação de UDn caso

INTERSTITIAL PLASMA CELL PNEUMOCYSTIS PNEUMONIA
(Pneumonia Pneumocystis, Pneumocystiosis, Vanek & ]irovek Disease)

. Case report

EVANDRO PIMENTA DE CAMPOS

SUMMl\RY

A case of pneumocystie pneumonia is presented and a review of pertinent
literature is made particularly of Chagas's work,

The clínical findings in this case are described and the hístopathology of the
lung is discussed. Consíderatíons are made on the taxonomy and identifícations
of Pneumooustis carinii, and inclusion of pneumonia due to this protozoon among
plasmocystic intersticial pneumonia is suggested.

I - INTRODUÇÃO

As pneumonias intersticiais são alterações
do tecido pulmonar, até certo ponto especí-
ficas, apresentando um quadro histopatolô-
gico bem definido, variável de acôrdo com
O' agente, porém sempre com o mesmo as-
pecto para O' mesmo agente, ainda que êle
não seja identificado. Em geral, apresen-
tam-se como uma alteração intersticial iso-
lada, mas podem estar associadas às pneu-
monias e broncopneumonias bacterianas.

A pneumonia intersticial plasmocitária
pneumocistica; também simplesmente chama-
da pneumonia pneumocística O'Upneumocis-
tiose, foi bem estudada pO'r VANEK .& Ir-
ROVEK 1 que ligaram as alterações pulmo-
nares verificadas em um grupO' de crianças
ao agente etiológico aqui estudado,

Doença própria do prematuro O'U do re-
cém-nascido débil, aparece até aos seis me-
ses de idade, admitindo-se que seja epidê-

mica dentro dos berçários, visto serem en-
contrados, concornitantemente, vários casos
nas maternidades. Admite-se, ainda, que
seu contágio se faz através de alimentos con-
taminados pO'r dejeçôes de ratos portadores
O'Upelo contágio direto, através da secreção
brônquica dos afetados, Acreditamos que,
existindo O' parasito no conteúdo gástrico de
crianças afetadas, corno se demonstra aqui
pela primeira vez, êle poderá ser eliminado
com as' fezes do portador, contaminando O'S
berçários.

Apesar de ter sido visto o parasito pri-
meiramente pO'r CARLOS CHAGAS 2 (1909)
e encontrado também pO'r CARINI3 (1910),
em roedores, foram O'SDELANOE 4 que con-
cluiram tratar-se de um nôvo parasito, dan-
do-lhe o nome de Pneumocystis caruui,
A constataçâo de sua presença em pulmões
de prematuro, entre nós, se reduz a três ca-

(*) Trabalho realizado na Diretoria de Patologia do Instituto Adolfo Lutz (Dr. Evandro Pimenta
de Campos) e no Departamento de Anatomia Patológica da Faculdade de Medicina da U.S.P.
(Prof. Dr. Constantino Mignone).
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sos, incluindo o presente, não acreditando
nós, pois, que essa lesão, causando a morte,
tenha passado despercebida aos brasileiros.

1. AGENTE ETIOLÓGICO

a) Histórico de sua descoberta

A pneumonia pneumocística é produzida
por um protozoário de posição sistemática
ainda não bem aceita. Baseados em seus
caracteres, na classificação de CESARPINTO5,

êsse agente - Pneumocystis carinii - é
um protozoário pertencente à classe Toxo-
plasmidia, ordem Toxoplasmidia e família
Pneumocystidae. A semelhança entre o
Toxoplasma gondii e o Pneumocystis carinii
permite sua inclusão em uma mesma classe
ordem e família com dois gêneros, cada qual
com sua espécie:

Classe Toxoplasmidia Pinto, 1955
Ordem Toxoplasmidia Pinto, 1955
Família Toxoplaemidae Pinto, 1955

Gêneros

1) Toxoplasma Nicolle et Manceaux,
1909

Espécie Toxoplasma gondii Nicolle et Man-
ceaux, 1908

2) Pneumocystidae Delanoe et Dela-
néie, 1912

Espécie Pneumocystis carinii Delanéie et De-
lanôe, 1912.

Êste agente pode apresentar- se sob forma
isolada, com único ou vários núcleos, ou sob
forma de um quisto contendo até oito núcleos
com envoltório próprio. Êste último aspecto
estaria ligado à sua multiplicação.

Foi CHAGAS 2 quem primeiro constatou
êsse agente em pulmão de cobaias; quando
procedia aos estudos sôbre a moléstia que
depois levou seu nome, inoculando sangue
de enfêrmos em macacos calitrix (sagüi ) e
cobaias, chegou à seguinte conclusão:
" ... no homem se observa a presença de
tripanozomas lIO sangue periférico, livres e
incluidos em hematias, variando a forma e
posição do blefaroplasto; no sagüi, se obser-
va no sangue periférico o mesmo dimorfis-
mo que no homem, notando-se ainda a mi-
tose que precederia a divisão "esquizogô-
nica" do parasita" (Fig. 1). Nas cobaias,
cães e outros vertebrados em experimenta-
ção, verificou Chagas a dualidade de forma
dos tripanossomos, para o macho e para a
fêmea. Nos capilares pulmonares das co-
baias infestadas constatou o que êle con-
cluiu ser a "forma esquizogônica dos para-
sitos": êstes, perdendo o flagelo e a mem-
brana ondulante e deslocando o núcleo, so-
frem uma flexão, fundindo-se as extremida-
des, ficando esféricos; núcleo e blefaroplasto
se fundem e entram em multiplicação ou,
separadamente, se dividem, apresentando
em fase final um aparente quisto, com oito
"merozoítos" que, libertados, parasitariam
as hemácias (Fig. 2 e 3).
Posteriormente, vários autôres encontra-

ram formas císticas semelhantes às encon-
tradas . por Chagas, em animais inoculados
com outras variedades de tripanossomo,
Em agôsto de 1910, CARINI3 comunica,

em reunião, à Sociedade de Medicina e Ci-
rurgia de São Paulo, haver encontrado no
pulmão de animais de laboratório formas
de esquizogonia do Trypanosoma lewisii, se-
melhantes àquelas descritas por Chagas.

z 3

Fig. :1 - Formas de Trypanosoma no sangue periférico; em 1, 5, 6 e 7, mitose que prece-
deria a divisão esquizogoníca do parasito, segundo CHAGAS '. Reprod. CHAGAS 2.
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• ., ,
Fig. 2 - Formação de quistos, com 8 parasitos no seu interior; seria a reprodução

esquizogônica, segundo CHAGAS'. Reprod. CHAGAS'.
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Fig. 3 - Quistos de parasitos, alguns ultrapassando a membrana
envolvente. Reprod. CHAGAS2

Em fevereiro de 1911, GASPAR VIANA6

comunica haver encontrado, em esfregaços
de pulmão de cobaias inoculadas com Try-
panosoma gambiense, várias fases de esqui-
zogonia, semelhantes às observadas por Cha-
gas, formas diferenciáveis do S. CTUzi. Em
março ele 1911, o mesmo pesquisador 7 co-
munica o encontro de formas gametogônicas
em esfrégaços de pulmão de animais infes-
tados por Trypanosoma equineo e em esfre-
gaços de pulmão de ratos brancos infestados
por Trypanosoma congolense.

Em 1912, Mr. ,& Mme. PIERRE DELA-
NOE ", referindo-se à comunicação de Ca-
rini sôbre o encontro de quistos em pulmões
de .ratos infestados por Trypanosoma lewisi,
os quais Carini, da mesma maneira que
Chagas e outros, considerava como uma re-

produção esquizogônica dêste tripanossomo,
chegam à conclusão de que se trata de um
parasito diferente; êstes quistos descritos
por Carini eram encontrados em grande
extensão do pulmão, de forma oval, medindo
em média 5 micros de diâmetro, com deli-
cada parede delimítante, de acidofilia acen-
tuada, corando sem dificuldade pelo Ciem-
sa, após fixação adequada. Referem, ainda,
os Delanõe que êste fato foi observado por
Chagas nos pulmões de animais infestados
por Schizotrypanum cruzi; êstes quistos en-
cerram oito elementos que, quando bem de-
senvolvidos, têm aspecto de vermículo em
crescente, dirigido para o meio do corpo,
com pequeno núcleo homogêneo, em volta
do qual existe um halo claro; o citoplasma
é azul, com estrutura alveolar, As inocula-
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ções, em ratos, de material contendo êsses
quistos não provocaram o aparecimento de
tripanossornos na circulação. Examinando,
então, ratos adultos, depois de uma série de
trabalhos, encontraram o parasito em um
lote de 22 ratos não inoculados com tripa.
nossomos. O sangue de vários ratos dêsse
lote, de diversas procedências, foi inoculado
em ratos jovens, sendo negativa a presença
de tripanossomos; porém, os mesmos ratos,
posteriormente inoculados com Trypono-
soma lewisi, apresentaram-no na circulação,
concluindo que os quistos de Carini nada
têm de comum com o Trypanosoma lewisi;
conseguiram, ainda, contaminação intensa
dêsse parasitismo, em animais jovens, com
inoculação, por via respiratória, contendo
êsses quistos. Concluiram, então, que se tra-
tava de um nôvo parasito dos ratos e pro·
puzeram dar-se-lhe o nome de Pneumocystis
caruu, Seus caracteres permitem hoj e elas-
sificá-lo como protozoário, conforme já as-
sinalamos. Êsses quistos não possuem os ca-
racteres de esporos, nem dos quistos da Ei-
tneria. Conseqüentemente, segundo PINTO5,

não pode o Pneumocystis carini ser colocado,
na família das Eimeridae. O trabalho dos
Delanoe, de real importância, veio mostrar
a inexistência da forma esquizogônica do
tripanossorno na Moléstia de Chagas.

Em 1913, ARAGÃOo8,em nota sôbre es-
quizogonia dos tripanossomos, assinala que
numerosos animais que morriam espontanea-
mente nos laboratórios do Instituto "Oswaldo
Cruz" de Manguinhos, livres de infestação
pelo tripanossomo, apresentavam freqüente.
mente, nos esfregaços de pulmão, formas
císticas, com oito corpúsculos no interior,
semelhantes àquelas verificadas por Chagas
e conclue que estas nada tinham a ver com
o ciclo esquizogônico do tripanossomo. ·As·
sinala, ainda que, após esta sua conclusão,
teve conhecimento dos trabalhos de Delanôe
e comenta que Astrogildo Machado, na. re-
gião de Lassance, onde Carlos Chagas fêz
suas investigações, encontrou pneumocistos
em pulmões de diversos vertebrados, con-
cluindo tratar-se de um parasito comple-
tamente inofensivo para o organismo dêsses
mesmos animais.
Ao fazer um resumo sôbre os estudos etio-

lógicos e clínicos da moléstia por êle des-
coberta, CHAGAS9, em 1911, refere que
também no transmissor se verifica uma for-
mação idêntica àquela' encontrada nos ver-

36

tebrados, constituída por "8 unidades", que
corresponderiam à fase esquizogônica do
tripanossomo. No mesmo trabalho, refere o
encontro dessa forma, em pulmão humano
de um indivíduo adulto, falecido na forma
aguda da Moléstia de Chagas. Em 1913,
CHAGAS10 reconhece a inexistência dessa
forma esquizogônica do tripanossomo.

Sucederam-se os encontros de Pneumocys-
tis carinii em pulmões de diferentes verte-
brados. Assim, Aragão, Viana e Chagas'
encontraram-no em roedores. CARINI'&MA·
CIEL11, em 1914, encontraram- no em roe-
dores e outros vertebrados, mostrando que
não era patogênico para êsses animais. Na
Inglaterra, COLES12, em 1914; COLES13, e
PORTER14, em 1915/16, encontraram o pa·
rasito.

Os estudos e citações de achados sôbre o
Pneumocystis carinii permaneceram estacio-
nados até que, em 1938, AMMICH15 des-
creveu uma pneumonia intersticial não sifí-
lítica; em posterior revisão, foi identificada
como tendo por agente etiológico o Pneumo-
cystis carinii.

Em puhnão de criança, foi encontrado na
Bélgica, em 1942, por van der MEER&
BRUG,,6.

O estudo detalhado do parasito foi feito
por VANEK ,& JIROVEK" de Praga, em
sucessivos casos estudados desde 1945 até
1951, quando verificaram em 16 crianças,
falecidas de pneumonia intersticial, a pre-
sença do Pneumocystis carinii, já descrito,
idêntico ao encontrado por Carini.

Os trabalhos dêsses autôres assinalam a
presença de um conteúdo nos alveólos pulo
monares semelhante a um coágulo albumi-
nóide, constituindo a chamada "proteinose"
alveolar, rico em parasitos. As preparações,
coradas pelo P. A. S. apresentaram os para-
ritos envolvidos por uma delicada mem-
brana, muitos dos quais sob .forma de um
quisto, contendo 2, 4 ou 8 corpúsculos. Êsse
material, encontrado também em brônquios
e bronquíolos, era acompanhado de um in-
filtrado intersticial .de plasmocitos. Conhe-
cido o quadro histopatológico e seu agente
etiológico, puderam ser constatados, em tôda
a Europa, vários casos. Foram revistos en-
tão vários casos anteriores, com outros diag-
nósticos, e foi possível constatar- se a pre-
sença do Pneumocystis carinii. Posterior-
mente HERZBERGet alii 17, em 1952, no-
tou a sua presença intercelular. Giese, em
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1953, em um caso de pneumonia intersticial
do recém-nascido, considerou-o um cogumelo
e foi proposto o nome de Blastomiyces pneu-
monie infantum; todavia, parece que os
fungos encontrados em culturas por êle fei-
tas eram contaminações das mesmas. Em
1954, ZANDANELLe.pud li, em 19 casos es-
tudados na Áustria, identifica o parasito
também no sangue periférico, fato êste re-
ferido também por outros autôres, em 1956.
Em 1958, BERDNIKOFF1.8 apresenta um es-
tudo de 13 casos.

O estudo experimental em animais sensí-
veis permite obter esfregaços de parasitos,
o que pode ser aproveitado para estudo de
sua morfologia e de novos métodos de colo-
ração e para a ultramicroscopia. Com o ul-
tramicroscópio, a escola de' HAMPERL 1'9,

em Bonn, Alemanha, demonstrou; em cortes
uItrafinos, a presença dos 8 corpúsculos.

No Brasil, a pneumoniacpneumocistica,
em crianças, foi verificada 'pela 1.", vez por
nós * (documentada no presente trabalho),
e por LUISI2{), em 1958~ por BRlTO&
ENGE2\ em 1962. '

Hamperl é um dos que mais se tem inte-
ressado pelo estudo da,pneuIDoriiapneumo-
cística, tendo feito um estudo histórico sô-
bre a mesma, apresentado. no' 2.0 Congressc
Latino-Americano de, Anatomia. Patólógica,
em São Paulo, 1958. Porém, não fêz cita-
ções relativas aos encontros=por Caríni e
por outros pesquisadores brasileiros. '

Em relação aos trabalhos de Jiróvek eseu
assistente Vanek, "êste .germen havia estado
ante os olhos de todos 68 histopatologistas
por tantos anos, sem que fôsse· notado".

Verificamos, pois, que a identificação do
parasito sempre foi um problema em ana-
tomia patológica e parasitologia. O próprio
CHAGAS9, após quatro anos de publicado
seu genial trabalho, assinala que "dêste mo-
do, apesar de nossa verificação no pulmão
de um caso de tripanossomíase, somos leva-
dos a acreditar que as, formas de protozoá-
rios referidas representam um outro para-
sita e não' o Schizotrypanum cruzi".

b) Identificação '

Morfologia e coloração - O parasito se
apresenta de forma arredondada, alongada

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

pneumonia intersticial por plasmocitos, o
encontro na luz dos alvéolos, brônquios e
bronquíolos de massas espumosas semelhan-
tes a "favos de mel" ou aspecto de "ovos
de rã", contendo corpúsculos dificilmente
identificáveis, em virtude de seu tamanho,
impõe-nos confirmar o diagnóstico de "Pneu-
monia pneumocística". Vários métodos de
coloração podem ser usados; o patologista
avisado, pelo método de rotina, isto é, pela
hematoxilíne-eosina, pode identificar no in-
terioridos alvéolos pulmonares, brônquios e
bronquiolos massas espumosas róseo-averme-
lhadas e peque;nos núcleos, em azul.
A, melhor coloração, em cortes de parafi-

na, obtem-se pelo método de P. A. S. (PEAR-
,SEzn . ftstemétodo é positivo para a mu-
eopolissacaríde na membrana envolvente, que
se apresenta vermelho-púrpura. No interior
dos quistos ou 'na 'espessura dessa massa es-
pumo~a'se encontram, com dificuldade, os
corpúsculos .corados em azul-escuro.
Pelo método -tricrômico de Masson, essa

massa espumosa obtem uma coloração verde-
azulada ; pelo. método de Mallory, em azul;
pela ihematoxilina 'de Mallory, em azul ne-
gro e pelo método de -van Gieson, em ver-
melho acinzentado.
Pelo método de Gram, apresenta-se o pa-

rasito como Gram-negativo.
Pelo Giemsa, os núcleos se apresentam

violeta-escuro com halo claro.
Nos cortes de parafina, os parasitos se

rompem fàcilmente, em virtude da fragili-
dade de sua parede envoIvente; nos casos
suspeitos de pneumonia pneumocística, o
diagnóstico se faz pela coloração da secre-
ção brônquica, que fornece formas mais fà-
cilmente identificáveis. A hematoxilina
forte de Bõhmer fornece bôa coloração para
os corpúsculos. '

Os esfregaços, quando são realizados a
partir de material obtido de pulmões de ani-

(*) A~resentado em Reunião no 2.° Congresso Latino-Americano \ de Anatomia Patológica,
Paulo, 1958.

São

37



CAMPOS, E. P. - Pneumonia intersticial plasmocitária pneumocística. Rev. Inst. Adolfo
Lutz 25/27:33-46,1965/67.

mais, ou de secreção brônquica aspirada de
enfêrmos, mostrarão os parasitos isolados e
sem a massa espumosa envolvente. A mem-
brana envolvente pode ser corada em ver-
melho pelo Giemsa e o núcleo, em violeta-
escuro.
Pela microscopia de fase, nas formas eis-

ticas, nos esfregaços sem corar, os núcleos
aparecem mais escuros.
Pelo método de microscopia de fluores-

cência, utilizando-se a acridina-orange, ob-
tem-se fluorescência positiva para os núcleos,
que adquirem coloração de castanho ao ver-
melho, identificando-se mais fàcilmente as
octadas (VLACHOS<& THAROUNIATIS23, figo4).

pertermia. Discretos sinais serniológicos de
broncopneumonia. O exame radiológico
mostra condensação pulmonar, que se es-
tende do hilo para a periferia dos pulmões.
Há predileção para determinado lobo pul-
monar, notando-se uma transparência variá-
vel, conforme a intensidade da infestação.

O hemograma acusa alteração evidente:
série branca - leucocitose acentuada, de
20 000 até 55 000 glóbulos brancos por ml;
neutrofilia com desvio à esquerda, e basto-
netose alta; presença de metamielocitos;
granulações tóxicas, eosinofilia, variável de
intensidade; linfocitose, com atipia. Na sé-
rie vermelha, anisocitose, poiquilocitose e

F'ig. 4 - Microscopia de fluorescência com esrregaco obtido de
material retirado do pulmão, vendo-se 8 núcleos - octadas
(Acridine-Orange). Reprod. VLACHOS & THAROUNIATIS ".

2. QUADROCLÍNICO

Após um período de incubação da doença,
em média de 40 dias, a criança apresenta
dificuldade em se alimentar, canseira, febre
moderada; febre elevada quando ocorre con-
juntamente furunculose, piodermite e gas-
trenterite. Há taquipnéia, até 120 respira-
ções por minuto, tosse sêca, sinais de asfixia
progressiva e cianose peri-oral, nos dedos e
artelhos. Pode aparecer opistótono. Pulso
rápido e rítmico. Perda de pêso. O exame
físico é pobre em sinais, notando-se na crian-
ça distrofia, dipnéia, cianose 'e discreta hi-
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policromasia; anemia
número de hemácias e
bina.

Como exames complementares para eluci-
dação do diagnóstico, podem ser usados a
intradermo reação e a dosagem de cálcio no
sangue, que apresenta teor elevado. A cul-
tura do material obtido dos bronquíolos é
sempre negativa; a inoculação em animais
sensíveis (roedores) pode dar resultado po-
sitivo, sendo necessário cuidado na seleção
dos animais de lotes livres de parasitos, afim
de evitar falso resultado positivo, pela pre-
existência do pneumocisto.

diminuição do
da taxa de hemoglo-
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a) Diagnóstico diferencial - Deve ser
feito com as seguintes pneumonias: por vi-
rus - adenoviroses, pneumonia primária atí-
pica, varicela, sarampo, psitacose e citorne-
gália, esta última de provável etiologia vi-
rótica; por bactérias - febre tifóide, proces-
sos piogênicos; por rickétsias - febre ma-
culosa e febre Q; por outros protozoários -
leischmaniose visceral; por fungos - histo-
plasmose, aspergilose, actinomicose e monilha.

b ) Tratamento - Os antibióticos e sul-
famidas não se têm mostrado eficazes. Por
se tratar de um protozoário, poderão ser
experimentados os antimoniais, a Atebrina,
Plasmo quina, Aralen, Paludrina, quinino e
outros protozoocidas. Há boas referências
sôbre a ação do cloranfenicol. Os indiví-
duos adultos, em tratamento pela cortisona,
podem apresentar uma' exacerbação no cres-
cimento do pneumocisto que se encontre la-
tente em seu organismo.

3. QUADRO ANATOMOPATOLÓGICO

Pulmões

a) Exame ITUtCroscop~co- Os pulmões
afetados se apresentam bem armados, de
consistência aumentada, com diminuição da
crepitação, pleuras lisas e brilhantes. A su-
perfície de corte, de coloração vermelho-es-
cura, com áreas acinzentadas, fornecendo,
pela compressão, pequena quantidade de lí-
quido pouco arejado, notando-se áreas enfi-
sematosas e áreas de colapso. Não se obser-
va friabilidade acentuada, como a verificada
nos focos broncopneumônicos, por bactérias;
porém, o exame macroscópico nos dá a im-
pressão de broncopneumonia.

b ) Exame microscópico - Chama a
atenção, inicialmente, o espessamente difuso
dos septos interalveolares, à custa principal-
mente de um infiltrado inflamatório de plas-
mocitos e Iinfocitos, e algumas células mono-
nucleares e histiocitárias; em alguns casos,
os plasmocitos são raros, predominando cé-
lulas mononucleares, como no caso descrito
por LUISI :21. São encontradas áreas de en-
fisema e áreas de colapso. O epitélio de re-
vestimento dos alvéolos se apresenta hiper-
plasiado e suas células, descamadas na luz
alveolar. Importante para o diagnóstico é
o conteúdo da luz aloeolar, dos brônquios e
dos bronquiolos ; êsse conteúdo é formado

por um material espumoso, que se cora em
róseo, pela eosina, que pode dar um aspecto
de exsudato albuminóide, descrito como
"proteinose alveolar". O exame cuidadoso
mostra que essa massa' tem aspecto de "favo
de mel" ou de "ovos de rã", sendo consti-
tuída por pequenas vesÍculas, claras, algu-
mas das quais apresentam um ou mais cor-
púsculos basófilos em sua parte central; con-
forme o' plano ótico, muitas vesículas se
apresentam vasias. A massa espumosa cir-
cundante constitue o conjunto de Pneumo-
cystis carinii; êstes parasitos são arredonda-
dos ou ovóides, apresentando um, dois, qua-
tro ou oito corpúsculos, dificilmente identi-
ficáveis nos cortes. No conteúdo alveolar,
não se encontram fibrina ou neutrófilos; po-
dem ser encontradas células fagocitárias e
lipofágicas. O método de P. A. S. facilita
a identificação dessas massas de parasitos,
apresentando colorações bastante eluoida-
tivas.

Ir - REGISTRO DO CASO

Observação onatomoelinica

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

História da moléstia atual - Oito dias
antes da internação, tosse sêsa, dispnéia e
tiragem intercostal; há 6 dias, agravamento
do quadro, com cianose, aumento da disp-
néia, Medicado com penicilina, sem me-
lhora.

Antecedentes - Prematuro de 6 meses,
pesando 2,130 kg, ao nascer, Freqüentemen-
te apresentava o "peito atacado", com qua-
dro semelhante ao atual.

Exame físico geral e especial - Tempe-
ratura, 37,5°C. Freqüência respiratória 60/m.
Pêso, 2,500 kg. Mau estado geral. Distró-
fico, dipnéico, tiragem intensa. Tosse sêsa,
Cianose nas unhas, nos lábios e perioral.
Pulmões: murmúrio vesicular nos ápices e
bases; hipersonoridade; estertôres finos no
ápice direito e têrço médio do hemitórax
direito; taquicardia.

Evolução - Durante 20 dias de interna-
çâo, o paciente permaneceu inalterado, com
respiração arrítmica, roncos disseminados
nos pulmões. Desde o primeiro dia de sua
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internaçâo foi tratado com terramicina, pe-
nicilina, nebulização contínua, adrenalina,
soluto fisiológico, lobelina e Ampletil. A me-
dicação feita não teve resultado benéfico.

Raio X - Enfisema pulmonar e opacifi-
caçâo muito discreta do lobo superior di-
reito.

Necrópsia - Indivíduo em precárias con-
dições de nutrição, medindo 46 em e pe-
sando 2,500 kg. Cianose nas extremidades;
linhas epifisiárias bem formadas. Cabeça,
pescoço e cavidade toráxica sem alterações.
Coração, fígado, rins e baço, macroscopica-
mente sem alterações importantes. O estô-
mago, com pregueamento bem nítido da mu-
cosa. O exame histopatológico do baço ape-
nas revelou hiperplasia de células mononu-
cleares. Os outros órgãos, excetuando-se os
pulmões, nada mostraram.

Pulmões

Exame macroscôpico - Apresentam-se ar-
mados, volume e forma conservados. Con-
sistência aumentada. Crepitação diminuída.
Superfície externa róseo-clara. Superfície
de corte rósea, com áreas claras, mais con-
sistentes, fornecendo, pela compressão, lí-
quido arejado. Nas bases e ápice direito,
líquido ligeiramente turvo.

Exame microscápico - Foram feitas vá-
rias preparações microscópicas, obtidas de
fragmentos retirados de vários pontos do
pulmão. Inicialmente foram coradas pela
hematoxilina eosina, como método de rotina
e, posteriormente, pelo P. A. S. O quadro
histopatológico encontrado é idêntico em tô-
das as preparações, notando-se um espessa-
mento difuso dos septos interalveolares, di-
minuindo a luz alveolar em alguns pontos;
em outros, pequenas áreas de enfisema.
Êsse espessamento é produzido por intenso
infiltrado de células, em sua maioria cons-
tituído de plasmocitos bem formados, notan-
do-se, ainda, células mononucleares e alguns
linfocitos; não se encontram neutrófilos.
Pode ser encontrada uma ou outra célula
em mitose. Os capilares estão dilatados e
congestos. A quase totalidade dos alvéolos
apresenta a sua luz cheia de um material
corado em róseo, de aspecto espumoso, como
se fôsse pequenas "bôlhas de sabão" ou "favo
de mel" (Figs. 5, 6, 7 e 8). Êste mate-
rial contido na luz alveolar bronquial e bron-
quiolar é positivo pela coloração pelo
P. A. S. (Figs. 9, 10, 11 e 12) e apresenta-se
como vesiculas vazias ou dilaceradas, poden-
do ser notada, com o manuseio do micrô-
metro, a presença de um núcleo escuro, ba-
sófilo, arredondado ou alongado, dando ao
conjunto o aspecto de "ovos de rã". Êstes

Fig. 5 - Corte de pulmão - Espessamento dos septos interalveolares;
alvéolos cheios de massas eosínófílas (H. E.). 65 ».

40



CAMPOS, E. P. Pneumonia intersticial
Lutz 25/27:33-46, 1965/67.

plasmocitária pneumocística. Rev. rnst. Adolfo

Fig. 6 - Corte de pulmão - Alvéolo pulmonar contendo massas es-
pumosas com quistos e núcleos - Pneumocystis carinii. Detalhe do
revestimento da parede alveolar, células em mitose (M), septos ricos

em plasmocítos (H. E.). 1000 x.

Fig. 7 - Corte do pulmão - Alvéolo pulmonar com massas espumosas consti-
tuídas por quistos aglomerados, notando-se halo claro, núcleo ou núcleos

(H. E.). 1000 x.

núcleos dificilmente são visíveis, passando
despercebidos ao exame superficial; um
exame com objetiva de imersão (1000 X)
mostra com maior detalhe essas formações,
podendo ser verifica das vesículas claras bem

delimitadas, algumas contendo núcleo. Em
meio a essa massa podem ser encontradas
células de revestimento alveolar descamadas
e algumas células plasmocitárias. A parede
alveolar apresenta·se com epitélío alto e hi-
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F'ig. 8 - Corte de bronquíolo - Na luz, massa de Pneumocystis cannn e
células descamadas; parede com acentuada hiperplasia de suas

células (H. E.). 160 x.

Fig. 9 - Corte de pulmão - Alvéolo pulmonar contendo massas espumosas,
P. A. S. positivo. Espessamento dos septos interalveolares por células

plasmocitárias e alguns linfocitos (P. A. S.). 160 x.

perplasiado, em alguns pontos totalmente
descarnado; no alvéolo, notam-se hemácias
livres e várias células histiocitárias contêm,
em seu interior, parasitos. Os brônquios
apresentam epitélio de revestimento bem for-

mado, e sua luz contém a mesma formação
encontrada na luz alveolar: massa de Pneu-
mocystis carinii constituídas por aglomera-
dos de quistos íntegros ou dilacerados, en-
cerrando raramente núcleo ou nucléolos, cé-
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Ftg. 10 - Corte de pulmão - Alvéolo pulrnonar contendo massa de
1-'neumocystis carinii, P. A. S. positivo, notando-se o aspecto de "favo de

mel», quistos e alguns núcleos (P. A. S.). 1000 x.

Fig. 11 ~ Corte de putmão - Alvéolo pulmonar:.massas espumosas consti-
tuídas por acúmulo de Pneumocystis carinii, P. A. S. positivo, notando-se, em

alguns, núcleo central (P. A. S.). 1000 te,

lulas descamadas e apreciável quantidade
de hemácias, Os hronquíolos se encontram
obstruídos por conteúdo idêntico ao dos
brônquios, com epitélio bastante hiperpla-
siado e também descamado, algumas células
se encontram hipertrofiadas. Ausência de

exsudato purulento e presença de células
histiocitárias contendo parasitos.

A coloração pelo P. A. S. mostra o con-
teúdo alveolar e bronquial corado em ver-
melho-púrpura, demonstrando sua positivi-
dade para mucopoliseacarideo,
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Fig. 12 -' Corte de pulmão - Alvéolo pulmonar com massas constituídas por
acúrnulo de Pneu-mocnjsti« carinii, P. A. S. positivo. Outro campo, com

ampliação para maior detalhe (P. A. S.). 1000 x cl ampliação.

Estômago acúmulo de Pneumocystis carinii, deglotidos
pela criança, provàvelmenteelimináveis pe-
las fezes. Êste achado é pela primeira vez
descrito na literatura sôbre o assunto
(Fig. 13).

Exame microscópico - O exame histopa-
tológico do estômago mostra um depósito
sôbre a mucosa gástrica, constituído por

Fig. 13 - Corte de estômago - Mucosa gástrica bem conservada, com depósito
contendo massas de Pmeu mocgstí« carinii (H. E.). 160 x.
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m ~ DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

o presente caso é o primeiro constatado
em um total d~51 300 autópsias realizadas
no Departamento de Anatomia Patológica
da Faculdade de 'Medicina da U: S. P.' e
Hcspitaljlsolamento "Emílio Ribas" ..

Trata-se de um prematuro, gestação de 8
meses, com 2 meses de idade, apresentando
sintomas' dehronquiolite, com cíanose irre-
versível e morte por asfixia, apesar de ins-
tituído o tratamento anti-infeccioso; e oxigê-
nio. A pouca idade do paciente .~ 2 me-
ses - chama a atenção no presente caso.
As pesquisas histopatológicas para o lado
dos pulmões t). do estômago demonstram a
presença do Pneumocystis carinii: nos pul-
mões, apresenta. se como vesículas reunidas
em massa eosinófila, na qual podem ser no-
tados os núcleos; êste material é positivo
pela coloração pelo P. A. S.

Pela primeira vez se encontra o parasito
na cavidade gástrica, devendo pois conclu-
ir-se que, nos berçários, a' contaminação
pode ser feita através de fezes contaminadas;
pela segunda vez, foi demonstrada a sua
presença em células histiocitárias.
Um exame de rotina bem conduzido po-

derá surpreender a presença do Pneumocy s-
tis carinii, quando existente, em casos de
pneumonias intersticiais.

RESUMO

É apresentado um caso de pneumonia
pneumocística, com revisao da literatura
pertinente, particularmente dos trabalhos de
Carlos Chagas e de brasileiros. Os dados
clínicos dêste caso são descritos e discutidos
os achados anatomopatológicos. São feitas con-
siderações sôbre a taxionomia e a identifi-
cação do Pneumocystis carinii e a inclusão
da pneumonia devida a êste protozoário en-
tre as pneumonias intersticiais plasmocitá-
rias. Pela primeira vez é identificado o pa-
rasito na cavidade gástrica e confirmada
sua presença no interior de células histio-
citárias.
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HISTOPATOLOGIA DO FíGADO NA FORMA FATAL FULMINANTE
DA HEPATITE INFECTUOSA *

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

EVANDRO PIMENTA DE CAMPOS

SUMMARY

For the first time, forty sporadic cases of non epidemic infectious hepatitis
of fulminant fatal form have been studied, according to Lucké & Mallory's
criteria (1946).

The concept of subacute form ís limited to the 50 called precocious subacute
hepatitis (Stokes & Miller, 1946), that ís, at the early stage of the .evolutíon and
wíthout cirrhotic alteratíons.

It is presented also a study of the degeneration, necrosis and regeneration
of the liver cells, the bile duct proliferation, the sinusoidal appearance, the inters-
ticial infiltratíon, arteríes and veíns and retícular frame.

INTRODUÇÃO

A freqüência da hepatite infecciosa vem
gradativamente aumentando em todo o mun-
do, preocupando seriamente as autoridades
sanitárias que têm promovido reuniões de
especialistas a fim de traçarem normas para
seu combate e sua profilaxia; o uso cres-
cente da via parenteral na aplicação de in-
jeções com seringas não autoclavadas e na
transfusão de sangue humano e hemoderi-
vados, tem contribuído de maneira acentua-
da para êsse aumento. A doença, freqüente
em aglomerações, é epidêmica nos quartéis,
escolas e internatos. O contágio oro-diges-
tivo é de grande importância.
Dois são os tipos de hepatite infecciosa:

1) Hepatite infectuosa - Hepatite por
vírus A, hepatite por vírus IH (infectious
hepatitis) ou hepatite infecciosa.

2) Hepatite de sôro homólogo ~ Hepa-
tite por vírus B, hepatite por vírus SH
(serum hepatitis).

São clinicamente idênticas, porém, causa,
das por vírus diferentes e de diferentes mé-
todos de contrôle. O quadro anatomopato-
lógico é idêntico em ambas, não se diferen-
ciando histopatológicamente. Não há teste
laboratorial para diferenciar os dois tipos
de hepatite. O diagnóstico diferencial en-
tre a hepatite infecciosa e as outras hepati-
tes é facilitado pela punção-biôpsia hepática.
As denominações usadas para as "hepati-

tes por vírus (IH e SH)" são as mais di-
versas, originando, por vêzes, confusão. As-
sim, encontramos na literatura os têrmos
hepatite infectzwsa, hepatite epidêmica, he-
patite .infecciosa, hepatite de sõro homólogo,
hepatite viral IH, Doença de Botkin, têrmo
usado pelos russos em homenagem a êsse
pesquisador, e icterícia catarral ..

O têrmo hepatite epidêmica não define
que a moléstia também é endêmica e es-
passada. O têrmo hepatite infecciosa define
a origem infecciosa da afecção: hepatite
pelo vírus IH e SH. O têrmo hepatite de

* Trabalho realizado na Diretoria de Patologia do Instituto Adolfo Lutz (Dr. Evandro Pimenta de
Campos) e no Departamento de Anatomia Patológica da Faculdade de Medicina da uni-
versidade de SM Paulo (PrQ,f.çQnsta,nt1n9Mignone),
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sôro homologo não é fiel, pois o vírus é en-
contrado também no sangue total e deriva-
dos e não somente no sôro sangiiíneo. Por
outro lado, a hepatite por vírus/H pode
apresentar @ vírus no sôro sanguíneo ttser
transmitida também por via parentera!.
A icterícia catarral, denominação usada por
Wirshow, têrmo inadequado que ainda per-
manece, define a forma benigna da infec-
ção. EpPI!VGER" 1952, estudando as he-
patites, denominou a icterícia catarral de
icterícia parenquimaiosa ou simplesmente
hepatite; esta denominação foi generalizada
como hepatite aguda.

Apesar de .0 "Expert Committee on Hépa-
titis" da Organização Mundial de Saúde 2,

em 1953, ter adotado as denominações He~
patite P'"> vírus A e. Hepatite por vírus B,
clinicamente ainda são usados os têrmos
hepatite infecciosa. ou infectuosa ou, sim-
plesmente, hepatite, para as hepatites provo-
cadas especialmente pelos vírus A e B.

Considerações gerais - As alterações
anatomopatológicas encontradas nos casos
fatais de hepatite infecciosa mostram a gra-
vidade da doença. Numerosíssimos são os
casos com sintomatologia muitas vêzes des-
percebida. O estado clínico do doente e as
provas de função hepática são reflexos da
intensidade do comprometimento hepático,
permitindo classificar a doença em:

a) Hepatite aguda benigna'

b) Hepatite aguda forma fatal fulmi-
nante

c) Hepatite crônica (cirrose pós- necró-
tica ou cirrose tóxica).

A persistência do vírus A ou B no orga-
nismo humano condi cio na a cronicidade da
doença. Material infectante - fezes e uri-
na c....C. contento o vírus A produz a hepatite
após 15 a 40 dias de incubação, seja por
administração oral, seja por viaparenteral.
Material contendo o vírus B somente produz
· a doença quando administrado por via pa-
· renteral, após incubação de 60 a 160 dias.
Algumas observações mostram que. há pos-
sibilidade de pessoas infectadas pelo vírus

:.A,' vários meses após a-cura clínica, sem sin-
tomas clínicos, portanto, transmitirem por

.' via parenterala infecção. Q vírus B foi en-
·contradanosangue, apôs 5 anos, em indiví-
duos com cirrose hepática. Est~dos . epide-

'5'48

rniológícos e experimentais mostram que a
maioria dos indivíduos que foram afetados
pelo vírus A apresenta imunidade somente
ao' vírus A, mas não ao vírus. B. A' gama-
glóbulina humana é ativa contra a infecção
pelo vírus A e pouco ativa contra o vírus
B. Por outro lado, náohá imunidade cru-
·zada entre os dóis vírus, podendo um indi-
víduo que foi acometido de hepatite pelo
vírus A ser contaminado pelo vírus B.
O sangue de convalescentes .acometidos pela
infecção pelo vírus B apresenta pouca eVI-
dência de anticorpos específicos para êsse
vírus.
:Os agentes comumente usados como an-

tissépticos - álcool, éter, certos agentes quí-
micos - não têm efeito sôbre o vírus A e
vírus B,. O vírus A, no sôro e nas fezes, so-
brevive ao aquecimento a50°C;:durante 30
minutos; congelado, permanece vivo, ativo,
durante um .ano a um ano' e meio na tem-
peratura de - 10' a - 20°C. Suporta ainda'
a cloração da água, na proporção de cloro
1/1 000 000, por 30 minutos. O vírus B,
no sôro, sobrevive ao aquecimento a 60°C
por uma hora e permanece ativo por 4 anos'
e meio à temperatura de - 10 a - 20°C e,
quando dessecado, na temperatura ambiente,
é ativo por um ano; resiste ao fenol, éter a
0,5'%; no sangue, com 0,2% de tricresol,
ainda permanece ativo; é inativa do em al-
bumina humana, após 10 horas, a 60°C.
A irradiação no plasma e a ação de ultra-
violeta não inativam o vírus.

Vários animais podem apresentar hepati-
te infecciosa, havendo: um vírus específico
que afeta certas espécies - a hepatite do
camundongo (MHV),hepatite contagiosa do
cão de Rubarth (Suécia), a . hepatite dos
carneiros do Rift Valley (África) e a hepa-
tite dos cavalos (África do Sul, E. U. A. e
Noruega) , esta última. já··· provadamente
· transmissível ao ao homem.

A hepatite infecciosa, que compromete
·principalmente j ovens e adultos, tem a sua
cura completa em média no período -de 6
semanas. Em numerosos casos envolue para
cirrose, conduzindo à ·invalidez. A sua mor-
talidade atinge. 1/1000.

Nas epidemias de Hepatites (IHe SH),
deverão ser tomadas medidas profiláticas,
localizando o material infectante - seringas

· contaminadas, soros, vacinas, hemoderíva-
dos, água.. fezes etc.; sua gravida,ge exige
.notificação .compalsõríaeepois seurcentrôle é
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problema de Saúde Pública. O "Comité
OMS d'Experts de l'Hépatite" 3, em 1964,
sugere medidas profiláticas e insiste na no-
tificação compulsória.

Forma fmtal ~ Nos casos fatais da mo-
léstia - hepatite fatal (SNAVELY\ 1950)
- LUCKÉ ,& MALLORYõ, 1946, consideram
dois grupos distintos: .forrna fulminante aguda
e subaguda, "

Lucké& Mallory descreveram casos in-
termediários entre pacientes que sobrevive-
ram de 10 a 19, dias, uns com lesão histo-
lógica hepática iJ.~.diSting,UíVe,I,da forma ful-
minante e outros'~,mais freqüentes, em que as
lesões foram sim'.t,lares às da forma subagu-
da. Está claro ~ue, se levarmos em conta
a ausência ou presença de degeneração, ês-
tes casos intermediários podem ser incluí-
dos, de modo definido, seja na forma fulti-
nante aguda (sem regeneração) ou na for-
ma subaguda (com regeneração).

Uma revisão cuidadosa dos trabalhos sô-
bre a forma subaguda mostra casos de cir-
rose post-necrótica (hiperplasia nodular
múltipla) .

No presente trabalho analisamos apenas
os casos de hepatite infecciosa forma fatal
fulminante, aguda e subaguda (correspon-
dente à chamada hepatite subaguda precoce
de STOKES & MILLER'6), no início de sua
evolução, sem alterações cirróticas.

MATERIAL E MÉTODOS

Estudamos 40 casos esporádicos, fatais,
ocorridos no Hospital das Clínicas da Fa-
culdade de Medicina da U. S_ P. e no Hos-
pital de Isolamento "Einílio Hibas", sendo
28 da forma aguda e 12 da forma subaguda.

A análise foi feita sob o ponto de vista
anatomopatológico: aspectos macroscópicos
e histopatológicos do fígado, salientando os
fatos mais evidentes e de maior importân-
cia e chamando a atenção para as particula-
ridades.

Em todos os casos foram, retirados, para
exame histológico, fragmentos de váriaszo-
nas dos lobos hepáticos. Os aspectos ana-
tomopatológicos mais característicos foram
fotografados.

São os seguintes os achados necroscópicos,
resumidos dos relatórios:

1. Estudo macroscápico

Nos casos fatais de curta duração, quando
a morte ocorre em menos de 10_: dias, o fí-
gado se apresenta de forma conservada, em
geral, de volume e pêsc pouc(l. reduzidos,
com a superfície externa deçolnração ver-
melho-acastanhada e cápsula, 'ligeiramente
enrugada. '

A superfície de corte. tem 'c.ôf vermelho-
púrpura, difusa, com,.ltib111aç,ãq, apagada,
apresentando; por vêzes,pequen~s manchas
hemorrágicas (Fig. 1). ÊIlla,lguns casos,
apresenta um aspecto semelhante ao da con-
gestã0passiva crônica (asp~ct()~e noz-mos-
cada) .As vias hiliares üitra;e;extr§l:"i~epá-
ticas são permeáveis, sem dilataçQ.esf~:' .

A vesícula biliar é em geral tJnsa, de' su-
perfície externa lisa, paredés fiüás, às vêzes
edemaciadas, apresentando em sua luz biIe
esverdeada e de .aspecto viscoso. A mucosa
em geral se apresenta deaspecto aveludado.

Nos casos fatais de duração mais prolon-
gada, quando a morte ocorre depois de 10
dias de doença, portanto numa fase suba-
guda, o fígado é de tamanho e pêso reduzi-
dos e forma alterada.

A superfície de corte do fígado apresenta
aspecto de baço, coloração> irregularmente
avermelhada e áreas amareladas esparsas ;
a lobulação hepática em parte desaparecida
e áreas de regeneração hepática (esbôço de
pseudo lóbulos) ~

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

2. Estudo microscópico

a) Forma fatal fulminante aguda - Nos
casos em que o. indivíduo faleceu em plena
fase aguda (menos de 10, dias), o exame
microscópico mostra a lobulação conserva-
da, porém de difícil delímitaçfio, podendo
ser observados, em suas primitivas posições,
os espaços porto-biliares e a veia centro-Io-
bular (Fig. 2). As células hepáticas mos-
tram-se destruí das na quase totalidade dos
lóbulos, desaparecendo a trabeculação
(Fig. 3; vide também Fig. 4, a e b). Em
alguns lóbulos permanecem hepatocitos no
centro e na periferia, apresentando intensos
processos degenerativos. Assim, encontra-
mos células aumentadas de volume, com
núcleo em regressão, picnótico ou já frag-
mentado, ou ausente; numerosas gotículas
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A

B

Fig. 1 - A) Aspecto da superfície de corte de fígado, na hepatite in-
fecciosa, forma fatal fulminante, em adulto, menos de 10 dias de evolução.
B) Superfície de corte de fígado, hepatite infecciosa, forma fatal sub-aguda;

área de regeneração e de colapso do parenquima hepático:
em criança de 3 anos.
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Fig. 2 - Forma fatal fulminante aguda: desorganização da trabeculação
hepática; agrupamento de células conservadas; conservação das posiçoes

primitivas das veias centro-Iobulares e espaços-porta. (H. E.). 63 x.

Fig. 3 - Forma fatal fulminante aguda: intensa destruição dos hepato-
citos, proliferação precoce de canalículos biliares. EPF - espaço porto-

biliar; VCL - veia centro-Iobular. (H. E.). 160 x.
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A B

Fig. 4 - Fígado normal, para comparação com as F'Ig. 2 e 3. (H. E.).
A) aum. 60 x; B) aum. 160 x.

de gordura no cítoplasma caracterizam a es-
teatose degenerativa (Fig. 5).

Há discreta retenção biliar em algumas
células. Outras apresentam-se eosinófilas,

arredondadas ou ovóides, com ou sem nú-
cleo, com os característicos corpúsculos de
Rocha Lima - Councillman idênticos aos
encontrados na febre amarela (Fig. 6).

Ffg. 5 - Forma fatal fulminante aguda: pequena destruição hepática. Pro-
cessos degenerativos da célula hepática. (H. E,), 4QQx,
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Fig. 6 - Forma fatal fulminante aguda: infiltrado inflamatório; células rnul-
tinucleadas e necrose eosinófila (corpúsculos de Rocha Lima

Councilman - CRL-C). (H. E.). 160 x.

Nos espaços de Kiernan, há proliferação
precoce de canalículos biliares neoforrnados,
apresentando-se sob a forma de cordões ce-
lulares, com luz em esboço, ou evidente; al-
guns apresentam em seu interior elementos

celulares inflamatórios e grânulos eosinó-
filos. Os canalículos não obedecem a uma
orientação determinada, são irregulares e
alguns penetram no interior do lóbulo he-
pático (Fig. 7).

Fig. 7 - Forma fatal fulminante aguda: proliferação precoce de cana-
Iículos bíllares. (H. ).) 160 x.
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Notam-se pequenos focos hemorrágicos
oriundos q~dtsintegração capilar, juntamen-
te com elelbentos inflamatórios e finos grânu-
los pardacentos com caracteres de lipofuc-
sina. Osieapilares sinusóides entram em co-
lapso com o endotélio tumefeito, às vêzes in-
terrompido e também descamado na luz; na
luz dos capilares conservados encontramos
histiocitos, plasmocitos e linfocitos ao lado
de outros mononucleares. Os neutrófilos
pràticamente 'não existem.

O infiltrado inflamatório nos espaços por-
to-biliares é grande e constituído preferen-
temente por linfocitos e plasmócitos e raros
histiocitos; raros neutrófilos I§ eosinófilos
(Fig. 8).

contramos vacúolos e células. Êste quadro
- arteriteserosa ..,.....'é pouco acentuado.

O retículo da arquitetura hepática está
conservado, mostrando que o agente infec-
cioso tem ação epiteliolitica-j Fig. 10) e não
desmolítica.

O tecido conjuntivo não apresenta alte-
rações.,

Em 'alguns casos de hepatite da forma
fatal fulminante nota-se no citoplasma das
.células hepáticas uma substância eosinôfila
de aspecto hialino; em outros, quando o
fígado está rmais intensamente alterado, a
veia .centrolubular ta'thbémestá profunda-
mente alterada, de difícil individualizaçâo,

'Fig. 8 - Forma fatal fulminante aguda: Jnrütrado inflamatório Iínfopl asmo-
citário. L, ünro: PI, plasmocitário:;,MN, cáluj as mononucleares: Mtn,

células mul tlnucleadas. (H. E.). 160 x.

As veias centtolobulares e veias dos;espac
ços de Kierrnan estão' menos inter:samente
afetadas e apresentam-se com-as paredes in-
filtradas por elementos inflamatórios variá,
veis, e oendotélio às vêzes altc (Fig.,,9);
êste quadro - flebite agtula >. não é cons-
tante.

As artérias de pequeno calibre. (Ias espa-
ços porto-biliares se apresentam c6mpilxe-
des espessadas, mais eosinófilas do que nor-
malmente, com núcleos íntegros, endotélio
alto, descontinuce também descamado. Na
intimidade da camada média, raramente en·
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com suas paredes sem limites precisos, en-
contrando-seuminfiltrado .Iinfo-plasmono-
citário dispósto em mangjíito. O' retículo
neste càsov.se apresenta em alguns pontos
destruí do. 'Em outrm~9asps, observa-se a
predominância de moitonucleares ou células
binucleadas.

Na forma aguda, dentrocl'o quadro geral
histopàtológico acima descrito, podem apa-
recer outras pequenas variações resultantes
do grau de intensidade da lesão hepática.
A ·.degeneração :hidrópica é também obser-
vada.
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F'Ig. 9 - Forma fatal fulminante aguda: inflamação da parede da veia
centro-tobuíar (flebite aguda). (R. E.). 160 x.

Fig. 10 - Forma fatal fulminante aguda: conservação da trama. reticular
(Método de Gomori para rettcuto) . (H. E.) 400 x.

b) Forma fatal fulminante subaguda ~
Nestes casos o indivíduo falece, em geral,
entre o 10.0 e o 20.0 dias de doença.

Ao exame. microscópico o lóbulo hepático,
na maioria dos casos, está intensamente al-

terado. A presença da veia centro-Iobular
e dos espaços de Kierman em seus primiti-
vos lugares delimitam o lóbulo que foi des-
truido. Notam-se ilhotas de células conser-
vadas, algumas volumosas, com dois, três ou
mais núcleos, com o nucleólo e cromatina
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frouxa. O citoplasma é claro, eosinófilo e
finamente pulverulento. Grande número de
outras células encerram no citoplasma gros-
seiras granulações esverdeadas e pigmento
biliar, vacúolos citoplasrnáticos e esteatose
degenerativa (Fig. 11). Êsses grupos mos-

tram tendência a formar pseudo-lóbulos
(Fig. 12, 13 e 14). As alterações vascula-
res-capilares, veias e artérias são as mesmas
encontradas na forma aguda. O ínfiltrado
inflamatório é idêntico, porém acentuado o
processo de fagocitose.

Fig. 11 - Forma fatal fulminante aguda: ilhotas de células hepáticas,
multinucleadas e citoplasma de aspecto pulverulento. (H. E.). 400 x.

F'ig, 12 - Forma fatal fulminante sub-a.guda: áreas de regeneração - agru-
pamentos de células grandes, claras, várias blnucleadas; infiltrado Inflama-

tório linfo-plasmocitário. (H. E.) .. 400 x.
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Fig. 13 - Forma fatal fulminante sub-aguda: área de regeneração hepá-
tica esbõco de formação de pseudo-Ióbulos; infiltrado inflamatório Iínro-

plasmocitário. (H. E.) 400 x.

Ftg, 14 - Forma sub-aguda: área de regeneração hepática - agrupamentos
de células grandes, claras, binucleadas e multinucleadas; infiltrado inflama-

tório linfoplasmocitário. (H. E.). 400 x.
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DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

Não há relaçâo cexata entrevos primeiros
sintomas clínic,o.s apresentados pelos pacien-
tes e as les,Õéi;;'emwntradás no. fígado; há
uma disco.rdâpcia aparente entre a duraç~o..
da doença e ,adestrulçãq hepática. 'Os pri-
meiros sinaisHe 'doença podem pàssar des-
percebidos aovenfêrmo, fato. verificado. por
LUCKÉ & MALLORY5.

Os 40 casos.. apresentam lesões muito. se-
melhantes que permitem o. diagnóstico. his-
topatológico; há; todavia, particularidades
em cada caso,

As célulasido centro e da zona interme-
diária do. 16bulQhepáÚco. são. as' mais' atin-
gidas, fato. êsse" já verificado. também po.r
LUCI<:É ,& MALLORY5.,

As alterações encontradas afetam a célula
hepática, o.,n:Íes&nquimá, os vasos .e a dre-
nagem biliat,intra, hepática,

O arcabouço reticular sofre pequenas al-
terações na fase subaguda, apresentando-se
parcialmente colabado em virtude da com-
pressão. produzida pelos agrupamentos das
células hepáticas regeneradas.

O tecido. conjuntivo portal não. apresenta
proliferaçâo. O desarranjo. da Iobulaçâo
torna apagado. o. lóbulo. hepático ; êste fato.
é constatado na totalidade ou quase totali-
dade dos mesmos, Algumas células' não. le-
sadas permanecem dispersas pelos rlóbulos;
preferentemente '. na periferia e apresentam
então. processos degenerativos, de intensidafle
variável, sobressaindo 1'). degeneração gordu-
rosa. A esteatosede pequenas go.tículas' pode
confundir-se com a' degeneração. hidrópica.
É freqüente a retenção. de pigmento. "bíliar
intra-celular, .fato , êsse já verificado. po.r
MONTENEGRO•.~' ..ÊRITO7, 1952, também en-
contrada em vários outros processos he-
páticos, principalmente nas síndromes ohs-
trutivas. A1gtlInas células aprésentam for-
mações eosinôfilas semelhantes à necrose hia-
lina da febre amarela. Nas áreas nccrosa-
das se enco.ntr~mco.rpúscuro.s hialinos, resi-
duos das célulaf;lhepáticas sem vitalidade.
O pigmento. lipefucsínko éencontradono in-
terior das células hepáticas, As.mitoses são
raras.

TORRES8, 1928,NICOLAÜ' eta1ií 9, 1934
e ANDERSON"0, 1950 constataram em diver-
sas viro.ses. ,3. presença de co.rpúsculo.sde
inclusão. Na hepatite em estudo, encon-
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tramos inclusões sem características de
"cerpúsculos vírais de inclusão".
A "célula em aranha", .descrita por MA-

DUREIRA11, em 1954, corno patognornênica
da hepatite Tnfecciosa, fo.I,também po.r nós
encontrada. ,

A proliferação. de duetos hiliares neoíor-
mados é freqüente e precoce. Nos casos 1,
2 e 5, com pouco.s dias de duração. da mo-
léstia ~. 24-48 h -êles já aparecem bem
fo.rmado.s .e .ramificados, De fato, estudos
experimentais em cães mostram ,sua forma-
ção..em' poucas horas. Aparece~ às vêzes
sob forma de cordões celulares s'õlido.s, sem
luz; o. po.sterio.r afastamento ~xc~ntrico. das
células. dá lugâr à forrnaçãojda lúz ; em ou-
tros casos, os agrupamentos celulares se pro.-
longam e tendem {l ligar-se pelas extremida-
.des formando. uma luz. O material necró-
tic~, 'provàvelmente, também será drenado,
através da luz do.sduetos,hiliares,~assim neo-
formados, havendo. restébeleêimenfo do fluxo.
biliar, cabendo aos histiocitos o. importante
papel na íagocitose de detritos celular~s. As
células dos duetos neoformados apresentam-
se claras, núcleo. bem corado e pequeno., às
vêzes vesiculoso ; podem ser confundidas
com células hepáticas em regeneração. Os
duetos biliares remanescentes dariam lugar
aos ductos.ineoformados (MALLORY12, 1911
e MALLORyia, 1947)'. Para nós, a pre-
sença dêstes, em pTenp: }6hulo hepático. des-
truído, distante'dosespaço.s .po.rto-biliares,
com células muito semelhantes aos hepato-
citos jovens, permite concluir qlle sua for-
mação. se processa não só à, custa das cé-
lulas remanescentes dos duetos .biliares an-
tigos corno tamhémà custada célula hepá-
tica poupada.

Os' capilares sinusóídes estão. coiabados, às
vêzes, dilatados e rcheios de hemácias, con-
tendo. ou não. células inílamatóriàs ; outras,
seu endotêlio é' descontinao, As 'células en-
doteliais estão. entumecidas; 'salientes na luz;
às 'vêzes, prêsasapenas, por um pédículo., ou
libertadas. Em virtude, da'dest.ruição. das
células hepáticas, oscãpilareS 'ptrdem seu
apoio, arrebentam-se; dando extravasamento
de hemácias.

Os espaços de Dí;'se,V:ist'veis.~o.b colora-
ção. especial,estão.,a,.u,mentado.s,:,êiicharcado.s.

A presença de neutrófilos, em alguns ca-
sos, é provàvelmente devida à qui da deimu-
nidade local e ao. afluxo de germes piogê-



CAMPOS, E. P. - Histopatologia do fígado na forma fatal fulminante da hepatite Intectuqsa,
Rev. Inst. AdoÍfo Lutz 25/27:47-60, 1965/67.

nicos secundários, provenientes de qualquer
parte do organismo; a teoria de Milian ex-
plicaria -essa- queda; No interior do lóbulo
hepático lesado nota-se o mesmo- infiltrado
dos espaços porto-biliares, em menor núme-
ro. Predominam os histiocitos em'· alguns
casos.

As veias centro-lobulares e as dos espa-
ços porto-biliares mostram processos inten-
sos de pan flebite aguda. A lesão compro-
mete todas as túnicas do vaso e não somente
a endoveia. As várias túnicas estão disso-
ciadas poredema e infiltradas por .Iinfoci-
tos, neutrófilos e raros eosinofilos, às vêzes
sob a forma de manguito inflamatório.
LUCKÉ5 denomina esta lesão de endo-jle-
bite. O endotélio apresenta-se tumefeito,
alto, às vêzes se descama ná luz venosa-onde
podemos encontrar neutrófilos, linfocitos e
histiocitos.

As artérias de pequeno calibre dos espa-
ços de Kierman mostram luz diminuída, com
endotélio tumefeito; paredes espessadas eo-
sinófilas. Em determinados pontos, um ou
vários vacúolos nesta camada tornam a luz
do vaso excêntrica. Não há células inflama-
tórias em sua parede, mas sim uma arterite
do tipo seroso reversível.

No exame do retículo do fígado, feito em
lâminas impregnadas de carbonato de prata,
êste se apresenta conservado com discretos
espessamentos e raramente há aproximação
da trama em um ou outro ponto. O tecido
conjuntivo mostra-se inalterado (coloração
pelo método de Van Gieson).

Os 12 casos da forma subaguda, cuja mor-
te se deu depois de 10 dias de doença, apre-
sentaram em relação aos primeiros as mes-
mas alterações quanto à necrose celular, no-
tando-se áreas com agrupamentos celulares
desordenados, remanescentes, em início de
regeneração, sem relação com a veia centro-
lobular; estas células são grandes, com cito-
plasma abundante e claro; em sua períferia,
o retículo com as malhas já pouco aproxi-
madas, levemente calobado, denuncia que
sofreu compressão. pelas células em cresci-
mento (método de Gomeri). Podem apre-
sentar ainda pigmento biliar, esteatose e li-
pofucsina. A cicatrização pós-necrótica ou
cirrose tóxica é a conseqüência.

Trombos biliares são freqüentes nos cana-
lículos biliares poupados.

No ínfiltrado inflamatório ressalta a pre-
dominância de histiocitós com grânulos fago-
citados:" Quanto aos neutrôfilos, seu afluxo
é quase idêntico, No centro dos lóbulos ou
irregularmente espalhados, notam-se inúme-
ras áreas de hemâcias livres. É mais inten-
sa a proliferação de canalículos biliares neo-
formados e o conjuntivo começa a proli-
ferar.

O diagnóstico diferencial destas com ou-
tras hepatites já foi por nós .demonstrado
(CAMPOS 14, 1956).

RESUMO

São estudados, pela primeira vez, 40 ca-
sos esporádicos de hepatite infecciosa, for-
ma fatal fulminante, de acôrdo com o cri-
tério de Luché & Mallory, 1946.

Limita-se o conceito da forma subaguda
ao da chamada hepatite subaguda precoce
de Stokes & Miller, 1947, isto é, no início
de sua evolução, sem alterações cirróticas.

É apresentado um estudo da degeneração,
necrose e regeneração das células hepáticas,
da proliferação dos duetos biliares, aspec-
tos dos sinusóides, infiltrado inflamatório,
lesões arteriais e venosas e aspecto do arca-
bouço reticular.
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MEIO DE CULTURA P..:\RATRYPANOSOMA CRUZIESTERILIZÁVEL
PELO CALOR (l)

A HEAT STERIUZABLE CULTURE MEDIUM FOR TRYPANOSOMA CRUZl

ETTORE RUGAI (2)
RACHEL TEIXEIRA RUGA! (2)

SUMMARY

A' heat sterilizableculture medíum for Trypanosoma cruei lS described. The
transfers from medi um to medium give positive cultures indefinitely.

The production of trypanosomes per ml of medium is 40 x 106 as an average.

INTRODUÇÃO

Meios de cultura esterilizáveis pelo calor
foram descritos -por LITTLE ,& SUBBARROW6,

SAMPATH & LITTLE 8, LITTLE & OLESON 7,

FREITAS ,& H."..USMANN4 e BONÉ 3• Êsses meios
porém, não dão rendimento satisfatório.
Os meios de WARREN 9 e BARAcC:HINI C1, com
solução extrativa de sangue, complementada
com caldo desidratado decoração e cére-
bro (3), dão bom rendimento, porém, de-
pendem da importação dêste caldo, que,
além do alto custo, freqüentemente não é
encontrado a venda no Brasil.

Baseados no uso do sangue coagulado pre-
conizado por LITTLE & SUBBARROW6 e na
observação de FREITAS & HAUSMANN4 sôo
bre a importância do pH na eluiçâo do
fator ou fatôres de crescimento, procura-
. mos preparar um meio com as seguintes
qualidades: a) produzir culturas ricas e
repiques indefinidamente; b) ser esterili-
zável pelo calor; c) ser límpido e não
dar precipitação com o desenvolvimento dos
tripanossomos ; d) produzir culturas com
poder antigênico; e) dar repiques com pe-
queno volume de inóculo; f) conservar a
viabilidade da cultura durante longo tempo;

g) ser de custo relativamente baixo e pre·
paro e reprodução fáceis; h) para determi-
nados fins, produzir culturas Sem formar
agrupamentos; i) conservar suas proprieda-
des durante longo tempo.

MATERIAL E MÉTODOS

Meio de cultura

a) Baço de boi 300,0 g

Fígado de boi 100,0 g

Cérebro de boi 100,0 g

P04HNa212H2O 5,0 g

P04Na312H20 (4) 8,0 g

CaCI2.6H20 (4) 7,0 g

NaCI 3,5 g

KCL 0,4 g

Glicose 2,0 g

Proteose-Peptona n," 3
Difco (5) 10,0 g

Água destilada 1000,0 ml

b) Hemácias desnaturadas 10,0 g

(1) Trabalho realizado na Secção de Meios de Cultura do Instituto Adolfo Lutz.
(:;) Do Instituto Adolfo Lutz.
(3) Difco ou Oxoid.
(4) Eliminado sob a forma de fosfato tricálcico, tendo como finalidade a clarificação do meio

em pH alcalino.
O) Podem ser empregadas outras peptonas desde que testadas.

(
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Método de preparação

a) Retirar a membrana e a gordura do
baço e a cápsula do fígado. Moer o baço, o
fígado e o cérebro. Adicionar o fosfato dis-
sódico e a água. Levar à fervura durante
cinco minutos, com agitação freqüente. Re-
tirar do fogo e adicionar o fosfato trissó-
dico. Agitar e adicionar o cloreto de cálcio,
previamente dissolvido em 50 ml de água.
Ajustar ao pH 7,8 e levar à fervura durante
cinco minutos. Filtrar em papel. Lavar o
precipitado colocando água destilada sôbre
a massa, no funil, até completar 1 100 ml
de caldo. Nestes 1 100 ml de caldo adicio-
nar a peptona, o cloreto de sódio, o cloreto
de potássio e a glicose. Aquecer à fervura.
Ajustar ao pH 7,6. Filtrar em papel e 'com-
pletar, se necessário, 1000 ml com água
destilada.

b) Hemácias desnaturadas

Sangue humano sem plasma (*) 100ml
Álcool 99'l GI . 200 ml

Adicionar o álcool ao sangue, aos poucos,
agitando sempre. Deixar em repouso apro-
ximadamente 12 horas. Colocar a massa
em funil Büchner, sôbre papel de filtro e
fazer o vácuo para eliminar o álcool. Pulve-
rizar o bloco formado e terminar a secagem,
ao ar livre, em camadas finas. Quando com-
pletamente sêcas, conservam-se em tempera-
tura ambiente sem perder a eficiência, du-
rante mais de 6 meses.

Distribuição

a) Para conservação das culturas - Em
tubos de 20 x 200 mm, colocar 0,1 g de he-
mácias desnaturadas elO ml do meio líquido.

b) Para produção do antigeno - Em
halões de fundo chato de dois litros, colo-
car 10 g de hemácias desnaturadas e 1 litro
do meio líquido.

Esterilização

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

Contrôle da esterilidade

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

Semeadura

Usar culturas ricas e vigorosas. Para
conservação das amostras de tripanossomos,
semear O,lJ% (' para a produção de tripanos-
somos para antígeno ou outros fins, semear
11%. Para abreviar o tempo de incubação,
semear 5'% ou mais.

Incubação

Incubar a 28°C, durante 6 a 15 dias, agi-
tando 2 a 3 vêzes ao dia.

Colheita

Agitar o meio. Deixar em repouso du-
rante 5 minutos para sedimentação das he-
mácias. Decantar. Centriíugar o sobrena-
dante a 3 000 rotações dura-nte 20 minutos.
Decantar. Suspender o sedimento em solu-
ção fisiológica na proporção de 10 ml por
litro de meio centrifugado. Centrifugar a
1000 rotações durante 1 minuto para sedi-
mentação das hemácias ainda presentes. De-
cantar o sobrenadante que encerra só tri-
panossomos, Centrifugar e lavar mais duas
vêzes por centrifugação.

RESULTADOS

A eficiência do meio foi testada com as
amostras de tripanossomos n.v 34, 15, 5,
BT e Y. Estas amostras estão sendo manti-
das neste meio há dois anos, com mais de
40 repiques sucessivos.

í:ste meio produz, em média 40 x 10 6

tripanossomos por ml, com turvação corres-
pondente ao tubo n.° 4 da escala de sulfato
de bário MacFarland. Dá culturas com
inóculo de 0,011%. Conserva a viabilidade
das culturas durante 60 dias, no mínimo,
com inóculo de 0,1:%. Os tripanossomos
crescem dispersos. A massa de tripanosso-
mos centrifugados apresenta côr acinzentada
e livre de partículas estranhas.

{*) Obtido em Bancos de Sangue, que o rejeitam depois de aproveitar o plasma. A preferência
é devida à facilidade com que pode ser obtido. Sangue de coelho ou de boi também pode
ser empregado.
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o meio produz culturas com poder anti-
.gênico que atinge, no mínimo, 1 :80', tanto
com o antígeno metílico, preparado segun-
-do BARACCHINI2, como com a suspensão
·de tripanossonios aI: 10'. A técnica empre-
.gada nestas dosagens foi a de KOLMER 5

(desvio do complemento).
De custo relativamente baixo, preparo e

reprodução fáceis, êste meio conserva suas
propriedades durante meses, se protegido da
evaporação.

RESUMO

Foi descrito um meio de cultura líquido
'para tripanossomos, esterilizável pelo calor.

O meio dá repiques indefinidamente. Pro-
duz em média 40' x 106 de tripanossomos
-por ml de meio.

Agradecimentos - Agradecemos ao Dr,
Manoel de Britto e Silva pelas amostras de
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CONCENTRAÇõES DAS DROGAS EM TÉCNICAS HISTOLÓGICAS

1. Estudo sôbre Sudan IV (1)

REAGENTS CONCENTRATIONS IN HISTOLOGICAL TECHNIQUES.

1. Study on Sudan IV

EVANDThO PIMENTA DE CAMPOS (2)

NILZA BAPTISTA (2)

ADRIANA MANGINELLI MASSIGNANI (2)

MATHILDE TRIGO PIRES DE MESQUITA (2)

SUMMARY

Excellent staining of lipidic materiaIs in easily discerned bright red agaínst
a bIue background is obtaíned by using Sudan IV and Ehrlich's hematoxyllin in
concentrations Iower that usually recommended. The procedure has been appIied
to sections from human organs, from innocuIated animaIs and from cocoa seeds.

INTRODUÇÃO

Em virtude do elevado custo das drogas
de laboratório e das dificuldades de impor-
tação, é de interêsse verificar-se quais as
mais baixas concentrações dessas drogas a
serem usadas em técnicas histológicas, sem
prej uízo dos resultados.
, Neste trabalho demonstramos que a colo-
ração de gorduras em tecidos, pelo Su-
dan IV e pela hematoxilina de Ehrlich, pode
ser efetuada em concentrações bem mais
baixas do que as usualmente recomendadas,
com grande economia e bons resultados
técnicos.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizados cortes de cinco autópsias
efetuadas na Diretoria de Patologia (3), cons-
tituídos por tecidos de supra-renal, artéria
com asteriosclerose, fígado com hepatite
aguda fulminante, rim e fígado com estea-
tose e tecido celular subcutâneo; fragmen-

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

Drogas empregadas

1) Eixadores

a) Formol a 10% ~ mistura de formol a
40%, água destilada (10:90, vfv'),

b) Formol tampo nado neutro, 1: 10

Formalina (Aldeido fórmico
a 40%) . 100 ml

Água destilada . 900 ml

Fosfato de sódio monobá-
sico 4,0 g

Fosfato de sódio dibásico
(anidro) 6,5 g

(1) Trabalho realizado na Seção de Anatomia Patologica da Diretoria de Patologia do Instituto
Adolfo Lutz.

(2) Do Instituto Adolfo Lutz.
(3) Necrópcias n.o I. A. L. - 3882, 3897, 3905, 3881, 3930,
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2) Corantes

a) Sudan IV ou Scarlet R

Álcool a 70%

Acetona

0,04g

50 ml

50 ml

b) Hematoxilina de Ehrlich de
fórmula conhecida, porém di-
luída em água destilada

(I :6, v/v).

Nota - Ambos os corantes não cesessi-
tarn ser filtrados.

3) Soluções

a) Álcool a 70%

b) Gelatina de Kaiser
Gelatina 10 g
Água destilada 60 ml

Aquecer até a gelatina fi-
car dissolvida e açrescentar:
Glicerina 70 ml
Ácido fenico ml

(liquefeito em banho-maria)

Filtrar em estufa e, para conservar a so-
lução, juntar 0,1 g de ácido fênico ou 0,01 g
de mertiolato incolor.

No momento de ser usada, esta solução é
posta em estufa a 58°C, para ser liquefeita.

Técnica para cortes de congelação

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

2) Lavar os tecidos em água de torneira.

3) Fazer cortes com 10 ou 15fL, no mi-
crótomo de congelação.

4) Recolher os cortes em vasilharne com
água de torneira.

5) Colocar os cortes em álcool a -70%,
durante 2 minutos.

6) Corar os cortes no Sudan IV, duran-
te 2 Y2 a 5 minutos. O corante não neces-
sita ser filtrado.
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7) Lavar bem os cortes em álcool a
70'%, até que o excesso do Sudan IV seja
removido.

8) Lavar os cortes em água destilada,
tomando cuidado para evitar dilaceração
devido à diferença de tensão superficial dos
dois líquidos (álcool e água).

9) Colocar os cortes na hematoxilina de-
Ehrlich, diluída mas não filtrada, durante-
2 minutos. Cuidar do tempo, pois a per-
manência por mais de 2 minutos nessa so-
lução daria coloração muito intensa da he-
matoxilina, prejudicando, assim, o aspecto.
da lâmina.

10) P assar os cortes 3 vêzes em água
de torneira, para retirar o excesso da he-
matoxilina, deixando-os na última água pelo
menos 10 minutos para azulecer o suficiente ..

11) Montar em gelatina de Kaiser prê-
viamente aqueci da.

Técnica para cortes no criostato

1) Congelar no criostato durante %.
hora.

2) Cortar com 8p, de espessura.

3) Com lâmina cuidadosamente limpa e-
sêca, apreender o corte.

4) Colocar na estufa a 55°C, durante 10'
minutos.

5). Deixar esfriar.

6) Colocar no formo I a 10% ou em
Bouin, por % hora, para fixar.

7) Lavar em água de torneira
mudanças) .

(duas.

Proceder à coloração normal anteriormen-
te descrita para cortes de congelação, a par-
tir do item 5.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O Sudan IV ~ é solúvel nos lipóides 2, por
isso aparecem como se fôssem corados; ge-
ralmente é usado a 1:%, em partes iguais
de álcool a 70% e acetona, solução que é
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Fig. 1 - Corte de glândula supra-renal humana. Corte em corigetacao.
Coloração pelo Suda n IV modificada. Fundo pela hematoxilina de Ehrlich.

Fig. 2 - Corte de tecido celular sub-cutâneo. A mesma coloração da figo 1.
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saturada. Executamos colorações com vá-
rias concentrações e verificamos que o Su-
dan IV cora perfeitamente bem até a con-
centração de 0.041%. O mesmo fizemos com
a hematoxilina de Ehrlich e constatamos
que ela fornece melhores resultados na di-
Iuiçâo de 1z6, v/v, do que na de 1 :4, indi-
cada por P.EARSE3•

Utilizando-se as concentrações por nós
determinadas, obtêm-se as seguintes vanta-
gens:

1) Evita-se o desperdício de drogas.

2) Evita-se a filtração das soluções 4.

3) As lâminas apresentam-se mais lim-
pas e bem nítidas (FIg. 1 e 2). Os núcleos
e as membranas citoplasmâticas das células
apresentam-se de um azul intenso e o cito-
plasma, claro. Os lipóides dentro das célu-
las e os localizados nos interstícios celulares
aparecem corados de vermelho alaranjado
bem intenso.

Aconselhamos desprezar a solução usada
de Sudan IV, quando empregada para co-
rar órgãos muito ricos em lipóides, evitan-
do-se desta maneira que os cortes isentos de
gordura apresentem uma falsa positividade.
Chamamos a atenção, também,para a lim-
peza da vidraria utilizada, bastando para
isso limpá-Ia com algodão embebido em XI-

101, no qual o corante é solúvel.

CONCLUSÕES

Empregando-se as soluções de Sudan IV
a 0,041% em álcool e acetona e a hemato-
xili na de Ehrlich diluída a 1:6 v/v, obtêm-
se melhores resultados que os apresentados
pelas soluções clássicas usualmente indica-
das e utilizadas.
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RESUMO

Foram utilizadas várias concentrações de
Sudan IV e Hematoxilina de Ehrlich para
colorações de gorduras em tecidos com a fi-
nalidade de se conseguir uma percentagem
ideal que resultasse na economia de coran-
te e apresentasse grande nitid~~ dos cortes
histológicos. Isso foi eonse(9111ào nas con-
centrações de 0,04J%para()~udan IV e
1:6 v/v para a hematoxilina de Ehrlich, de
acôrdo com a técnica indicada.no texto.
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INIBlDORES BACTERIANOS NO LEITE DE CONSUMO DA CAPITAL (1)

BACTERIAL INHIBITORS PRESENT IN MILK OF S. PAULO, BRAZIL
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SUMMARY

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

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

In 1959, Food & Drug Administration, U. S. A., declared undesirable the pre-
sence of penicillin in milk dairy products since it may cause chronic or recurrent
dermatosís. Nation rwide research programs demonstrated different levels of antí-
biotic in milk and derivatives.

The presence of bacterial inhibitors may, further, Iead to errors in standard
tests carried out in mílk such as reductase test, bacterial counts, acídíty test, etc.

Milk containíng ínhibitors may respond satísfactorily to routine tests, in spite
of beíng highly infected in its source. On the other hand, milk produced under
hygienic conditions may yield Iess satisfactory results in such tests.

The inhibitors may influence the normal flora metabolic capacíty decreasíng
acid production and therefore affecting adversely the industrialization of milk.

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

One thousand samples of milk (t;ype C) from São Paulo have been tested by
means of tests that can be read aíter 2h30m to 3h30m. In 9% of the samples,
inhibitors were found and penicillin levels between 0.05 to 0.5 U. I./mlwere found
in 1,9% of the samples.

INTRODUÇÃO lidade na sua pesquisa com a utilização da
enzima específica - a penicilinase.

Conforme citam MARTH ,& ELLICKSON 1,

em 1959 e MARTH2 e VAID3, em 1961,
em trabalhos de revisão da literatura a
respeito da presença de resíduos de anti-
bióticos no leite e derivados, com O adven-
to da antibiótico-terapia, os antibióticos
passaram a ser empregados há quase duas

Há mais de 15 anos vem a literatura
mundial, notadamente a norte-americana, se
enriquecendo com inúmeros trabalhos de
pesquisa da presença de substâncias inibi-
doras do crescimento bacteriano no leite,
principalmente os antibióticos e, dêstes, des-
tacadamente a penicilina pela maior 'iaci.

(1) Realizado nos Laboratórios da Cooperativa Central de Laticinios do Estado de São Paulo.
Apresentado, em caráter de nota preliminar, no Departamento de Higiene e Medicina Tro-
pical da Associação Paulista de Medicina, em 4-8-1966.

('2) Chefe da Clínica Dermato-sifilográfica do Hospital Municipal. Bacteriologista-Chefe da Co-
operativa Central de Lacticínios do Estado de São Paulo.

(3) Chefe da Seção de Industrialização do Leite do Departamento de Produção Animal.
(4) Chefe da Divisão de Contrôle de Qualidade, de Laborterápica-Bristol S/A.
(5) Chefe do Laboratório de Contrôle Microbiológico da Laborterápica-Bristol S/A.
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décadas, por fazendeiros e veterinários, no
tratamento das doenças infecciosas do gado,
das quais indubitàvelmente a mais Ireqiien-
teé a mastite, sendo também comum a In-
corporação daquelas drogas nas dietas su-
plementares, na alimentação do gado ou
mesmo na conservação das. silagens.

Os diversos antibióticos, nos animais afe-
tados pela mastite, são administrados ge-
ralmente em solução ou suspensão, difun-
didos no quarto ou quartos do úbere in-
fectado.

A penicilina foi a primeira de uma série
de antibióticos empregados no tratamento
daquela infecção, já em 1946, sendo após
utilizados os demais - estreptomicina, te-
traciclínicos, cloranfenicol, neomicina, baci-
tracina, subtilina e polimixina - isolada-
mente ou em forma de associação medica-
mentosa.

A ordenha de animais assim tratados,
num período médio de até 72 horas ou seja
três dias após a última aplicação, revelou
nitidamente a presença dos antibióticos em
uso. Entretanto, outras doenças infeccio-
sas acometem o gado leiteiro, havendo a
necessidade do emprêgo de diversos antibió-
ticos administrados, entre outras vias, prin-
cipalmente pela oral, intra-uterina ou inje-
tâvel, com eliminação relativamente rápida
daquelas substâncias.

Porém, quando se utiliza a penicilina "re-
tard", especialmente a benzatina, a sua eli-
minação extremamente lenta resulta na pre-
sença contínua e prolongada do medica-
mento no leite ordenhado 4, 5, 6,

Não é de se estranhar, pois, que tais prá-
ticas venham condicionando o aparecimen-
to dos antibióticos no leite, principalmente
quando os animais tratados não são afasta-
dos do rebanho, por período de tempo
adequado.

A contaminação antibiótica derenderá
evidentemente do número de animais em
tratamento, da quantidade do leite que os
mesmos produzam em relação ao total or-
denhado e da potência maior ou menor do
antibiótico empregado.

Entretanto, além do uso abusivo e indis-
criminado daquelas preparações, conforme
acentua o "The Journal of the Arnerican
Medical Assooiation", no seu. artigo "Peni-
cillin and others antibiotics in mi1k", existe
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alguma suspeita de que os antibióticos es-
tej am sendo diretamente adicionados ao
leite, como recurso de conservação contra
a deterioração do produto, verificada por
excessiva multiplicação da flora rnicrobia-
na, no verão ou ,nos dias em que' a tempe-
ratura se mantém elevada 7.

Nos últimos anos, uma série de trabalhos
de pesquisa estatística tem sido realizada
nos Estados Unidos, Canadá e Crã-Breta-
nha, entre outros, visando determinar a In-
cidência de antibióticos no leite dado ao
consumo.

Nos Estados Unidos, três investigações
foram levadas a efeito seguidamente em
1954, 1955 e 1956, pela Food and Drug
Administration; tendo sido constatada a pre-
sença de penicilina, bacitracina e tetraci-
clina no leite analisado nesses anos. A pe-
nicilina foi encontrada em 3,2%, 11,6% e
5,9% das amostras examinadas respecti-
vamente em 1954, 1955 e 1956 e em níveis
que variavam entre os valores de 0,003 a
55 unidades por mililitro -de leite.

Na Grã-Bretanha, as investigações reali-
zadas no verão e inverno de 1951 'e em
1953 demonstraram a presença da penici-
lina respectivamente em 1,4%, 2,8% e
3,2'% das amostras de leite analisadas e
com níveis do antibiótico variando entre
0,25 e em 15 unidades por mililitro, em
1951 e 0,1 a 1,17 unidades, em 1953.

Porém as conseqüências, da ordem de
Saúde Pública, do uso veterinário dos an-
tibióticos e do seu aparecimento no leite
dado ao consumo humano foram se tradu-
zindo no aparecimento de raças de estrepto-
cocos e estafilococos patogênicos, originá-
rios das mastites e tornados antibiótico-re-
sistentes e que são eliminados no leite a
par com o antibiótico, já agora inefi-
ciente 2, 8.

Foi também relatada a ação das drogas
sôbre o equilíbrio e composição microbiana
da flora intestinal humana, com evidente
interferênncia na síntese local microbiana
das vitaminas 8,9.

O leite com contaminação penicilínica
tem sido apontado por diversos pesquisado-
res como o causador, em pessoas prêviarnen-
te sensibilizadas, de processos alérgicos cutâ-
neos, dos quais os mais freqüentes são as
urticárias crônicas recurrentes 10, n, ~2, 3.3.

Entretanto, os métodos usados comumen-
te para o beneficiamento do leite, a pasteu-
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rizaçâo e o resfriamento, não afetam os an-
tibióticos. O leite, em estado de cru, sofre
uma sene de operações industriais: pasteu-
rização, evaporação, secagem e resfriamento,
.de acôrdo com a finalidade do seu uso, "in
natura", em pó ou condensado.

O calor não afeta sensivelmente os anti-
bióticos. A atividade da penicilina no leite
'permanece parcialmente, mesmo após a fer-
vura durante 60 minutos, ou autoclavagem
-durante 15 a 30 minutos. .

Os demais antibióticos são igualmente
bastante termo-resistentes. A clortetracili-
na não é inativa da pelo tratamento térmico
a 63'0C, durante 30 minutos, 88° C durante
,60 minutos ou 1210 C durante 15 minu-
tos 14.

Segundo OVERBYIaPUd2, 1952, a pasteu-
rização do leite não inativa os seguintes
antibióticos: clortetraciclina, cloranfenicol,
-estreptomicina e oxitetraciclina. A penici-
lina, igualmente, passa indine pela pasteu-
rização.

A separação do leite em creme e leite
.desnatado, segundo estudos de HANSEN,
WIGGINS ,& BOYD15, 1950, não aumenta a
concentração da penicilina ou da estrepto-
rmcma, A estocagem do leite refrigerado
a 8 ou 100 C não interfere, durante um pe-
ríodo que vai até sete dias, na atividade
",dos seguintes antibióticos: penicilina, es-
.treptornicina, clortetraciclina, magnamicina,
bacitracina e polimixina.

Segundo HIBBS ,& BOYDjapud 2, 1957, fi-
·cou demonstrado que as amostras do leite
-contendo oxitetraciclina, penicilina, neomi-
cina, estreptomicina ou clortetraciclina po-
-dem permanecer congeladas cêrca de 12 se-
manas, sem perda da atividade antibiótica.

Os autôres têm referido a presença de
.atividade antibiótica no leite em pó.

Entretanto, não só os antibióticos surgem
no leite, em conseqüência possivelmente de
:resíduos resultantes do tratamento veteriná-
rio do gado leiteiro, como também, embora
·com muito menor freqüência, têm sido en-
-contrados os sulfamidicos!",

Conforme bem descreveu MARTH1\ no
leite foram identificadas substâncias quí-
micas diversas, principalmente compostos
de amônio quaternário e derivados cornple-
.xos de iôdo, associados ou não a detergen-
tes, decorrentes da higienização do vasilha-
me e do equipamento em geral, empregados

na indústria de laticínios, e capazes de agir
como substâncias inibidoras do crescimento
bacteriano, mesmo quando presentes em 10
ou 30 p.p.m .

Assim é que em 1954, nos Estados Uni-
dos, um estudo estimativo realizado com a
finalidade de revelar a incidência de subs-
tâncias inibidoras em geral, dos starter
lácticos, realizados en grandes centros po-
pulacionais ----'-Columhia, Dodge, Dane, Ma-
nitowoc Counties e Wiscosin - demonstrou
a presença daquelas substâncias em 4,3,%
das amostras testadas, capazes de reduzir
significativamente a atividade das culturas
de fermentos lácticos selecionados, com re-
percussão evidente na industrialização dos
derivados' do leite.

Essas substâncias entretanto, segundo se
supôs, deviam ser constituídas principal-
mente por antibióticos. No Canadá, no
verão de 1952, pesquisa idêntica demons-
trou que as culturas lácticas starter eram
inibidas em 7,3'%, nas 344 amostras ana-
lisadas.

É ponto pacífico a ação indesejável de
pequenos traços dessas substâncias inibido-
ras, quer de origem química, porém prin-
cipalmente os de origem bioquímica, na
industrialização do queijo, manteiga e prin-
cipalmente dos produtos dietéticos fermen-
tados - coalhada, quefir, iogurte e ou-
tros 18, 19, 20

Uma questão importante, da esfera da
inspeção industrial e sanitária de produtos
de origem animal, é o fato de a atuação
bacteriostática das substâncias inibidoras,
notadamente os antibióticos, criar condi-
ções adversas à multiplicação da flora ba-
nal de contaminação que, permanecendo
parcialmente imobilizada, dissimulará a má
qualidade de certos produtos, interferindo
portanto na capacidade avaliadora das pro-
vas de rotina, e no tempo de desenvolvi"
mento da prova da redutase, efetuada com
o azul de metileno '21, 22.

Além desses aspectos vistos, WECKEL 23,

em em 1960, pôs em evidência o problema
criado pelos pesticidas largamente usados
nos Estados Unidos pela moderna agricul-
tura e sem os quais a produção de certas
colheitas cairia periôdicamente ao índice
zero.

Os pesticidas são utilizados sob várias
formas: nematocidas, herbicidas, fungici-

71



MELLO Filho. A.; SANDOVAL. L. A.; RODRIGUES, N. R, & XIMENES, J. Inibidores bacterianos
no leite de consumo da CapitaL Rev. Inst. AdoIfo Lutz 25/27:69-93. 1965/67.

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

Tendo em vista a multiplicação do núme-
ro de fazendas com larga extensão territo-
rial cultivável ou de pastagens, o moderno
uso do pesticida, conforme assinalou Weckel,
tornou-se mais do que uma necessidade im-
prescindível, um verdadeiro seguro contra
possíveis riscos na proteção dos investi-
mentos.

As vantagens econômicas do seu emprêgo
são tão grandes que nos Estados Unidos, já
em 1958, as determinações do Food Drug
and Cosmetic Act, que dispunham sôbre o
registro, dados de revisão técnica etc., es-
tabeleciam tolerância para sua presença nos
suplementos alimentares.

A intensificação da produção do leite nas
fazendas e granjas leiteiras levou à neces-
sidade da aquisição de grãos e suplementos
forrageiros cultivados por outrem, que não
um criador de gado, o qual muitas vêzes
sem saber o destino que tais produtos iriam
ter - como ., de alimentação de um reba-
nho produtor de leite - empregava pesti-
cidas para preservar a sua colheita.

Além do mais, os pesticidas empregados
seguidamente, em seus diferentes tipos, per-
manecem no solo pelo período de vários
anos, decompondo-se, muitas vêzes, em pro-
dutos mais tóxicos do que os anteriores e,
no organismo humano, têm ação acumula-
tiva '24.

Embora a "filosofia administrativa enun-
cie que o leite e seus derivados devem estar
analuicamente livres dos pesticidas e anti-
bióticos", vem se tornando cada vez mais
difícil estabelecer o conceito da absoluta au-
sência daquelas e outras substâncias oriun-
das das mais diversas manipulações, pois as
técnicas no seu aperfeiçoamento constante
tornam-se mais sensíveis, facultando a pes-
quisa de níveis de resíduos cada vez mais
baixos, dados até então como ausentes.

Há evidência de que o nível livre zero
não pode ser aplicado nos últimos tempos
na pesquisa da presença de inibidores vei-
culados pelo leite, devido ao emprêgo ahu-
sivo e indiscriminado dos antibióticos e qui-
mioterápicos em terapêutica humana 2.3, nem
à própria mãe que amamenta.

72

Entretanto, conforme concluiu o autor, a
extensão dos efeitos resultantes do emprêgo
dessas substâncias químicas em agricultura,
quando presentes nos produtos de laticínios,
ainda não está bem investigada.

Nos Estados Unidos, em 1955, The Fooá
and Drugs Administration, como definição
do seu ponto de vista, considerou o leite
contaminado com antibiótico, como adulte-
rado, levando em conta o risco do seu con-
sumo por pessoas sensibilizadas e da possi-
bilidade de dar origem a raças de germes
patogênicos resistentes a tais drogas.

Entretanto, em que pese o vulto dos tra-
balhos de pesquisa efetua dos, há quase duas.
décadas, e do número de publicações exis-
tentes na literatura mundial, no Brasil ainda
não se cuidou de avaliar direta ou indire-
tamente (pesquisa de substâncias inibido-
ras) a percentagem e grau da contamina-
ção antibiótica do leite dado ao consumo
humano.

O regulamento federal brasileiro, da Ins-
peção Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal 25, aprovado em 1952 e par-
cialmente modificado 26 em 1962, não
obstante recomendar como único critério
para a avaliação da contaminação micro-
biana do leite cru, tipo C, a prova da re-
dutase pelo azul de metileno, não cuidou
também de exigir fundamentalmente a pes-
quisa da presença das substâncias inibido-
ras e da penicilina, que afetam os resultados
obtidos para aquela prova.

Tendo em vista a importância do assunto,
quando recentemente, ainda há alguns me-
ses passados, em congresso de Alimentação
Pública realizado em Paris '2\ se adotou a
decisão de que devem os alimentos levar
etiquetas garantindo a sua qualidade e au-
sência de antibióticos, e a oportuna refor-
mulaçâo do nosso Regulamento de Inspe-
ção, que se está processando, tomamos a
iniciativa de realizar na Capital de São
Paulo a presente pesquisa, com a finalidade
de situar o grau da contaminação química
e bioquímica de cêrca de um milhão de li-
tros de leite diàriamente consumidos pela
população paulistana.

MÉTODOS

lHultiplos são os métodos descritos pelos
diversos autôres, visando determinar a pre-
sença das substâncias inibidoras, com as
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suas virtudes analíticas postas em ênfase,
numa demonstração cabal tle que o método
ideal ainda está por surgir.

Todos êles se baseiam nas modificações
do crescimento bacteriano e se distribuem
em três principais grupos que se fundamen-
tam em:

a) Redução de corantes
b) Produção de ácido
c) Emprêgo do disco e da placa agar-

agar-germe de prova.

Tendo em vista a necessidade de empre-
garmos métodos os mais rápidos possíveis,
capazes de serem reproduzidos mesmo em
pequenos laboratórios de contrôle higiênico
do leite, das usinas de beneficiamento .do
interior, aproximando-se, guardado o limite
horário da sua execução, aos chamados mé-
todos de plataforma, lançamos mão do em-
prêgo de três principais processos, comple-
mentados por outras provas subsidiárias:
Dois dêstes processos, recomendados pelo

Standard Methods28, 1960, são baseados o
primeiro no emprêgo do complexo disco,
placa e germe de prova e o segundo no da
redução do C. T. T., por nós utilizados, com
algumas modificações.
O terceiro processo, tendo como funda-

mento a produção do ácido láctico por ger-
mes de prova, fermentadores da lactose, foi
por nós especialmente adaptado às circuns-
tâncias, na necessidade da obtenção de um
resultado rápido. Embora sendo por si
mesmo um teste informativo individualizado
de grande valia, funciona, no conjunto, fri-
santemente como prova e também contra
prova do teste da redução do C. T. T.
No leite, os inibi dores em potencial do

crescimento bacteriano são representados
pelos seguintes tipos 28 :

a) Resíduos de substâncias quinucas
utilizadas na higienizaçâo do equipamento
empregado na linha de beneficiamento do
leite.
b) Resíduos de sulfas empregadas com

finalidade terapêutica. I

c) Resíduos de antibióticos utilizados
com finalidade terapêutica.
d) Bacteriófagos.
e) Outras substâncias não identificadas,

algumas naturais e peculiares a determi-
nadas vacas.

Portanto, como cuidado obrigatório de
ordem geral, tendo em vista a possibilidade
da presença, no leite, de bacteriófagos ou
de inibidores naturais e, levando em con-
sideração a termo-resistência das demais:
substâncias inibidoras, todo e qualquer mé-
todo de pesquisa de inibi dores deve ser pre-
cedido do aquecimento, em laboratório, do
leite cru ou pasteurizado a 80° C, durante
5 minutos.
Êsse aquecimento, destruindo as substân-

cias inibidoras naturais, impedirá a produ-
ção de falsos resultados positivos.
Outro cuidado necessário é o de se pro-

videnciar, em todo o material de laborató-
rio, em especial a vidraria, a remoção de
vestígios de detergente ou de mistura sul-
Iocrômica etc., enfim, os ingredientes higie-
nizadores empregados na rotina.

Os processos postos em execução são de
caráter rápido, fornecendo respostas positi-
vas dentro de 2h30m a 3h30m, sendo tam-
bém capazes, pelo uso da enzima especí-
fica - a penicilinase - principalmente
quando do emprêgo do disco e da placa.
de identificar qualitativa e quantitativamen-
te a presença da penicilina.

Provas subsidiárias - Quando em uma:
amostra positiva não se consegue identifi-
car a penicilina, correndo, pois, a ação ini-
bitória por conta de substâncias diversas,
antibióticas ou não, devemos pesquisar sis-
temàticamente a presença de traços de sul-
famídicos, dos resíduos de substâncias quí-
micas utilizadas na higienização do vasi-
lhame ou de possíveis conservantes, adicio-
nados fraudulentamente ao leite.
A sulfa é pesquisada pelo processo de

Bratton e Marchall 28, :29 empregado para
a investigação dessa substância no sangue
e na urina - diazotação; os compostos de·
amônio quaternário, pelo método de MILLER
e Elliker28,29, e os diversos conservantes,.
entre os quais citaremos como principais o-
perôxido de hidrogênio e o aldeído fórmico,
pelos processos de rotina dos laboratórios
de exame do leite, baseados nas recomenda-
ções do livro Métodos de Análises Bromato-
lógicas :3l do Instituto Adolfo Lutz.
Lançamos mão,' também, da prova da

placa de agar-Pseudomonas aerugínosa, cepa
A. Lutz. A Pseudomonas, pela sua pequena

73



MELLO Filho, A.; SANDOVAL,L. A.; RODRIGUES, N. R. & XIMENES, J. Inibidores bacterianos
no leite de consumo da' Capital. Rev. Inst. Adolfo Lutz 25/27:69-93, 1965/67.

resposta aos antibióticos e sulfas, pode ser
empregada para diferenciar essas substân-
cias, quando presentes, dos conservantes ou
resíduos de agentes químicos, em geral, que
agem bacteriostàticamente sôhre o germe.

I - TESTE BASEADO NA REDUÇÃO DO C. T. T.

O cloreto de 2, 3, 5 trifenil-tetrazólio
(C. T. T.) atua como aceptor de hidrogênio
e de elétrodos e, ao se reduzir, torna-se co-
lorido. É um dos poucos compostos orgâ-
nicos incolores na forma oxidada e corados
na forma reduzida. Essa propriedade é
aplicável aos ensaios de redutase do leite,
aos estudos de tecidos vivos, dos quais cons-
titue um reagente, e na avaliação da ca-
pacidade germinativa das sementes; a solu-
ção do C. T. T., incolor, forma um com-
posto vermelho, insolúvel, de trifenilfor-
mazona 3'2.

Aquecendo-se as amostras dos leites a exa-
minar, de diferentes procedências, para des-
truir os inibi dores naturais e teôricamente
nivelar as floras, e semeando-as com starter
lático, as substâncias inibidoras, quando pre-
sentes, interferirão diferentemente, de acôr-
do com a sua concentração, no ritmo do de-
senvolvimento bacteriano, obtendo-se, como
resultante, tonalidades cromáticas diversas
que do vermelho - ausência completa de
inibição - decairão ao carmim, róseo, ró-
seo claro e, no caso de inibição completa,
ao branco, a própria côr do leite, ficando
pois o iC, T. T. na sua leucoforma.

A amostra contrôle será obtida a partir
de vacas sadias, não submetidas a tratamen-
to, ou de leite em pó, desnatado, estéril, se-
lecionado, livre de inibidores.

O leite em pó deve ser dissolvido, 10g
em 90 ml de água esterilizada, destilada.

Quando se faz exame seriado de grande
número de amostras, servirão igualmente
como contra-prova, no momento, aquelas que
aproximadamente adquirirem a coloração
vermelha.

A escolha do germe de prova recaiu numa
associação de Streptococcus thermophllus e
Lactobocillus bulgarlcus, provenientes do la-
boratório Moseley, de starter láticos, India-
nopolis, Indiana, E. U. A., idealmeritel:l,
cultivado em laboratório a 42-46° C até coa-
gulação do leite selecionado, previamente
tindalizado.
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Embora tal amostra venha a ser um Io-
gurte, não recomendamos o emprêgo de
starter comercial, pois já tem sido relacio-
nado na literatura o desenvolvimento, nessa
procedência, de cepas daqueles germes an-
tibiótico-resistentes, falseando a interpreta-
ção dos resultados.

Além do mais, o starter comercial pode
veicular bolôres, leveduras, coliformes ou
demais germes de contaminação, o que não
é desejável na presente prova, podendo en-
tretanto ser usado excepcionalmente.

Neste caso, deve-se ter o cuidado de pre-
viamente determinar a sua acidês, indicado-
ra de uma bôa atividade, nunca inferior a
80"D e de se estudar microsoàpicamente a
flora, com densidade bacilo-estreptococo re-
lativamente equilibrada, devendo ser o pro-
duto de fabricação recente, 12-24 horas.

Aliás, independentemente dêste fato, de
acôrdo com o tipo ou origem dos germes,
mesmo se selecionados, pode haver uma sen-
sibilidade diferente na presença de inibido-
res, antibióticos ou não.

No momento do emprêgo, a cultura recen-
te (12 a 24 horas) será dissolvida a 1/2,
no leite contrôle e pipetada na quantidade
de 1 ml em 10 ml da amostra a ser exa-
minada.

O C. T. T. dissolvido em água destilada,
esterilizada, na proporção de 1 :25, será:
acondicionado em frasco escuro e conserva-
do refrigerado.

Procedimento - 1) Aquecer, em banho-
-maria, 10 ml da amostra contrôle e 10 ml
das amostras problema, a 80° C, durante 5
minutos. 2) Resfriar até a temperatura am-
biente. 3) Acrescentar 1 ml do inoculum,
homogeneizando-se por inversão, três vêzcs,
as amostras acondicionadas em tubos rprê-
viamente arrolhados (rôlhas de borracha).
4) Incubar a 42-46° C, em estufa bacterio-
lógica, durante 2 horas. 5) Acrescentar 0,3ml
da solução do C. T. T., 1 :25, novamen-
te homogeinizando o conjunto, que será re-
incubado do/ante 30 minutos. Comparar
as colorações com a : da amostra contrôle.
Côr vermelha escura ou clara (contrôle) ,
igual a ausência de inibidores. Côr rósea,
rósea clara, presença, em graduações variá-
veis. Côr branca - côr do leite - presença,
em elevado teor, daquelas substâncias. 6) Go-
tejar duas gôtas de penicilinase em tubo
contendo a amostra problema, que forneceu
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coloração rósea ou branca. Romogeinizar,
deixar 60 minutos em temperatura ambien-
te. Acrescentar 1 ml do inoculum, Horno-
geneizar e repetir a conduta anterior. Se
no final de 2h30m a coloração da amos-
ti a problema se alterou, igualando a do
contrôle, a prova é positiva para a presen-
ça da penicilina. Caso contrário, se per-
maneceu descorada, acusará a participação
de substâncias inibi dor as, antibióticos ou não,
ou uma alta contagem leucocitária 28 (Fig.
1 e 2).

Nota: Embora terminada a prova, é pro-
veitoso fazer nova leitura, dentro do período
de 60 minutos passados. As amostras ten-
dem a se uniformizar cromáticamente, po-
rém, nas inibições totais ou semi-totais, a
côr permanecerá sempre mais clara, rosada.

11 - DETERMINAÇÃO DA AcmÊs (medida
em graus Dornic)

Determinamos a acidês pela avaliação in-
direta da produção do ácido lático, usando

F'íg. 1 - Tubos contendo: A) Leite padrão
- côr vermelha; B) Leite com penicilina -
côr branca; C) Leite com penicilina mais pe-

nicilinase - côr também vermelha.

a solução N/9 de hidróxido de sódio,
pelo processo corrente, recomendado por
DORNIC 28.

Procedimento - 1) Proceder como no
método anterior, apenas excluindo o item
5, ou seja, não acrescentar o C. T. T.; após
2h30m, determinar a acidês, empregando
a solução e o acidímetro de Dornic, que pos-
sui uma bureta especial, sendo os resultados
fornecidos em graus Dornic.

2) Comparar o resultado obtido com
o da prova do C. T. T., que se processou
em igual lapso de tempo. A maior acidês -
amostra contrôle - deverá corresponder à
côr mais intensa, fornecendo os tubos rosa-
dos ou de côr branca, acidês de mais baixo
valor. Êste teste é prova e contra-prova do
anteriormente visto. Exclue, quando posi-
tivo (acidês baixa), a possibilidade da in-
terferência das altas contagens leucocitárias,
ao contrário do que acontece no método
de C. T. T.

Fig. 2 - A penicilinase adicionada ao tubo C
não alterou a cõr, que permaneceu branca,
innice da presença de inibidores diferentes da

penicilina.
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A prova pode também ser avaliada vi-
sualmente, pois, numa resposta negativa, o
leite permanece coagulado, enquanto que a
permanência no estado líquido é a tradu-
ção de um sub-desenvolvimento da flora,
com sub-atividade bacteriana e conseqüente
pequena produção ácida. 3) Repetir a etapa
do item 7, como descrita para a prova do
C. C. T., para as amostras que acusaram
baixo nível de produção ácida ou permane-
cerem líquidas. Se, no final da prova, a
acidês dessas amostras problema se elevou,
aproximando-se. da do contrôle, o teste é po-
sitivo para a presença da penicilina.

lII - MÉTODO DO DISCO E ,DA PLACA

Êste processo exige um maior cuidado
técnico, especialmente na preparaçâo..« es-.
tandartizaçâo da suspensão.' dos esporos do
Bacillus subtilis, o germe de prova utilizado
e na preparação das diversas diluições da pe-
nicilina padrão, contra-prova positiva do
método.

Se a suspensão dos esporos do B. subtilis
não foi submetida a uma adequada e prévia
estandartização, de acôrdo com a sua con-
centração, poderá interferir na sensibilidade
da prova, negativando possíveis halos de ini-
bição originados por pequenas potências de
substâncias inibidoras ou diminuindo as suas
amplitudes.

Êste método, com referência à penicilina,
é de precisão qualitativa e quantitativa, de-
tetando no lapso de 2h30m a 3h30m, até
0,05 unidades por mililitro de leite.

Para os demais antibióticos, conforme ve-
rificaremos logo mais, a sua sensibilidade é
diversa de acôrdo com o tipo empregado.

Com a utilização desta prova, os possíveis
resultados se distribuirão nas seguintes ca-
tegorias: a) Resultados negativos - nenhu-
ma zona de inibição. b) Penicilina positi-
va - zona de inibição sem a penicilinase,
mas nenhuma zona, após o tratamento pe-
nicilinástico. c) Atividades antibacterianas
diversas, que não a penicilina - zona de
inibição com e sem penicilinase 28.

A prova da penicilinase é empregada para
a penicilina comum, pois' a sintética, de uso
muito limitado, não sofre a ação daquela
enzrma.
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1. Material

Placas de Petri - As placas deverão ter
a dimensão de 10 x 100 mrn ou 20 x 100
mm, selecionando-se cuidadosamente as que
apresentarem o fundo plano.

Disco de papel de filtro - Os discos de-
vem ser de bôa procedência, com elevado
índice de absorção, tais como o Bacto 1.564,
B. B. L. 08-631 ou Schleicher-Schuell e
Wh'ltman, absorvendo 0,1 ml do leite e que
foram por nós empregados.

Embora existam discos impregnados com
penicilina, em diversas potências e impreg-
nados com a penicilinase, devido a sua va-
riação comercial, o que não garante um, re-
sultado seguro, demos preferência à im-
pregn2ção dos mesmos no momento da prova.

. Penicilina patdrão - Dilui-se a penici-
lina em água destilada ou em solução es-
téril tamponada, fosfatada, pH 6,0, fazen-
do-se uma suspensão estoque, contendo 100
unidades por mililitro e conservada refrige-
rada durante dois dias.

Na ocasião da prova,' dilui-se: a mesma até
1; 0,50; 0,10 e 0,05 unidades por ml, embe-
bendo-se os discos.

A potência 0,05 unidades vem a ser a
concentração mínima inibitória.

Penicilinas e concentrada - Emprega-se a
penicilinase B. B. L. 02-629, Difco R 354
ou Lahorcilinase Laborterapica, 500000 uni-
dades/ml, que foi por nós utilizada. A pe-
nicilinase deve ser conservada refrigerada,
por ser termo-Iábil.

Agar "seed" - É o meio de cultura usado
nas placas, para a realização. da prova ~
Penicillin assar seed agar, e com a seguinte
composição: Peptona, 6,0 g.; caseina (diges-
tão pancreática), 4,0 g; extrato de levedu-
ra, 3,0 g; extrato de carne, 1,5g; glicose,
1,0 g; agar, 15,0 g e água destilada, q. s.
para 1 litro. Distribuir, esterilizar a 1210 C,
15 minutos. O pH final deverá ser de 6,6.

Agar base - É o meio de cultura empre-
gado na obtenção da cultura do Bacillus
subtilis para a preparação da suspensão de
e3poros: Peptona, 6,0 g; extrato de levedu-
ra, 3,0 g; extrato de carne, 1,5 g; Agar,
15,0 g; água destilada. q. s. para 1 litro.
Distribuir e esterilizar. O. pH final deverá
ser de 7,0.
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Suspensão de esporas - Podemos lançar
mão de suspensões deesporos do. B. subtdlis,
da Bacto, 0453 - ampolas de 1 ml, B. B. L.
04-628, ou prepará-Ia em laboratório.

2. Método

Para o preparo e estandardização da sus-
.'pensão de esporos, devemos adotar a seguin-
te conduta. Suspender, emô mI de solução
salina, a cultura recente o (24 a 48 horas) de
Bacillus subtilis A. T. C. C. 6.633, repicada
em estria, em tubo contendo agar seed in-
clinado, cultivado a 37°C.

Distribuir essa suspensão na. superfície de
300 ml de agar-base (meio de cultura mais
pobre), acondicionado em garrafa de Roux
e incubar durante 5 a 10' dias a 37° C.

Após, verificarv.microsoôpieamente, com
coloração especial, se cêrca de 70'% do ger-
me passou à forma esporulada ; caso contrá-
rio, retomar à estufa, por mais alguns dias,
até que aquêle índice seja atingido.

Suspender a cultura obtida em 20 ml da
solução salina fisiológica, atritando a super-
fície do meio de cultura com o rolar de pe-
quenas esferas de vidro, até obter uma boa
turvação do líquido.

Concentrar os esporos por centrifugação
a 4 000 r. p .m ., ressuspender o sedimento e
determinar espectrofotomêtricamente a sua
turbidês, até atingir a transmissão de 90%
com O comprimento de onda de 650 m«,

Submetemos essa suspensão, já estandar-
dizada, a um aquecimento a 70°C, durante
15 a 30 minutos, para eliminar as formas o

vegetativas ainda existentes, estocando-a a
seguir no refrigerador para uso até 2-3 mê-
ses da sua preparação.

Na falta do espectrofotômetro ou de um
colorímetro fotoelétrico, poderá a suspensão
de esporos ser estaridardizada através de ten-
tativas sucessivas, até que a turbidês esta-
belecida forneça o maior e 'mais visível halo
de inibição.

Para o preparo do agar-getme, acrescen-
ta-se 1 ml da suspensão de esporos em 100
ml de agar seed, resfriado a 55'60°C,ho-
mogeinizando-sea seguira .mistura, e ver-
tendo 5 ml do agar e placas de PETRI 33.

As placas contendo o agar-germe deverão
ficar acondicionadas no refrigerador não
menos de 3 nem mais de 5 dias 28, 34.

No momento da prova, remove-se a placa
do refrigerador; devendo ser a mesma uti-
lizada após período de 15 minutos. Com
uma pinça, toma-se um disco e toca-se a su-
perfície da amostra de leite, já perfeitamen-
te homogeinizada, de modo a evitar a for-
mação de conglomerados de substâncias gor-
durosas.

A absorção é da orqemde 0,1 ml, Agi-
ta-se levemente o disco, para espargir o
excesso do leite, depositando-o suavemente
na superfície do agar. Para cada amostra

o devemos usar um mínimo de dois discos e
um máximo de oito discos por placa, ou sej a,
quatro amostras testadas.

A placa para a distribuição dos discos é
dividida em quatro partes iguais, devendo
os mesmos ser colocados simêtricamente, evi-
tando-se assim, noêaso de positividade do
resultado, coalescência dos halos de inibição
formados (Fig. 3).

A placa assim preparada é levada à es-
tufa a 37°C e posta a incubar durante
2h30m a 3h30m.

Ao fim dêsse período, em caso de positi-
vida de, pelo crescimento rápido do germe,
um halo de inibição muito tenue, é detetado,
sendo necessário, para tanto, examinar cui-
dadosamente a superfície do meio de cul-
tura, colocando-se a placa contra um foco
de luz distante c inclinando-se em diversos
ângulos. O retorno da placa à estufa cul-
tora, fornecerá,horas após, uma perfeita e
nítida imagem do que conseguimos vislum-
brar com o pouco 'contraste existente.

No caso do aparecimento do resultado po-
sitivo, para sabermos se é ou não a penici-
lina a substância inibidora presente, deve-
mos acrescentar a 10 ml da amostra pro-
blema duas gotas de penicilinase, homogei-
nizar, deixando-se, se houver tempo suficien-
te, 60 minutos em repouso,. em temperatura
ambiente, para garantir a ação enzimática.

Preparar novamente a placa, colocando
na superfície da mesma quatro discos, dois
embebidos na amostra com penicilinase e
dois na amostra,poTé~sem aquela enzima.

Tornar a incubar. 'orna zona de inibição
ao redor dos discos não tratados, mas ini-
bição alguma em torno o do disco com peni-
cilinase, representará um teste positivo para
a penicilina (fig. 4). Zona de inibição com
e sem a penicilinase, atividades antibacte-
rianas diversas (fig. 5).
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Fig. 3 - Placa dividida, para efeito de prova, em quatro
quadrantes contendo quatro amostras-problema, com dois
discos para cada uma. O quadrante superior esquerdo mos-

tra a presença de substâncias inibidoras.

F'ig. 4 - Penicilina positiva mostrando a zona de inibição,
circundando os discos superiores. Ausência de ha los junto

aos discos inferiores embebidos com penicilinase.
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Fig. 5 - Atividades antibacterianas diversas, que não a
penicilina. Zona de inibição com e sem a penicilinase.

Estabelecida qualitativamente a identifi-
·cação do inibidor, para a determinação quan.
titativa da sua potência devemos comparar
a dimensão do halo existente, medida pelo
seu diâmetro, com as dimensões de outros
halos de inibição resultantes da colocação
na placa de discos embebidos em diferentes
potências da penicilina: 1,0; 0,50; 0,10 e
0,05 unidadea/ml (fig. 6).

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

IV - PROVAS SUBSIDIÁRIAS

1. Pesquisa de sulfamídicos livres no leite

:Êste método é capaz de detetar, no leite,
até 0,005% de sulfamídicos.

A presença de sulfa pode ser pesquisada
pela modificação do método de Bratton e
MarshalI, .empregado para a investigação
dessa substância no sangue e urina.

O ácido tricloroacético precipita as pro-
teínas, o ácido nitroso produzido como re-
sultante da adição de nitrito de sódio reage
com a sulfanilamida livre - diazotação -
ou outros compostos que libertem sulfanila-
mida.

O excesso de ácido nitroso não diazotado
é eliminado pelo sulfamato e o ácido nitro-
so diazotado copula com o N-(Lnaltil-etileno-
-diamina}, dando um composto estável de
côr vermelha viva.

Material e Procedimento

A 1 ml de leite cru ou pasteurizado, adi-
cionar 10 ml de ácido tricloroacético a 1,5%,
recentemente preparado. O precipitado for-
mado deve ser filtrado com papel de filtro

Whatman n.? 42; 1 ml da solução filtrada,
límpida, é colocado em tubo de ensaio lim-
po, adicionando-se-lhe 1 ml de solução de
nitrito de sódio 0,011%, deixando-se a solu-
ção em repouso durante 2 minutos. Final-
mente adicionar 1 ml de solução de N-(L
-naftil-etileno-diamina) a 0,51%.

O aparecimento de côr vermelha, quase
que imediatamente, é indício da presença de
suIfanilamida no leite examinado 33,34.

Fig. 6 - Determinação quantitativa da
penicilina, pelo adicionamento do an-
tibiótico, em potências diversas, ao
leite padrão. Os dois halos menores,
coincidentes, de iguais dimensões -
2 mm - são respectivamente os do
leite-problema e do leite padrão acres-
centado a penicilina (0,5 U .I .vmí).
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2. Pesquisa de compostos de amônio qua-
ternário no leite

Método de Miller e Elliker. Êste método
deteta a presença do amônio quaternario no
leite, até a diluição de 5 p~ p. m.

Material e Procedimento

Indicador - Dissolva 0,1 g de eosina -
na forma de tintura - aproximadamente
90% pura, em 200 ml de acetona, conser-
vando em' frasco âmbar, como' solução -'es-
toque.

Adicione 10 ml desta solução a 90 ml de
tetracloroetano técnico e junte 1 g de ácido
cítrico puro 'cristalizado para eliminar a eôr
vermelha que aparece. Agite a solução e
depois filtre.

Solução tampão - Dissolva 25 g de ácido
cítrico puro, cristalizado (ácido cítrico com
uma molécula de água de cristalização), em
100 ml de água destilada; adicione então
solução de hidróxido de sódio a 50,% até
que o pH se ajuste a 3,5, sendo geralmente
necessários 12m!.

Coloque 1 ml da amostra problema em
tubo de ensaio e adicione 5 ml de água des-
tilada, 1 rnl da solução de indicador e 0,2
ml da solução tampão. Agite vigorosamen-
te durante 10, segundos; centrifugue a se-
guir durante 5 minutos a 3 200 r.p.m, Três
camadas poderão aparecer, a camada supe-
rior da solução menos densa, a camada cen-
tral formada pelas proteínas precipitadas 'e
a camada inferior que, no caso da presença
no leite do composto de amônio quaterná-
rio, adquire a côr vermelha.

RESULTADOS

Tendo ficado estabelecidos os métodos de
exame, antes de iniciarmos prôpriamente a
pesquisa das substâncias inibidoras, em es-
pecial, a penicilina, no leite tipo C do con-
sumo em São Paulo, para efeito de aprecia-
ção da funcionabifidade individual e do con-
junto, dos métodos assinalados, dividimos
o nosso trabalho em três etapas distintas,
complementadas de uma quarta etapa es-
pecial:
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1. Pesquisa, in uitro, pelo adicionamen-
to, ao leite, padrão, de quatro antibióticos.
de maior emprêgo em terapêutica veteriná-
ria, em concentrações decrescentes, até o li-
miar de suas percepções.

2. Determinação, in vivo, no leite de
animais estabulados, de penicilina e tetra-
ciclina, por nós especialmente injetadas e
difundidas, por via intra-mamária, na forma
de suspensão.

3 . Pesquisa de substâncias inibidoras,
em especial a penicilina, no leite tipo C con-
sumido. na Capital de São Paulo.

4. Verificação em laboratório, pelo adi-
cionamento de antibióticos ao leite, da inter-
ferência da pre&ença dessas substâncias, nos
resultados dos exames bromatológicos roti-
neiros - bioquímicos, químicos, e bacterio-
lógicos - e as conseqüentes falhas na apre-
ciação da real qualidade do leite.

1. Pesquisa "in vitro", no leite padrão, da
presença de quatro antibióticos de maior
emprêgo em terapêutica veterinária em
concentrações decrescentes, até o limiar
de suas percepções.

A partir de antibióticos padrões, em pó,
adicionados das substâncias tampão apro-
priadas, segundo o método proposto por
XIMENES 35, ou de solução tamponada, com
pH adequado a cada antibiótico, fomos pro-
cedendo à diluição dos mesmos, no leite pa-
drão previamente aquecido a 80° C, até de-
terminarmos a potência mínima perceptível
pelos três métodos descritos de início.

Esquemàticamente, os resultados obtidos
estão, representados no quadro I.

As potências de 0,05 unidades/rnl para a
penicilina, de 0,50, mcg/ml para a tetraci-
clina e o cloranfenicol e de' 5 unidades para
a estreptomicina representam o mínimo ini-
bidor para estas provas de caráter rápido.

Se dermos às tonalidades obtidas pela uti-
lização da prova do C. T. T. correspondên-
cia numérica de O a 4 - zero para a côr
branca, índice de completa inibição, 1 e 2
respectivamente para a côr rósea clara e
rósea e 3 a 4 para a côr carmim ou verme-
lha - ausência de inibição - poderemos,
pelo quadro lI, situar aquêles mínimos InI-
bitórios constantes do quadro I e, pela figo
7, ter uma noção visual do fenômeno:
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--------------------------------- ------

QUADRO I

Antibióticos adi-
cionados ao leite

U. r. ou mcg /ml

Penicilina 5
10
10
50

Tetraciclina
Cloranfenicol
Estrepetomicina .

1
5
5

30

0,5
2,5
2,5

20

0,1
1
1

10

0,05
0,50
0,5Q
5

0,025
0,25
0,25
3

Os valores em grifo correspondem às concentrações inibidoras mínimas.

QUADRO 11

Leite Tonalidades I Acidez Coagulação i B-subtilis
amostras C. T. T. °D inibição

A 4 80 coagulado
B O 28 liquido +
C 1 35 líquido +
D 2 50 líquido +
E 3 70 coagulado
F 4 75 coagulado

+ positivo.
- negativo

Fig. 7 - Tonalidades cromáticas na prova do C. T. T.: A) Colora-
ção vermelha (tonalidade 4) - leite contrôle com ausência completa
de inibidor; B) Côr branca (tonalidade zero) ~ inibição completa;
C e D) Róseo-clara e rósea (tonalidade 1 e 2) - inibição média;
E e F) Carmim e vermelha (tonalidades 3 e 4) - ausência completa

de inibição.

Conforme pudemos verificar, as potências
mínimas inibitórias -- 0,05 unidades para
a penicilina, 0,50 mcg para a tetraciclina e
o cloranfenicol e 5 unidades para a estrepto-
micina -- limite de detetibilidade dos mé-
todos, em geral, se situam no índice 2 do

C. T. T., com acidez de teor ainda sensível-
mente baixo, tendo em vista a acidez da
amostra contrôle e igualmente com produ-
ção do halo de inibição, permanecendo o
leite no seu estado líquido, não coagulado.
As concentrações maiores daquêles anti-
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bióticos forneceram valores de acidês cada
vez mais baixos e C. T. T., 1 ou O.

Em contrapartida, amostras de leite, veio
culando potências menores do que os rr.:'
nimos verificados, sub-concentrações inibi-
tórias, portanto, atingiram o índice 3-4 do
C. T. T., e uma acidês bastante elevada, com
coagulação positiva e absoluta nega ti vida de
para a presença do halo de inibição, com-
portando-se pois como o leite padrão e pas-
sando despercebidas, indetectadas, pelo crivo
dêstes processos.

Uma visualização do que foi explicado po-
derá ser melhor apreciado pela observação
dos quadros 111 e IV, referentes à penici-
lina e tetraciclina dissolvidas experimental-
mente no leite padrão.

Embora tenha ficado comprovada a hôa
funcionabilidade da prova, individualmente
e no seu conjunto, durante a realização das
pesquisas das substâncias inihidoras, em
amostras do leite tipo C do comércio, alguns
resultados discordantes foram surgindo.

A presença de inibidor era acusada pelo
C. T. T., em gradação 1 ou 2, com baixa
produção de ácido e incoaguabilidade, sem
que halo de inibição se formasse. Entre-
tanto, conforme verificado, os três métodos
tinham acuidade muito parecida.

Porém, pareceu-nos que o conjunto
C. T. T., e acidimetria, funcionando em con-
seqüência da presença do S. thermophilus,
é mais sensível à presença da penicilina, po-
dendo mesmo denunciá-Ia, na potência de
0,01 unidadea/rnl do leite. Em contra-par-
tida, o processo da placa ~ B. subtiles ~ é
capaz de denunciar a estreptomicina em ní-
veis de até 2-3 unidades/mI.

Suspeitamos então de um outro mecanis-
mo até então não verificado ou melhor, não
pesquisado, da presença naqueles leites de
associação de antibióticos ou outros inibido-
res, em sub-concentrações inibitórias, capa-
zes, porém, nessa forma, de se tornarem

QU ADRO IIl

C. T. T.
Tonalidades

B-subtilis
Coagulação inibição

nada ao Ieíte
Penicilina adicio-

padrão
U.I. /rnl

==========~======~====~=======T====~

Acidez
°D

5
1
0,50
0,10
0,05
0,025

o 23 líquido +
O . 23 líquido +
O 26 líquido +
1 38 líquido +
2 45 líquido +
4 68 coagulado

CONTRA-PROVA

4 80 'coaguladoLeite padrão

QUADRO IV

Tetraciclina adicionada C. T. T. Acidez Bcsubtilis
ao leite padrão Tonalidades °D Coagulação inibição

rncg zml

5 O 2:> líquido +
2,5 O 24 líquido +
1 O 28 líquido +
0,5 1 40 líquido +
0,25 4 61 coagulado -

CONTRA-PROVA

Leite padrão 4 80 coagulado -
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QUADRO V

Penicilina adicionada ao C. T. T. Acidez B-subtilisleite padrão Tonalidades °D
Coagulação inibiçãoU.L/mI

0,05 I 2 45 liquido +
0,025 4 68 coagulado -

Penic. 0,025 U. r.zm;
Tetrac. 0,25 mcgz'ml

2 42 líquidoadiciono padrão -ao

CONTRA PROVA

ILeite padrão 4 80 coagulado -

QUADRO VI

Tetraciclina adicionada C. T. T. Acidez

I I
B-subtilisao leite padrão Tonalidades °D

Coagulação inibiçãomcgyrnl

0,50 2 40 líquido +
0,25 4 61 coagulado -

Tetrac. 0,25 mcgyrnl
Penic. 0,025 U. r.zmi 2 38 líquidoadiciono padrão

~
ao

CONTRA-PROVA
Leite padrão/ 4 80 coagulado -

detectáveis, pelo C. T. T., e acidimetria, po-
rém, não fornecendo halo algum de inibição.
Para esclarecer esta última hipótese, associa-
mos, em laboratório, sub-concentrações ini-
bidoras, de diversos antibióticos, obtendo am-
pla confirmação do fato, conforme demons-
trado nos quadros V e VI, com a associação
penicilino-tetraciclina.

2. Determinação "in vivo", no leite de ani-
mais estabulados, de penicilina e tetra-
ciclina, por nós especialmente injetadas
e difundidas, por via intra-mamária, na
forma de suspensão.

Os antibióticos escolhidos foram a pemCI-
lina benzatina, injetável, e a tetraciclina in-
jetável e em forma de suspensão, para uso
intra-rnamário. A penicilina benzatina, de-
vido a sua eliminação lenta, em média de 3
a 5 dias. A tetraciclina, pela sua mais rá-
pida eliminação e o mesmo antibiótico, na
forma de preparadosanti-mastite, por se eli..·
minar em doses mais elevadas, até um pe-
riodo de 72 horas, facultando pois bôa obser-

vaçâo do fenômeno e servindo como contra-
prova positiva para a funcionabilidade dos
testes propostos.

As experimentações foram efetuadas na
Estação Experimental da Água Funda do De-
partamento de Produção Animal, com vacas
da raça Jersey, pesando 300 e 370 quilos e
respectivamente com 3 e 5 anos de idade e
produção média leiteira de 6,4 e 8,2 litros.

A dose terapêutica da penicilina L M. é
de 10000 a 20000 U.1.jkg de pêso vivo e
da tetraciclina 1.M., 600 mg a 1 g, e foram
ministradas, respectivamente, em doses úni-
cas. A suspensão, para uso intra-mamário,
na proporção de 200 mg por quarto ma-
mário.

As amostras de leite foram colhidas cada
24 horas e examinadas até completo desa-
parecimento dos antibióticos, dentro das pos-
sibilidades dos métodos.

O próprio animal a ser tratado serviu prê-
viamente de contra-prova, tendo sido as amos-
tras colhidas no mesmo. ritmo horário e
igualmente examinadas para a presença de
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QUADRO VII

Teor de Penicilina benzatina, U. r.zmi, no leite,

Vaca Penicilina no período de zero a 120 horas de ordenha
benza tina

n.o U. I./kg * H o r a s

O I 24 I 48 I 72 I 96 I 120

- O O O O O O
155

20000 ° 0,1 0,08 0,06 0,05 O

* Injeção única de 6200000 U. I.

QU ADRO VIII

Tradução dos valores do quadro Vll nos índices de p.rova C. T. T., Acidez
e Placa mais B. subtilis

Ordenha

I
C.T.T. Acidez

I
Coagulação

I
B. subtilis

Horas Tonalidades °D inibição

O 4 63 coagulado -
24 1 46 líquido +
48 1 43 líquido +
72 2 50 líquido +
96 1 50 líquido +
120 3 55 coagulado -

QUADRO IX

Teor de tetraciclina - mcg/kg - no
leite, no período de zero a 96 horas

Vaca Tetraciclína da ordenha
nP mcg/Kg*

Ho r a s

° I 24 I 48 I 96

O O O ° I °133

I2.700 O 0,7 0,5 O

" Injeção única de 1 g de tetraciclina.

QUADRO X

Tradução dos valores do quadro IX, nos índices das três provas

Ordenha
Horas I

C.T.T. I
Tonalidades

Acidez
°D

ICoagulação B. subtilis
inibição

O 4 78 coagulado -
24 1 32 líquido +
48 2 36 líquido +
72 4 61 coagulado -
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QU ADRO XI

Teor de tetraciclina - mcg zmí - no leite
Tetraciclina no período de O a 96 horas de ordenha

Vaca mcg zquarto
mamário • Ho r a s

O I 24 I 48 I 72 I 90

O O O O O O
133

200 O 10 1 O O

* Difundida por via intramamária.

QUADRO x r r

Tradução dos valores do quadro Xl, segundo os índices das provas

Ordenha
Horas

C.T.T.
Tonalidades

Acidez
°C

ICoagulação I B. subtilis

O 4 60 coagulado -
24 O 22 líquido +
48 1 33 líquido +
72 3-4 55 coagulado -
96 4 61 coagulado -

inibidores, após o aquecimento a 80°C du-
rante 5 minutos.
Os quadros seguintes (VII a XII) sinteti-

zam os resultados, e fornecem a sua tradu-
ção, segundo os índices e normas dos três
métodos utilizados:

3. Pesquisa de substâncias inibidoras, em
especial a penicilina, no leite tipo C
consumido na Capital de São Paulo.

Para a realização dêstes exames, as amos-
tras de leite tipo C foram adquiridas do Co-
mércio e obtidas simultâneamente, em pon·
tos diametralmente opostos, em dias diferen-
tes, de tôdas as marcas industriais existen-
tes à venda - Leco, Paulista, União e Vi-
gor, acondicionadas em gêlo e ràpidamente
.transportadas.

No laboratório eram, no mesmo dia,
submetidas aos exames de rotina corren-
tes - físico-químicos, bioquímicos, bacterio-
lógicos, tais como: pesquisa de conservado-
res diversos, principalmente o aldeído fór-
mico e o peróxido de hidrogênio, presença
de redutores da acidez, adredemente colo-
cados, da acidez, prova do alizarol, densi-
, dade, criscopia, redutase pelo azul de. meti-
leno, peroxídase, fosfatase, contagem global

em placas, colimetria e a prova da resistên-
cia em temperatura ambiente - coagula-
ção ~ além de outras mais.
Simultâneamente e~a pesquísada especial-

mente a presença de compostos de amônio
quaternário e de sulfamídicos.
Após aquecimento, as amostras eram

submetidas às provas de pesquisa de subs-
tâncias inihidoras, sendo as que forneceram
resultados positivos testadas com a penici-
linase.

Examinamos um total de 1 000 amostras,
em dias diferentes, que abrangeu um pe-
ríodo de cêrca de seis meses de constantes
verificações, resultando a constatação da
presença de substâncias inibidoras em 9%
das amostras de leite analisadas.
As sulfas, o amônio quaternário ou demais

substâncias químicas não foram encontra-
dos, tendo sido porém em 1,9% das amos-
tras examinadas evidenciada a penicilina
em potência que variou de 0,05 a 0,50 uni-
dades por mililitro de leite. Portanto, das
1 000 amostras vistas, 90 mostraram conter
substâncias inihidoras, 71 das quais, não
identificadas e 19 correspondendo à presen-
ça da penicilina na potência de 0,05 a 0,50
unidadea/ml, conforme demonstrado no qua-
dro XIII:

85



MELLO Filho, A.; SANDOVAL, L. A.; RODRIGUES, N. R. ,& XIMENES, J. Inibidores bacteríanos
no leite de consumo da Capital. Rev. Inst. Adolfo Lutz 25/27:69-93, 1965/67.

QUADRO XIII

Leites penicilina-positivos

Potências
U.L/ml

N.O Amostras

0,05
0,08
0,10
0,30
0,40
0,50

3
1
2
3
7
3

Entretanto, durante o período de realiza-
ção das referidas pesquisas, sucedeu que,
para as diversas amostras adquiridas no co-
mércio, de uma mesma marca industrial,
num mesmo dia, porém em estabelecimentos
comerciais distantes, encontramos uma das
amostras contendo penicilina, estando porém
as demais negativas, inclusive para a pre-
sença dos inibidores em geral.

Tal fato, aparentemente contraditório,
torna-se entretanto bastante compreensível
quando lembramos do fato de que, no inte-
rior de São Paulo ou de outros Estados de
onde o leite provém, os entrepostos usina
recebem a: produção local.

O leite global dessa usina-entreposto é
portanto representado pela convergência do
leite de todos os produtores da localidade,
onde é o produto filtrado, padronizado, re-
frigerado e transportado em carros-tanques
isotérmicos ou não, com capacidade variá-
vel em média de 10000 litros.

Em São Paulo, nos diversos estabelecimen-
tos de beneficiamento, é o produto bom-
beado diretamente do carro tanque para os
pasteuriza dores, pasteurizado e a seguir es-
tocado em tanques isotérmicos, com capaci-
d.ide também variável, em média 10000
litros.

No momento do engarrafamento, é êsse
leite levado à máquina enfrascadora, engar-
rafado e acondicionado em cestas gradeadas
e distribuídas ao consumo.

Terminada a operação, pelo esgotamento
do conteúdo do tanque-estoque, passa-se ao
seguinte, contendo leite proveniente de ou-
tra procedência.

O produto consumido na Capital não é
pois o resultante da mistura global da pro-
dução da bacia leiteira do nosso interior ou
de outros Estados, mas sim das regiões pro-
dutoras, parceladamente.
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Portanto, não é de se estranhar que amos-
tras colhidas em pontos diversos, embora do
mesmo produto comercial, forneçam resul-
tados diferentes.

Tendo em vista o sucedido, resolvemos
fazer em uma das usinas de pasteurização
de leite da Capital o exame sistemático do
leite provindo das diversas zonas de forne-
cimento, colhendo as amostras de diferentes
regiões produtoras, à medida que chegado.

Após exames seguidos, conseguimos des-
tacar uma fonte produtora do interior, cujo
leite se apresentou' veiculando substâncias
inibidoras não identifica das, diferentes da
penicilina.

Feita essa verificação, providenciou-se a
ida de um grupo técnico a essa região de
nossa interlândia onde, no. respectivo posto
de resfriamento e à medida que chegava,
iam sendo colhidas amostras do leite de to-
dos os produtores da localidade.

Examinadas, essas amostras acusaram po-
sitividade para a presença de substâncias
inibidoras em cêrca de 20'% do total global.

Estava pois comprovada a nossa previsão.
Não havendo tempo útil para se chegar

até as fazendas cuja produção inquinava o
total da produção .local e desvendarmos .in;
loco a etiologia do processo, sabendo quase
certo. serem agentes terapêuticos os respon-
sáveis pela situação criada, deixamos reco-
mendações saneadoras, entre outras, o afas-
tamento da ordenha leiteira do animal que
estivesse sob tratamento veterinário.

Dias após.. na. Capital, no laboratório,
constatamos com satisfação que O leite da-
quele local se enquadrava na. normalidade,
não mais veiculando os inibidores.

Partindo do efeito, na Capital, havíamos
conseguido. chegar até as causas remotas,
nas fazendas de produção do interior, obten-
do a correção necessária.

Queremos, dentro do preceito da técnica,
pôr em ênfase o cuidado especial que se deve
ter com a penicilinase, devido à sua termo-
sensibilidade e à possibilidade da sua con-
taminação durante os diversos manuseios,
pois tais fatos obrigaram a desprezar o. re-
sultado obtido para quase 200 amostras, com-
pelindo-nos a recomeçar as pesquisas em
andamento.

A Pseudomona aeruginosa, como germe
de prova, pela sua resistência aos antibió-
ticos e sulfas, no discrime com os vestígios
de substâncias químicas por nós adiciona-
das ao leite padrão, mostrou-se insatisfató-
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ria, por resistir também a ações inibidoras
diversas.

Enquanto o Bacillus subtilis e a .Soncira;
lutea A. T. C. C., 9341 apresentavam halo
de inibição com o aldeído fórmico a 1 :.40 000,
já a P. aeruginosa nada mais revelou.

4. Verificação em laboratório, pelo adi-
cionamento de antibióticos ao. l(ftite, da
interferência da p,resença des;asubs-
tâncias nos resultados dos exames bro-
matológicos rotineiros - bioquímica,
químicos e bacteriológicos - e as con-:
seqüentesfalhas, na apreciação, dá .real
qualidade do. leite:-

o leite, pelas sua~ próprias condições de
produção, em fonte animal, sujeito a ma-
nuseios inevitáveis, sendo substratode extra-
ordinário potencial nutritivo, éUnl vasto
caudal onde crescem e se reproduzem cen-
tenas de milhares de células bacterianas, em
ondas sucessivas ·3'6

Entretanto, apesar de ser alimento pere-
cível, quando, desde a fonte de produção,

veicula inibidores do crescimento bacteria-
no, mesmo mantido à temperatura ambien-
te, não se deteriora por vários dias" demons-
trando assim - uma resistência invulgar.

Portanto, dois produtos diversos desigual.
mente contaminados, veiculando, porém,os
mais poluídos vestígios de um inibidor, for-
necerão, horas após o exame, resultados de-
siguais, sendo paradoxalmente ° pior con-
siderado como o de melhor qualidade, hur-
lando a prova de rotina da determinação
da acidez, redutase e o exame bacterioló-
gico. <

Para ilustrar o fato, fizemos, em laborà-
tório, uma série de ensaios, acrescentando
antibióticos a amostra de leite cru, recém
chegada do interior e isenta de iníbidores,

O leite era examinado no momento da
prova e depois adicionado. com penicilina
--::-1unidade/rnl, e tetraciclina - lmcgJml,
sendo deixado à temperatura ambiente pelo
período de 10 horas. e, após, novamente
examinado. Os quadros e. fotografias que
se seguem esquematizam os resultados ohti-
dos, mostrando a notável influência inibitô-
ria sôbre a flora global do leite (Quadros
XIV e XV; Fig. 8 e 9).

QU ADRO XIV

Leite cru isento de inibidor (produção recente), 'Exame de rotina

Corrtagern mícro-
btanaIglobal em

placas
cotôntas /mt

Colimetria
N.M.P.

Redu tasimetriá.
mino

Acidez
°D

30000000 2400+ 'I 160 18

Q,UADRO. XV

Leite cru após 10 horas do exame de prova

Leite
Acidez
°D

~Contagem microbiana glo-
balo em placas colô-

ntas /mí

Colimetria
N.M.P.

Redutasimetria
mino

" ., I,·, "./
Isento de inibidor 2.0QOOO000 2 400 + 20

,
Mais penicilina, I·1 U. T./ml ·50,,000000 ·."..2-..400 + 120

Mais tetraciclina,
1 mcgyml ..... , 38000000 2 400 + 130

68

43

21
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----- ---_. - -------------

Fig. 8 - Placa de gelose-padrão semeada com leite cru. isento
de inibidor (diluição 1:1000000).

F'íg. 9 - Placa de gelose-padrão semeada com o leite acres-
centado com tetraciclina 1 mcg zmí, na diluição de 1:1000000.
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Os coliformes não evidenciaram modifi-
cações significativas (Quadros XIV e XV).

Os resultados para as provas de pesquisa
da presença. presuntiva de coliformes não
sofreram modificações significativas.

Como contra-prova das observações vis-
tas, a partírdas amostras dó leite cru isento
de inibido r e do mesmo contendo a penici-
lina e a tetraciclina, inoculamos 2,% de
starter de Iogurte, dentro da técnica da pro-
dução comercial e cultivamos a seguir a
46-48° C.

Como não podia deixar+de acontecer, o
Iogurte produzido a partir de leite cru exi-
giu cêrca de 2 h 30 m para uma completa
coagulação, fornecendo no final umaaci-
dez de 70° D, enquanto que as demais amos-
tras só chegaram a coagular após 4 a 6
horas de incubação, produzindo mesmo as-
sim uma acidez de muito baixo valor e uma
menor concentração da flora, quando exa-
minada ao microscópio (Fig. 10 e n, pá-
gina seguinte).
Aliás, o fato relatado constitue a base do

processo da pesquisa de substâncias inibido-
ras descrito, empregando a acidimetria.

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

Segundo pudemos constatar na maioria
dos trabalhos que tivemos a oportunidade
de compulsar, principalmente de autôres
americanos, é o tratamento da mastite pelo
emprêgode .suspensões difundidas por via
intra-mamária, entre outras causas;' o gran-
de responsável pelo aparecimento desubs- '
tâncias inibidoras no leite de consumo da
população ou no produto destinado à' indus-
trialização.

Tendo em, vista a freqüência com que
ocorre a aíecçâo, verdadeiro .flagelo do gado
leiteiro e na' impossibilidade de proibir o
uso de medicamentos, como recurso tera-
pêutico realmente valioso, recomenda o
Food and Dr~g Administration, nos E. U. A.,
que no próprio tubo contendo antibiótico
para a infusão intra-mamária seja impres-
sa a advertência de que o leite produzido
pelo animal assim tratado não deve ser dado
ao consumo humano até o prazo mínimo de
72 horas após, a última aplicação.

A incorporação de substâncias corantes,
não tóxicas, como a clorofila solúvel ou ou-
tras diversas, na suspensão para uso intra-
mamário, eliminando-se ao mesmo passo do

que o antibiótico e dando na ordenha uma
apreciação visual do fenômeno, tem sido re-
comendada 3'7,38.

Os antibióticos empregados na alimenta-
ção do gado pràticamente não interferem no
aparecimento dos vestígios daquelas subs-
tâncias, o mesmo acontecendo quando em-
pregados por via intra-uterina,

Os demais antibióticos, injetáveis, tetra-
ciclinicos, oloranfeniool, ou associações anti-
bióticas, e mesmo a penicilina G, comum,
eliminam-se ràpidame~te, em 24-48 horas.

A penicilina retard, cujaeliminação vai
em médiade3 a 5 dias, é susceptível de
entreter um nível apreciável da droga no
leite 'ordenhado.

No campo de industrialização dos produ-
tos deleite, 9 problema principal criado
pela presença dos inib,ip~res em geral e dos
antibióticos em especial éa completa au-
sência ou diminuição acentuada da produ-
ção ácida nas culturas dos starter, inibindo
entre outros o crescimento do Streptococcus
lactis, 5, thermophilus, 5. Durans, Lactoba-
cillus lactis, L. heloeticus, L. bulgaricus, L.
casei, Leuconostoc cítrovorum, etc., de ma-
neira variável.

Na indústria do queIJO, mesmo quando
se constata no leite a presença de substân-
cias inibi doras, é o produto empregado, ten-
do-se porém o. necessário cuidado de aumen-
tar o volume do inoculum: prolongar o pe-
ríodo de incubação e de produção ácida e
aumentar a quantidade do sal adicionado.

No setor dos leites fermentados, como re-
curso de industrialização, procurou-se em-
pregar "starter" constituída de germes an-
tibiótico-resistentes, porém a produção ácida
deixa muito a desejar, repercutindo no or-
ganoleptismo do produto.

Como conseqüência de ordem de Saude
Pública, da veículação há longos anos, do
antibiótico no leite, principalmente a peni-
cilina, além do aparecimento de estreptoco-
"eos e estafilococos piogênicos resistentes, de-
vemos pôr em destaque o papel dêsse resí-
duo na etiologia de fenômenos alérgicos
cutâneos, em pessoas sensibilizadas.

Tendo em vista as 3 pesquisas nacionais
nos E. U. A., nas quais ficou demonstrado
que diversas amostras de leite do comércio
continham quantidades variáveis de penici-
lina, o "Food and Drug Administration",
em 1959, reuniu em conferência um painel
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Fig. 10 - Aspecto microscõpico da flora de Iogurte produzida a partir do
leite padrão. 1 400 x.

F'íg. 11 - Aspecto mloroscópíco da flora de Iogurte produzida a partir do
leite mais tetraciclina. 2240 x.
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de autoridades médicas no campo especiali-
zado da alergia causada por antibióticos,
para avaliar o risco à saúde pública: da in-
gestão de antibióticos veiculados no leite e
derivados.

Chegou-se à conclusão geral de que "os
antibióticos diversos, tais como a bacitra-
cina, neomicina, polimixina B, tetraciclina,
todos utilizados em preparados anti-mastí-
ticos, não constituem um risco à saúde".

Entretanto, concluiu-se também, que "a
penicilina, quando presente no leite, mesmo
em pequenas parcelas é altamente anti-
gênica e capaz de causar reações alér-
gicas em pessoas sensibilizadas".

Foi estimado que, nos E. U. A., o núme-
ro de pessoas alérgicas incluía cêrca de 10'%
(dezessete milhões) da população total e
que as reações alérgicas à penicilina varia-
vam de um grau médio até reações de alta
intensidade.

Em nossas pesquisas encontramos quanti-
dades de penicilina variáveis de 0,05 a 0,5
unidades/ml, ou seja, respectivamente 5 e
50 unidades/IOO ml.

Nos Estados Unidos, entretanto, a maio-
ria dos alergistas consultados afirmaram
que, em casos especiais, 2 a 3 unidades de
penicilina ingerida produziram uma reação
do tipo anafilático, em pessôas com alto grau
de sensibilização e que havia suspeitas de
que a penicilina veiculada no leite estivesse
sendo a causa da urticária recurrente, Ire-
qüentemente encontrada.

No setor da Inspecção Sanitária, o fal-
seamento induzido pela presença de subs-
tâncias inibidoras, através da bacteriostase,
na justeza da apreciação dos exames bacte-
riológicos rotineiros, só permite avaliar a
qualidade atual do produto examinado, le-
vando a considerar um leite altamente po-
luído como de bôa qualidade, retirando da-
quele exame a sua elevada função julgadora.

A nosso ver, a pesquisa de substâncias
inibidoras no leite e, principalmente, da pe-
nicilina, deve ser tornada obrigatória e rea-
lizada, a par dos exames de rotina, no pro-
duto em estado de cru, advindo de cada
região de produção.
. Os métodos por nós utilizados têm, jus-

tamente por êsse motivo, caráter rápido,
acompanhando o ritmo de desenvolvimento
da redutase, podendo ser utilizada como
plOva seletiva de plataforma nas indústrias
de fabricação de queijo.

o teste de acidimetria pode mesmo ser
realizado em regiões de pequenos recursos
técnicos, isoladamente.

E, finalmente, uma urgente campanha de
esclarecimento deve ser desenvolvida, visan-
do afastar da ordenha o gado leiteiro sob
tratamento antibiótico oujsulfamídico, esta-
belecendo-se rigoroso policiamento a respei-
to e determinando-se, em todos os laborató-
rios de contrôle higiênico do leite, sistemá-
tico exame do produto advindo do interior,
região por .região, visando localizar os fo-
cos de produção do leite inquinado e o seu
saneamento dentro do prazo mais rápido
possível.

RESUMO

Os trabalhos de pesquisa da presença de
inibidores bacterianos no leite e derivados
vêm, há quase duas décadas, enriquecendo
a literatura mundial.

Os inibidores podem decorrer da presen-
ça de traços de antibióticos resultantes do
tratamento veterinário do gado leiteiro e de
vestígios de substâncias químicas usadas na
higienização em laticínios.

Nos Estados. Unidos, em 1959, o Food
and Drug Administration considerou um
risco à saúde pública, pela sua capacidade
de formação de antígenos, a presença de pe-
nicilina no leite e derivados, considerando
fraudado o produto que veicule antibióticos
em geral, tendo sido realizadas naquele país
três pesquisas de âmbito nacional, em que
foi constatada a presença de antibióticos em
potências diversas.

A penicilina é responsabilizada pelo de-
senvolvimento, em' pessôas sensibilizadas, de
dermatose em caráter crônico ou recurrente.

Na esfera da inspeção de Alimentação
Pública, a presença de inibidores. do cres-
cimento. e da multiplicação bacteriana po-
deria falsear o julgamento da qualidade do
produto, pois os exames de redutase, con-
tagem bacteriana, pesquisa de acidez' etc.
forneceriam apenas o estado atual da flora.

Um leite altamente contaminado desde a
fonte de produção, porém contendo inibido-
res, fornecerá um resultado satisfatório ao
exame de rotina, feito na Capital. Parado-
xalmente, um leite produzido sob condições
padrões de higiêne, mas sem conter inibi-
dores, submetido ao mesmo exame, será con-
siderado como de pior qualidade.
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No setor da industrialização do leite, são
altamente nocivos os efeitos da presença de
inibi dores, devido à baixa produção de
ácido pela flora parcialmente imobilizada.
Em que pesem os fatos relatados, no Brasil

ainda não se cuidou de pesquisar a presen-
ça de substâncias inibidoras em geral, prin-
cipalmente a penicilina, no leite e seus de-
rivados.
Usando métodos rápidos que fornecem

respostas em 2h30m a 3h30m, foi pesquisada
no leite, tipo C, de consumo da capital de
São Paulo, a presença de inibidores bacte-
rianos, tendo sido constatada a presença dos
mesmos em 9% das 1000 amostras exami-
nadas, correspondendo a penicilina a 1,9%
do total encontrado, em quantidades variá-
veis de 0,05 a 0,5 unidades por mililitro de
leite.
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CONSIDERAÇÕES SôBRE OS SETE PRIMEIROS CASOS DE FASCIOLOSE
HUMANA ENCONTRADOS NO VALE DO PARAíBA,

ESTADO DE SÃO PAULO (1)

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

LUÍs DOS SANTOS (2)

TEREZA FREIRE VIEIRA (3)

SUMMARY

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

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

The patients have lived in this region for man:y years and used to eat
water-cress (nasturtiwm officinale) and drínk water from drains or brooks.

These fíndíngs suggested a Iarger scale survey to evaluate the incidence of
fascioliasis in Brazil, in ordem to prevent its dissemination.

I - INTRODUÇÃO

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

A elucidação do ciclo de vida da Fasciola,
no entanto, só ocorreu muito mais tarde,
entre 1873 e 1883, graças aos trabalhos de
Weinland, Leuckart, Thomas e outros 1, ;2, e
LUTZ3 que descobrem ser um caramujo o
hospedeiro intermediário e o boi e o carnei-
ro, os hospedeiros definitivos.

Pouco depois, no entanto, MONIEZ2, em
1896, relata 32 casos de distomatose huma-
na, encontrados e descritos por diversos au-
tôres em vários países da Europa.

Hoje são numerosos os casos de parasi-
tismo humano pela Fasciola hepatica; sendo

conhecidos e relatados nos cinco continen-
tes, a saber: Europa - Hungria, França,
Espanha, Portugal (inclusive Ilha da Ma-
deira); Ásia - China, Rússia, Síria, Tur-
quia etc.; África - Argélia, -Egito, Ãfrica.
do Sul, Somália Francesa etc.; Oceania -
Austrália (Queeneslândia); Américas-
República Dominicana, Costa Rica, México,
Pôrto Rico, Venezuela, Chile, Argentina,
Cuba, etc. 4, 5.

No Brasil, REY6, em pesquisa efetuada
no Rio Grande do Sul, em 1957, visando
confirmar a existência de 22 casos huma-
nos suspeitos de infestaçâo pela Fasciola he-
patica, não pôde comprovar nenhum dêles,
embora .investigações intensas fôssem efetua-
das junto às pessoas suspeitas e seus fami-
liares.

(1) Realizado no Instituto Adolfo Lutz (Laboratório Reg iona.I de "I'aubaté) ,
(2) Do Laboratório Regional de Taubaté.
(3) Da Clínica Médica N. S. das Graças (Taubaté) e do Hospital Bom Jesus do Tremembé.
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Em 1958, REY 7 descreve o primeiro caso
de fasciolose humana. em uma criança de
três anos, descoberto "em Mato Grosso pela
Primeira Bandeira Universitária Paulista.

No Brasil, até a presente data, não há
qualquer outra referência sôbre novas ocor-
rências de distomatose humana; assim, com
os sete casos por nós descobertos no Vale
do Paraíba, eleva-se a oito o total de casos
registrados de parasitismo humano por Fas-
ciola hepatica em nosso país.

Nossa atenção para a fasciolose humana,
no Vale do Pa raiba, foi despertada pelo tra-
balho de FRANÇA8 sôhre a incidência de
fasciolose em bovinos desta região. De fato,
pudemos acompanhar o trabalho dêste pes-
quisador, ajudando-o nos cortes de alguns
fígados de boi para observação e coleta de
fascíolas. França verificou que 10% das
reses que examinou estavam parasita das por
Fasciola hepatica. Êstes animais provinham
de municípios do próprio Vale do Paraíha,
tais como: Taubaté, S. Luiz do Paraitinga,
Redenção da Serra, Natividade da Serra,
Caçapava, Jambeiro e Paraibuna.

O elevado índice de positividade da dis-
tomatose no gado, encontrado por França.
sugeriu-nos a possibilidade de existência de
casos humanos nesta Região, que é essen-
cialmente agrícola e pastoril (zona produto-
ra de leite). Ora, há sete anos, vimos nos
dedicando ao estudo da esquistossomose no
Vale do Paraíba e dela conhecemos quase
todos os focos. Sabíamos, pois, da existên-
cia de caramujos das espécies Biomphalaria
tenagophila, B. scharammi; B. sp., Drepano-
trema melleum, D. cimex, D. anatinum, Am-
pullaria sp., e Physa sp. No entanto, ainda
não havíamos encontrado nenhum caramujo

do gênero Lymnaea, que é geralmente apon-
tado como o hospedeiro intermediário da
Fasciola hepatica. Passamos, por isso, a
procurá-Io mais intensamente e terminamos
por encontrá-Ia em vários locais da região,
conforme é descrito num trabalho atualmen-
te em elaboração. Em vista dêstes fatóres
conjugados, ficamos de sobreaviso. Ovos
de Fasciola hepatica, obtidos por sedimen-
tação da bile de boi, foram mostrados a
técnicos de laboratório, a fim de mais se-
guramente serem reconhecidos êstes ovos.
Confiávamos em que, mais cedo ou mais tar-
de, acabaríamos por encontrar casos huma-
nos de fascíolose. A nossa expectativa foi
plenamente confirmada pois, entre 5/10/66
e 23/3/67, foi possível diagnosticar a fas-
ciolose hepática em 7 pessoas.

Acreditamos que essa helmintose tenha
passado despercebida aos médicos, talvez
porque não apresente uma sintomatologia
bem característica, ou por estar quase sem-
pre associada a outras parasitoses.

Os sete pacientes, objeto de estudo e das
observações relatadas neste trabalho, são
doentes autóctones do próprio Vale do Pa-
raíba, onde a fasciolose bovina é endêmica
desde há trinta anos 8 e onde também subsis-
tem condições para que ela se instale e se
mantenha entre a população humana da re-
gião, graças às culturas de agrião ali exis-
tentes e às águas poluídas de córregos e va-
letas que muitos camponeses costumam be-
ber, quando em serviço de campo.

II - DADOS PARASITOLÕGICOS

A Fasciola hcpatica é um verme trema-
tódeo, medindo 3,5 x L5 cm; quando adulo
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Fig. 1 - ovo de Faseiola
h.epatica encontrado em fe-

zes humanas. 400 x.
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to, habita nos canais biliares do boi e do
carneiro que são normalmente os hos-
pedeiros definitivos. No entanto, outras
espécies ammais podem ser parasitadas

antílope, boi, búfalo, camelo, cangu-
rú, cão, castor, cavalo, cobaia, coelho, ele-
fante, gato, esquilo, lebre, macaco, porco,
veado 1,2, 3, 4, 9, 1'0 e também o Homem, que
é objeto dêste trabalho.

Os ovos do trematódeo são operculados
(Fig. 1 e 2), medindo em média 140 x 90fL,
sendo despejados no intestino junto com a
bile. Misturam-se às fezes e são então eli-
minados para o exterior, ainda não emhrio-

F'ig 2 - Detalhe mostrando o operculo
e o óvulo. 400 x.

nados. Em contacto com a água, após dez
dias, forma-se um embrião ciliado, o mira-
cídio, cuja saída (ou ecdise) é favoreci da
pela presença de luz e calor (19-25°C).

Os ovos da Fasciola hepatica são bem
maiores do que os de Ascaris mas podem
ser confundidos com os ovos estéreis dêste
helminto, quando êstes apresentam, por vêzes,
tamar.ho maior do que o usual. Neste
caso, os da Fasciola distinguem-se dos de
Ascaris principalmente pela presença do
opérculo e pela estrutura interna (Fig. 3).

Deve-se notar que os ovos da Fasciola he-
pática têm um grande poder de sobrevida
no meio externo, pois, em fezes humanas,
permanecem vivos até nove meses 4 mas, para
se desenvolverem, necessitam de água, de-
pendendo o tempo para formação de miraci-
dio principalmente da temperatura pois, a
11°C, a eclosão pode dispender até quaren-
ta dias. O desenvolvimento dos ovos e a in-

F'Ig. 3 - ôvo de FascioZa hepatica com-
parado com ôvo de Ascaris tv.mbricoiâes.

festação dos moluscos não ocorre, portanto,
em terrenos completamente sêcos.

Os miracídios, segundo alguns autôres 4,6,

têm vida curta, já morrem após oito horas,
se não encontram um caramujo para pe-
netrar.

O hospedeiro intermediário é um cararnu-
j o aquático do gênero Lymnaea, e que no
Brasil é representado pela espécie Lymnaea
viator, segundo LUTZ \ REY", MALDONA-
DO11 e outros.

Brumpt fornece uma lista com cêrca de
vinte e duas espécies e variedades de Lym-
naea, e duas espécies de Physa, como hos-
pedeiros intermediários da Fasciola hepatica,
em muitos países.

Jturbe .& Gonzalez ap ud 1 afirmam, sem for-
necer dados experimentais, que, na Vene-
zuela, o hospedeiro intermediário é um mo-
lusco operculado - A mpullaria luteostoma.

Já MAlA \ em 1951, além das várias es-
pecies de Lymnaea, cita, como possíveis
transmissores da fasciolose, outros moluscos,
dos gêneros Succinea Fossaria, Fraucollela,
Bullinus, Am.pullaria, Physopsis e Physa.

LUTZ 12, 1928, aponta a Lymnaea cuben-
sis como hospedeiro intermediário da Fas-
ciola hepatica, na Venezuela, afirmando tam-
bém ser inadmissível o desenvolvimento de
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cercarias da Fasciola em caramujos do gê-
neto Ampullaria.

No Brasil, LUTZ 3, em 1921, cita o en-
cOBtro da Lymnaea viator, nas margens do
Rio Paraíba, desde a Barra do Pirai (Est.
R. Janeiro) para baixo. Igualmente, REY 6,

em 1957, afirma que as espécies comp'rova-
da:ine~te transmissoras da distomatose per-
terícem ao gênero Lymnaea; em Pelotas, no
Rio Grande de Sul, encontrou a Lymnaea
uiator que, segundo outros autôres 13, 14, é
também a responsável pela fasciolose hepá-
tica na Argentina e Chile.

Depois da penetração do miracídio, cêrca
de trinta ou quarenta dias, formam-se as
cercarias que saem do caramujo, nadam na
água durante algum tempo; depois se encis-
tam (metacercárias) , sendo engoli das pelo

. hospedeiro definitivo - boi, carneiro, cabra,
caval00l rato ou o próprio homem. LUTZa,
entretanto, afirma que as cercárias não saem
do caramujo, mas SIm acumulam-se no ápice
da' concha e só saem após a morte do ca-
ramujo.

Já se demonstrou 4 que os cistos têm gran-
de poder de resistência, pois permanecem
vivos durante algumas semanas nas forra-
gens sêcas, ou onze meses na geladeira, ou
cêrca de um ano nas forragens úmidas e
ensiladas, podendo durar até oitenta dias
quando livres na água, ou aderindo às fô-
lhas do agrião ou do capim submerso.

Essa resistência dos ovos e metacercárias
(cistos) permite indicar a forma provável
da manutenção e da disseminação dadis-
tomatose, mesmo em locais onde o gado é
permanentemente esta bula do, devido ao uso
comum do estrume do gado como adubo, e
das forragens como alimento dos animais.

Após a ingestão das metacercárias, estas
são libertadas no duodeno, pela digestão
das membranas císticas envolventes. Atra-
vessam então a parede do intestino, atingem
o peritônio, depois o parênquina hepático,
através da cápsula de Glisson e, em seguida,
chegam aos canais biliares onde se transfor-
mam em fascíolas adultas, após três a qua-
tro meses, aí passando a viver e a pôr ovos.

MAlA 4, REY'l, BELDING9 e GRAIG &
FAUST"O afirmam ser indispensável, para
o perfeito desonvolvimento dos vermes, a pe-
netração no fígado através da perfuração do
parênquima hepático; isto porque já se ve-
rificou que a bile concentrada da ampola de
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Vater mata os pequenos distômulos, recém-
saídos dos cistos. Podem, no entanto, atin-
gir o fígado através da veia porta e um cer-
to número de distômulos podem eventual-
mente cair na circulação geral, o que per-
mite explicar as localizações errátioas dos.
vermes adultos de Fasciola hepatica em va-
sos sangüíneos, abcessos situados nos pul-
mões, baço, tecido intermuscular, tecido sub-
cutâneo e em vários órgãos humanos 2,4.

III - MATERIAL E MÉTODOS

Todos os doentes tiveram o seu diagnós-
tico inicial, .através do exame de fezes. Pos-
teriormente, era feita a confirmação da pa-
rasitose pelo encontro dos ovos da F asciola:
hepatica na bile obtida por tubagem duo-
denal, e ainda, por meio de novos exames
de fezes, nos quais sempre empregávamos
os métodos de WILLIS, FAUST, e HOFF-
MAN-PONS-JANER1Q, 15, 1,6, 17.

Depois de confirmado o diagnóstico, so-
licitávamos os exames de fezes dos familia-
res do paciente; desta forma, foi possível
descobrir mais dois casos que, normalmen-
te, teriam passado despercebidos. Em segui-
da, os doentes eram examinados clinicamen-
te e concomitantemente efetuavam-se os res-
pectivos hemo gramas. Através das reações
de Kunkel, de MacLagan, e de Hanger, efe-
tuavam-se as provas da função hepática 18,
1'9, ~2'Ü.

Em quatro casos, valemo-nos da intrad~r-
mo reação para Fasciola hepatica; cujo an-
tígeno específico foi feito com vermes adul-
tos da Fasciola hepatica. Em dois casos fo-
ram feitas as dosagens de bilirrubina total,
direta e indireta, e das transaminases glu-
tâmico pirúvica e oxalacética, mas os pá-
cientes recusaram o tratamento e abandona-
ram a clínica. Os demais, foram interna-
dos em hospital para tartamento.

IV OBSERVAÇÕES CLÍNICAS

CASO 1 S. P., 64 anos, feminino,
branca, casada, natural de Taubaté, Est. de
S. Paulo. Data do 1.0 Exame de Fezes po-
sitivo: 5-10-1966.

História - O diagnóstico de fasciolose
foi feito através de exames de fezes, pelos
métodos de Willís e de Hoffman-Pons-Janer.
O processo de Willis revelou ovos de Asca-
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ris lumbricoides e larvas de Strongyloides
stercoralis ; o método de Hoffman, entretan-
to, revelou além daqueles nematóides, tam-
bém a presença de ovos operculados, medin-
do cêrca de 140 x 90 (t, que identificamos
como de Fasciola hepatica. A tubagem duo-
denal e posterior exame da bile confirma-
ram plenamente o nosso diagnóstico inicial,
pois encontramos novamente vários ovos de
Fasciolahepatica. Lâminas contendo ovos
do trematóide, obtidos das fezes e da bíle,
foram colocados em câmara úmida, à tem-
peratura constante de 25°C. Estas lâminas
eram examinadas diàriamente, possibilitan-
do-nos acompanhar todo o desenvolvimento
do embrião desde a célula inicial até a for-
mação completa do miracídio, o que se dava
após 15 dias.

Em posterior exame clínico, a paciente,
que já se encontrava internada no Hospital
Bom Jesus, relatou que, apesar de residir
em Taubaté há vários anos, anteriormente
havia morado em uma fazenda em Registro
(Munic. Taubaté), onde, de vez em quando,
ingeria agrião.

Exame físico - Acentuado emagrecirnen-
to; pele sêca, com elasticidade acentuada-
mente diminuída, encarquilhada ; palidez
evidente da pele e mucosas. Tumoração na
região inguinal esquerda. Pêso: 47,8 kg.
Altura: 1,58 m. Aparelho circulatório:
pressão arterial 21/8, sem alteração à 'aus-
culta. Aparelho respiratório: normal. Apa-
relho genito-urinário: sem queixas. Apare-
lho digestivo: queixa ·deenjôo, às vêzes vô-
mitos; intolerância por alimentos gorduro-
sos, desde de há algum tempo; meteorismo
intenso e ãs vêzes dor no hipocôndrio di-
reito.

Exames complementares - Exame hema-
tológico: anemia intensa e ligeira leucope-
nia. Provas da Tunçâo hepática: dosagens
de bilirruhina direta, indireta e total, res-
pectivamente 0,4; 0,2 e 0,6 mgj100 ml, fei-
tas pelo método de Malloy Evelin, com leitu-
ra fotocolorimétrica. A dosagem das tran-
saminases glutâmico pirúvica e oxalacética
deram respectivamente 70 e 55 unidades
(Reitman Frankel).
Foi feito um tratamento inicial para me-

lhoraro estado geral da paciente, incluindo
pequenas e repetidas transfusões de sangue,
além de proteínas, vitaminas e aminoácidos.

Alguns dias depois, a paciente deixou o Hos-
pital por não querer operar a tumor ação
que apresentava na região inguinal esquer-
da e que também tomava parte da região
femural anterior. Não retomou à Clínica
para tratamento da fasciolose hepática ou
para outros exames.

CASO 2 - B. R., 45 anos, masculino,
branco, natural de Taubaté, S. P. eespôso
de S. P. (caso 1). Data do 1.0 Exame de
Fezes positivo: 20·10·66.

História - Suspeitávamos de que alguns
dos familiares da paciente S. P. (caso 1),
com diagnóstico de fasciolose hepática, tam-
bém pudessem estar infestados pois, vivendo
em comum, com os mesmos hábitos, tipo de
alimentação e bebendo a mesma água, ha-
via possibilidade de isto acontecer. Assim,
solicitamos amostra de fezes dêste paciente,
para exame que efetuamos pelos métodos de
Willis, de Hoffman-Ports-Janer e de Faust.
O primeiro processo nada revelou, mas os
dois últimos evidenciaram a. presença de vá-
rios ovos de Fasciola hepatica, que Iotogra-
famos e confrontamos com aquêles obtidos
por sedimentação da bile de boi, sendo sua
evolução acompanhada até a formação do
miracídio.

Exame físico O paciente não compa-
receu para exame clínico ou tubagem da
bile.

Exames complementares - Exame hema-
tológico - série vermelha: normal; série
branca: eosinofilia relativa e absoluta e lin-
focitose relativa.

CASO 3 - M. I. M., 16 anos, femi-
nino, preta, solteira, natural ele Redenção
da Serra, S. P., onde reside. Data do 1.0
Exame de Fezes positivo: 7·12-66.

História - Êste caso foi deiléoberto atra-
vés de exame de fezes de material enviado
pelo PAMS de Redenção da Serra ao Ins-
tituto Adolfo Lutz (Lab. Reg. Taubaté).
Inicialmente, ovos de Fasciola hepatica fo-
ram descobertos. apenas através do método
de Hoffman, já que o processo de Willis
nada acusou. Posteriormente foi extraída a
bile por tubagem, que apresentou aspecto
sanguinolento; ao microscópio revelou a

99



.sANTOS, L. & VIEIRA, T. F. - Considera~ões sôbre os sete primeiros casos de fasciolose humana
encontrados no Vale do Paraíba, Estado de São Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lutz f5/27:95-109,
1965/67.

existência de numerosos ovos de Fasciola
hepotica. Efetuamos nôvo exame de fezes
em 23·2.67, pelos três métodos rotineiros.
Os processos dr.Willis e Faust foram nega-
tivos, mas o de Hoffman novamente acusou
a presença de ovos de Fasciola. Em vista
do diagnóstico, o paciente foi internado no
Hospital Bom Jesus de Tremembé, para exa-
me clínico e tratamento.

Exame físico - Pêso: 50,8 kg. Altura:
1,5'5 m. Pressão arterial: 10/7 em' Hg.
Queixa de mal estar, ânsia de vômito e do-
resabdominais. O intestino era preguiçoso
.e não apresentava surtos diarrêicos. Às vê-
zes, dor. no estômago e vômitos. À palpa-
çâo do abdômen, sentia dor no hipocôndrio
direito e epigástrio. O exame dos apare-
lhos respiratório, circulatório e gênito-uriná-
rio nada apresentou de anormal.

'~Ti

Exames complementares - Exame hema-
tológico: anemia 3 800 000 hemá-
ciaa/rnmô ; leve leucopenia - 5300 leucoci-
tos/mm3; eosinofilia relativa - 12% e
absoluta -636/mm3. Provas da função
hepática: Kunkel - 20,2 unid.; Maclagan
- 2,3 unido

CASO 4 - L. U.' 1., 21 anos, femi-
nino, branca, solteira, natural de Virginia,
M.G., onde morou 4 anos, até mudar-se para
S. Luís do Paraitinga onde permaneceu até
há 7 mêses, quando veio residir em Tau-
baté. Data do 1.0 Exame de Fezes positivo:
21.'1-67.

História - A paciente moui próprio, sen-
tindo-se mal, encaminhou as fezes para exa-
me ao Inst. AdoIfo Lutz (Taubaté), através
do Centro de Saúde local. A fasciolose foi
revelada pelo encontro de ovos operculados,
em exame de fezes pelo processo Hoffman-
Pons-Janer. Para confirmação, foi efetuado
um .segundo exame de fezes, após regime
alimentar isento de carne ou fígado, que foi
efetuado em 31-10-67. As técnicas de Faust
e de Hoffman-Pons-Jener novamente revela-
ram a existência de numerosos ovos de Fas-
ciola hepatica .. Em 1-2-67 foi internada no
Hospital Bom Jesus para tratamento e ex-
tração da bile: o exame da bile confirmou,
mais uma vez, os resultados anteriores, já
que em todas as lâminas observadas encon-
tramos ovos de Fasciola hepatica.
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Exame físico - Estado geral bom. Pêso:
57 kg. Altura: 1,()5 m, Queixa: há dois
anos, dor intensa, em barra, na parte alta
do abdômen; enjôo quando comia carnes
gordurosas ou frituras. Dor à palpação do
hipocôndrio direito e epigástrio. Fácil irri-
tabilidade. Aparelhos respiratório, circula-
tório e gênito-urinário: normais.

Exames complementares - Exame he-
matológico: eosinofilia (5%); linfocitose
(34:%) e discreta leucocitose (8500/mm3).
Provas da função hepática: Reação. de Kun-
kel,5,5 unido Heação de Maclagan, 1,3 unido
Intradermo reação, positiva .

CASO 5 - A. G., 40 anos, feminino,
branca, casada, natural de S. José do Bar-
reiro, S. P. Mora há 3 anos em Taubaté,
mas residiu anteriormente em Natividade da
Serra (S. P.), durante 10 anos; Data do
1.0 Exame de Fezes positivo: 31-1-67~

História O primeiro exame de fezes
foi efetuado com material encaminhado pela
própria paciente ao Instituto Adolfo Lutz
(Taubaté) através do Centro de Saúde da-
quela cidade, em 31·1-67. Pela técnica de
Willis nada encontramos mas, pelos métodos
de Hoffman-Pons-Janer, pudemos encontrar
9 ovos de' Fasciola hepatica numa única lâ-
mina e 5 ovos noutra. Para confirmação,
solicitamos nova amostra de fezes, após três
dias de regime isento de carne. O exame,
feito em 3·2-67, pela técnica de Hoffman,
revelou a existência de 5 ovos de [aseiola
por lâmina observada. O processo de Faust
revelou sempre a existência de 1 ou 2 ovos
por lâmina. Já o método de Willis revelou-
se ineficiente e não evidenciou a presença
de ovos do distomo. O exame de hile, ob-
tido por tubagem em 10-2-67, novamente
acusou a presença de 2 ovos de Fasciola he-
pática, sendo um dêles morto e outro vivo,
cujo desenvolvimento acompanhamos até a
formação do miracidio.

Relatou que quando morou em Nativida-
de da Serra, numa fazenda de sua proprie-
"dade, ingeria, por vêzes, agrião (Nasturtium
officinale proveniente de uma horta da pró-
pria fazenda e que era regada por um cór-
rego que passava pouco abaixo do curral.
Queixava-se principalmente de dores abdo-
minais com predominância na parte alta do
abdome. Quando fazia uso de comidas gor-
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durosas, frituras ou banana tinha surtos
diarréicos com fezes líquidas e espumosas,
acompanhados de cólicas intestinais inten-
sas. Relatou ainda que, em maio de 1966
apresentava êsses sintomas e o médico que
a atendeu disse tratar-se de um caso de bru-
celose, internando-a para tratamento. Nes-
sa ocasião, a Reação de Wright 21 para
brucelose foi positiva a 1:80. O exame de
fezes foi negativo. O hemograma acusava
ligeira anemia hipocrômica (4750000
hem.jmm3); leucopenia (4 000· leucoc.y'
mm3) e eosinofilia sensível e linfocitose re-
lativa. Foi medicada com Estreptomicina,
1 g por dia, durante 10 dias seguidos; Am-
plocid, 1 drágea de 6 em 6 horas; Sigma-
micina, 1 drágea de 6 em 6 horas. Disse
a paciente que, na ocasião' do tratamento,
apresentava queda de cabelo, sendo êste o
único mal de que melhorou, pois continuou
com as dores abdominais ou cólicas; os ali-
~ntos gordurosos faziam-lhe mal; conti-
nuava a perder pêso e as manchas esc~ras
no rosto, que se não apresentaram na oca-
sião, foram aparecendo e acentuando-se cada
vez mais.

Exame físico - a paciente apresentava-se
emagrecida, com manchas pardacentas na
face, membros superiores e região cervical.

Exames complementares - Exame hema-
tológico em 3-2-67 hemácias/mm3 :
4400000; hemoglobina: 14,10g - 88,%;
leucocitosjmm3 4200; eosinofilia relativa -
(11'% ) e absoluta (462); linfocitose rela-
tiva. Provas da função hepática - Kunkel:
11,2 unid.; Maclagan: 2,0 unido Reação de
Wright ~2: positiva (1 :40). Rreação de
Huddlesson: negatica. Sorologia para Lues:
negativa. Reação intradérmica, positiva.

CASO 6 - M. E. M., 23 anos, femi-
nino, preta, solteira, natural de Redenção
da Serra, onde reside. Irmã da capiente
M. I. M. (caso 3). Primeiro Exame Fezes
positivo: 23-2-67.

História - Sempre que descobríamos
uma pessoa com fasciolose, efetuávamos exa-
me de fezes em todos os componentes da fa-
mília: assim, procedemos ao exame de fezes
com material de uma família constante de
sete pessoas, das quais mais uma se apre-
sentou parasitada pela Fasciola hepaiica,
além de M. I. M. (caso n.° 3) que já tinha
diagnóstico positivo anterior.

Os exames de fezes foram feitos empre,
gando-se as três técnicas já citadas. SOmen-
te as técnicas de Faust e Hoffman permi-
tiram descobrir ovos operculados da Fas-
ciola, O método de Willis foi negativo para
os ovos do trematóide.
Nôvo exame de fezes foi efetuado em

20-3-67, sendo utilizados os mesmos três mé-
todos anteriores; desta vez, porém,todos com
resultados negativos para a fasciolose. Na
mesma data extraímos a bile da paciente
por tubagem. Houve grande dificuldade na
extração do material porque a paciente não
tolerou a sonda. A bile obtida foi impró-
pria para o exame, pois não continha ne-
nhum sedimento ou filamento de muco onde
em geral se encontram os ovos da fasciola.
Em vista disso, efetuamos na paciente, em
21-3-67, uma reação intradérmica com an-
tígeno específico para Fasciola heputica,
produzido no Instituto Biológico de São
Paulo, com os próprios vermes adultos reti-
rados do fígado de bovinos. A reação foi
fortemente positiva (Fig. 4), tendo a pápula
formada um diâmetro de 3,0 em, apresen-
tando vários pseudópodos irregulares.

Exame físico - A paciente foi, em vista
do diagnóstico, internada no Hospital Bom
Jesus de Tremembé para tratamento. Ao
se proceder ao exame clínico, descobriu-se
que estava grávida, embora isto fôsse nega-
do com veemência pela paciente. Talvez
fôsse essa a causa de a doente não apresen-
tar queixa de qualquer espécie com relação
à fasciolose, como enjôo, vômitos, cólicas,
dor etc. Do mesmo modo que sua irmã, a
doente refere ter bebido algumas vêzes água
de valetas e ingerido agrião cultivado no·
campo.

Exames complementares - Hemograma:
eosinófilos - 2,%; Ieucopenia - 8 800;
neutropenia - 59'%; linfocitose - 38%;
hemáciasjmm3 4 100 000 (discreta eritrope-
nia). Provas da função hepática: Kunkel-
27,2 unid.; Maclagan - 4,8 unido

Em 22-3-67 a paciente abandonou o hos-
pital sem ~equer iniciar o tratamento.

CASO 7 - E. M. R., 34 anos, femi-
nino, branca, casada, natural de Pouso Al-
to, MG e residente em Jamheiro, S. P., des-
de os 4, anos de idade. Data do 1.0 Exame
de Fezes positivo: 21-3-67.
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História - Os ovos de fasciola foram des-
cobertos em exames de fezes pelo método
de Hoffman, em material remetido pelo
PAMS de Jambeiro, em 21-3~67. Para con-
firmação, efetuamos novo exame em 28-3-67,
usando os três métodos habituais. Somente
os de Faust e Hoffman-Pons-juner puderam
evidenciar os ovos do Trematóide. O pro-
cesso de Willis deu resultado negativo.
Em 31-3-67 a paciente foi submetida a

tubagem para extração da bile, cujo exame
comprovou novamente a existência da Ias-
ciolose hepática. Nessa ocasião, a paciente
relatou que só bebia água filtrada mas fre-
qüentemente ingeria agrião (Nasturtium
offioinale] cultivado em uma invernada na
fazenda de seu pai. Foi internada para tra-
tamento.

Exame físico - Estado geral, bom. Al-
tura: 1,65 m. Pêso: 58 kg. Não apresen-
tava queixas e,' de modo geral, sentia-se bem.
Aparelhos circulatório, respiratório e gênito-
urinário, sem anormalidades.

Exames complementares - Hemograma
- Neutropenia relativa (52'%); Linfocitose
relativa (33~%). Hemácias - discreta mi-
.crocitose e hipocromia. Hemossedimentação
- 18 mm/h. Hemoglobina - 78%. Pro-
vas da Função hepática: Kunkel - 19,2
unid.; Maclagan - 6,0 unido A reação
intradérmica com antígeno de Fasciola he-
pática foi fortemente positiva, tendo-se for-
mado uma pápula com 3 x 2 em de diâme-
tro e com vários pseudôpodos irregulares
(Fíg. 4).

v - DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

Apresentamos os resultados das observa-
ções dos sete primeiros casos de Iasciolose
humana registrados no Vale do Paraíba,
Est. de São Paulo. Anteriormente ao nosso
trabalho, no Brasil, apenas um caso de dis-
tomatose humana havia sido descrito por
REY7, em 1958, que encontrou em Mato
Grosso uma criança de três anos parasitada
pelo trematóide. Ein 1957, o mesmo REY
foi ao Rio Grande do Sul investigar sôbre
a possibilidade da ocorrência da fasciolose
humana naquele Estado ; após minuciosas
investigações, não lhe foi possível compro-
var nenhum caso positivo. PESSOA16,
PINTO :2,3, LUTZ 3,AMATO NETO 15, BRUMPT 1
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não referem nenhuma ocorrência humana
no Brasil.
Reveste-se, portanto, de extraordinária

importância a descoberta dêstes casos no
Vale do Paraíba, principalmente por se tra-
tar de uma região que, além de agrícola,
com extensas várzeas com plantações de ar-
r~)Ze hortaliças diversas, inclusive o agrião
(Nasturtium officinale), apresenta-se tam-
bém como região pastoril e grande produ-
tora de leite. Ora, sendo o' gado do Vale
do Paraíba altamente infestado pela distoma-
tose e havendo nas fazendas, nas hortas e
nas várzeas o caramujo transmissor, confor-
me será relatado em outro trabalho, existem
portanto tôdas as condições para que a doen-
ça se instale no homem. Foi, de fato, o que
aconteceu, pois a descoberta dêstes casos
apenas foi uma questão de oportunidade e
de atenta observação. Acreditamos que não
só nesta região como em outros locais oI)z~e
existam ou se estabeleçam condições favo-
ráveis novos .casos poderão ser encontrados,
bastando para tanto que os laboratórios se-
jam orientados no sentido de identificar com
precisão os ovos operculados da Fasciola
hepatíca. Assim, também os médicos, ao
observarem .os sintomas' já descritos, deve-
rão ter em mente a possibilidade de disto-
matose humana, principalmente quando os
que passarem por consulta médica provie-
rem de zonas suspeitas de infestação ou onde
já comprovadamente se encontrou o cara-
mujo transmissor,. ou de zonas onde haja
gado infestado, ou, ainda, cultura de agrião
possível de contaminação.

Os sete casos por nós relatados neste tra-
balho são todos autóctones do Vale do Pa-
raíba e foram encontrados exatamente nos
lugares onde já havia gado intensamente
parasitado pela Fasciola hepatica 8, ou seja,
em fazendas nas proximidades de Taubaté,
Natividade e Redenção da Serra, São Luiz
do Paraitinga e Jambeiro. Todos os pa-
cientes moraram em tais fazendas onde in-
geriam agrião (N asturtium officinale) cul-
tivado nas invernadas e, às vêzes, alguns be-
lnam água de córregos ou valetas.

A descoberta da fasciolose hepática foi
efetuada, em todos os casos, inicialmente
através do encontro de ovos de trematóide
em exame de fezes; após o primeiro resul-
tado positivo, era feito, para confirmação,
pelo menos mais um exame de fezes, empre-
gando-se as técnicas de Willis, Faust e Hof-
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Iman-Pons & Janer. Embora fôsse confir-
mado o diagnóstico inicial, ainda assim se
procedia à pesquisa dos ovos da Fasciola lie-
patica na bile obtida por tubagem.

Apenas em um dos casos o exame da bile
foi negativo. O material obtido através da
tubagem era impróprio à observação, pois
não continha sedimento ou filamentos de
muco, onde geralmente se podem encontrar
ovos da Fasciola hepatica. Em vista disso,
efetuamos nas pacientes uma reação intra-
dérmica com antígeno específico feito com
os próprios vermes .retirados do fígado de
bois infestados. A reação foi fortemente
positiva, pois se formou uma pápula com
cêrca de 3 cm de diâmetro (Fig. 4), após
20 minutos.

nos foi possível encontrar ovos operculados
do trematóide. Esta técnica favorece o en-
contro dos ovos porque permite a confecção
de lâminas com material claro e limpo. En-
tretanto, deve-se observar pelo menos 10 lâ-
minas antes de se dar um resultado negativo.
O método não é, de fato, cem por cento efi-
ciente, pois também pudemos verificar, tal
como MAlA 4, que, examinando-se o sedimen-
to no fundo do tubo de centrifugação, ainda
se podem encontrar ovos de Fasciola hepatica.
Torna-se evidente que nem todos os ovos
flutuam no sulfato de zinco e, nos casos de
fraca infestação, pode ocorrer um falso re-
sultado negativo.

O método de Hoffman-Pons-Janer mos-
trou-se excelente para o diagnóstico da Fas-

Fig. 4 - Reação íntradérmica para F'asciola hepalica Aspecto da pápula formada
após 30 mino da injeção íntradérrníca.

A observação do quadro I (Pág. 90) per-
mite-nos comparar os métodos de diagnós-
tico utilizados e a eficiência de cada um
dêles.

Observamos que o método de Willis é
completamente ineficiente para a pesquisa
de ovos de Fasciola hepatica, pois os resul-
tados foram sempre negativos, embora fi-
zéssemos a leitura de várias lâminas.

A técnica de FAUST 10, entretanto, reve-
lou-se muito bôa para o diagnóstico da fas-
ciolose; apenas em dois casos (28,5%) não

ciola hepatica. Permitiu-nos positivar todos
os sete casos de fasciolose por nós encontra-
dos, logo no' primeiro exame de fezes efe-
tuado (Quadro I). No segundo exame de
fezes, para confirmação do primeiro, em
apenas um caso (141%) êste método foi ne-
gativo. Pudemos observar, ainda, que êste
método evidencia sempre um maior núme-
ro de ovos por lâmina, que o método de
Faust, Deve portanto, esta técnica ser em-
pregada como de rotina na pesquisa de ovos
de Fasciola hepatica.

i03



SA.NTOS,L, ,& VIEIRA, T, F, - Considerações sôbre os sete primeiros casos de rascíotose humana
encontrados. no Vale do iParulba, Estado de São Paulo, Rev, Irist, Adolfo Lutz 25/27:95-109,
1965/67,

QUADRO I

Resultados dos exames de fezes, da bile e da reação intraâérmica para o diagnóstico
de [asciolose hepática humana, segundo os métodos utilizados

Fez e s

Caso 1.0 Exame I 2.0 Exame
Bile Reação

n,O

I I I
I

I

íntradérmíca

W H F W
I

H F

1 - ," + - + + + '"

2 - + + - + + , .. .. ...

3 - ." + - - + + , ..
4 - ... + - + + + +
5 - .,. + - + + + +
6 - + + - - - - +
7 - ... + - + + + +

W - Willis
H - Hoffman-Pons-Janer
F - Faust

Quanto às parasitoses associadas à Iascio-
lose e reveladas através de exame de fezes,
verificamos que, em três casos, (2, 5 e 7),
há iníestação simples por Fasciola hepatica.
Há um caso (4) de associação com Tricho-
cephalus trichiurus ; um Outro (1) de associa-
ção com dois vermes - Ascaris lumbricoi-
des e Strongyloides stercoralis; outros dois
casos (3 e 6), infestação múltipla por qua-
tro ou cinco parasitos - Ascaris lumbricoi-

+ positivo
- negativo
... não> efetuado

des, Ancylostomidae, Trichocephalus trichiu-
rus, Strongyloides stercorolis e Entamoeba
coli.

Observando os quadros II e IH, podemos
notar que não há correspondência nítida en-
tre a eosinofilia e número de espécies de
parasitos; de fato, o paciente número seis,
que tem infestação por mais cinco parasi-
tos além da fascíola, é o que apresenta a
menor taxa de eosinófilos, apenas 2%.

QUADRO r r

Parasiioses associadas à Fasciola hepatica reveladas em exames de tezes

Parasitos
N.O 1 N.02

CASOS

N.03 N,o 4 N.06 N." 7N.O 5

Ascaris
lumbricoides + - + - - + -

A ncylostomidae - - + - - + -
Trichocephalus

trichiurus - - + + - + -

Strongyloides
stercoralis + - + - -- + -

Entamoeba coli - -
I
- - - + -
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QUADRO III

Eexame Hemafológico

CASOS
SANGUE

\ \ I I I IN.o 1 N.o2 NP 3 NP 4 N.o 5 N.o6 N.o 7

Hemácias/mm3 2920000 4900000 3800000 5000000 4400000 14100000 4100000

Hemoglobina (%) 47 43 85 90 8 83 78

Leucocttos/rnma 5500 5200 5300 8500 4200 8800 6500

Contagem especí-
fica (%)

Neutrófilos 60 48 45 60 47 59 57

Eosinófilos 3 9 12 5 11 2 4

Basófilos O O O O O O 1

Linfocitos 32 36 40 34 40 38 33

Monocitos 5 7 3 1 2 1 5

Hemossedimenta-
cão mm/h
(Wintrobe) ... 6 34 5 8 29 18

Não efetuado

De modo geral, podemos concluir que a
infestação humana pela F asciola hepasica
acarreta, quase sempre, leve eosinofilia, neu-
tropenia, linfocitose e leve leucopenia.
O número de hemácias e a taxa de hemo-
globina não são sensivelmente alterados.
A hemossedimentação igualmente é muito
variável para se tomar como fator de diag-
nóstico, pois há casos com índices baixos e
outros com índices elevados (Quadro lU).

FONSECA et alii, 24 no entanto, encontraram
sempre valores elevados para os eosinófilos,
principalmente no início da doença.
-O exame do quadro IV - provas da fun-
ção hepática - indica uma freqüente ele-
vação na reação de Kunkel (turvação do
sulfato de zinco). De fato, a leitura es-
pectrofotométrica acusou variações de 5,5
até 27,2 unid., quando o normal vai de 2 a
8 unidades. A reação de Maclagan (tur-

QUADRO IV

Provas da função hepática

Caso * Reação de Kunkel Reação de Maclagan Reação de Hanger
(Turv. sulf. zinco) (Turv. Timol) (Cefalina-colesterol)

N.o normal: 2-8 unido Normal: 0-4,5 unido .Normal: até (++)

3 20,2 2,3 ...
4 5,5 1,3 ++++
5 11,2 2,0 ++
6 27,2 4,8 ...
7 :1,9,8 6,0 +++

* Casos n.o 1 e 2 não efetua das.
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vação do timol), no entanto, pouco se al-
tera em relação ao normal, que vai de zero a
4,5 unidades. Realmente, a rigor, só o caso
7 apresentou a turvação do timol, elevada,
ou seja, 6 u~idades.

Embora eStas provas de função hepáti-
ca não se rdvelassem muito precisas, eram
as únicas que podíamos efetuar no labora-
tório, no momento da descoberta dos casos
de fasciolose. Assim mesmo, permitem su-
por que a maioria dos pacientes provável-
mente apresentava urna hipergamaglobuline-
mia, pois apresentavam índices acima de
12,5 unidades.
A leitura das reações de Maclagan mos-

tra índices patológicos apenas em dois ca-
sos (6 e 7) pois, segundo BALCELLS-Go-
RINA19 a reação é positiva nos casos de

angiocolite e insuficiência hepática ou,
ainda, na hepatite e cirrose com inflama-
ção mesenquimal.
A observação da Fig. 5 (casos 4, 5, 6 e

7) indica-nos que a reação intradérmica,
produzida por antígeno específico, feito com
vermes adultos de Fasciola hepazico; é efi-
ciente, pois a reação foi fortemente positiva
nos quatro pacientes em que. foi realizada.
A sintomatologia apresentada pelos pa-

cientes não foi idêntica, o que por certo di-
ficulta o diagnóstico médico. Mas, de urna
maneira geral, podemos dizer que, com ex-
ceção de dois casos (6 e 7), todos os pa-
cientes se queixam de enjôo após a inges-
tão de comidas gordas, sentem dor à pal-
pação do hipocôndrio direito e do epigás-
trio; alguns, sentem tonturas e dor de ca-

CASO IV CASO V
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CASO VI CASO. VII

Fig. 5 - Jntradermo-reacão na Fasciolose hepática humana. Contornos
inicial e final da pápula - leitura depois de 30 minutos da ínjecão

intradérmica de 0,05 ml de antígeno.
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beça (casos 4 e 5). Apenas um caso (5)
apresentou febre no início da doença, se-
gundo acreditamos, tendo sido tratada, na
época, como se fôsse brucelose.

O número de casos por nós estudado
ainda é, sem dúvida, insuficiente para con-
seguir Ielementos para um diagnóstico clínico
mais preciso e uniforme; a falta dêstes di-
ficulta a ação do médico que deverá, no en-
tanto, em casos suspeitos, solicitar os exa-
mes necessários, ou seja, pesquisa de ovos
da Fasciola hepatica nas fezes, na bile e,
ainda, a reação intradérmica específica.

É necessário que as autoridades sanitárias
tomem providências imediatas preventivas e
de saneamento das zonas já infestadas.
É preciso combater não só o caramujo trans-
missor da esquistossomose (Biomphalaria
tenagophila) como também os caramujos
transmissores das fasciolose, possivelmente a
Lymnaea Sp.3, ou a Physa sp. ", antes que
ela se torne igualmente endêmica.

Meios de combate - São muitos, desde
as medidas profiláticas ao tratamento dos
doentes, ao confinamento das reses com dis-
tomatose, queima de pastos, .interdição de
culturas de agrião nas proximidades de pas-
tos ou currais e, até combate aos caramujos
por meio de lança-chamas ou moluscicidas.

A escolha do moluscicida varia de acôrdo
com o tipo de foco (lagoa, represa, valeta de
drenagem ou irrigação, córrego etc.) ou
conforme os recursos de que se dispõe ou,
ainda, levando em conta a preservação dos
peixes e das próprias plantações :25, 126.

O BaCl2 e o BaCO 3 :2'5,27,28, têm a gran-
de vantagem de ser eletivos pois, a 150 p.p.m
e durante 48 h, eliminam totalmente da água
apenas os caramujos. A fauna e a flora
aquáticas são inteiramente preservadas.
Modernamente surgiram dois moluscicidas
de grande eficiência e que atuam mesmo
em doses baixíssimas: Bayluscid que, utili-
zado na dosagem de 1,0 p.p.m. durante 5/6
horas, elimina totalmente os caramujos 26,29;

Frescon, líquido, 16,5!%, que pode ser em-
pregado na dose 0,05 p.p.m., por 24 horas,
eliminando 100:% dos caramujos 30.

As medidas propostas são urgentes. e ina-
diáveis a fim de se evitar o que aconteceu
com a esquistossomose no Vale do Paraíba
(PIZA31) onde as providências foram pro-
teladas por se julgar que o caramujo Aus-
tralorbis tenagophilus (Biomphalaria tena-

gophila) não era o hospedeiro intermedíâ-
rio e, portanto, não haveria perigo de a doen-
ça se instalar no Estado ou expandir-se.
Hoje, a esquistossomose é endêmica na re-
gião.
Para o combate à fasciolose, OLLEREN-

SHAWS~12 recomenda o tratamento das áreas
infestadas com moluscicidas, para reduzir a
contaminação dos pastos, além de trabalhos
complementares de drenagem e armazena-
mento do capim nas temporadas mais sus-
ceptíveis.

Deve-se notar que, nas regioes onde os
ratos são numerosos, a redução da taxa de
infestação não deve ser esperada, pois os
ratos também podem ser parasitados pela
Fasciola hepatica do mesmo modo que os
bois, carneiros e o próprio homem 4.

O problema da fasciolose hepática no
Brasil tem sido ignorado completamente pelas
autoridades e olvidado inteiramente pelos
médicos e veterinários; mas, a verdade é
que a Distomatose hepática não é mais um
problema exclusivamente econômico e vete-
rinário mas também essencialmente huma-
no, assumindo, portanto, real importância e
requerendo adoção de, medidas extraordiná-
rias. O lado social e humano do problema
assim o exige.

RESUMO

A elevada incidência da Fasciola hepadca
em bovinos do Vale do Paraíba (10%) encon-
trada por Ildeo França, em 1967, desper-
tou-nos a atenção para a possibilidade da
ocorrência de casos humanos nesta região.

Assim, em poucos meses foi possível diag-
nosticar sete casos humanos de Easciola he-
patica; todos autóctones do Vale do Paraíba.
Anteriormente, no Brasil, apenas um caso
havia sido assinalado por LuisRey .em Mato
Grosso (1958).

Os diagnósticos foram feitos através do
encontro de ovos de. Fasciola hepatica em
exames de fezes e reforçados pelos exames
da bile e pela reação intradérmica a anti-
genos específicos.
Todos os pacientes referem ter residido

por alguns anos em fazendas da região onde
freqüentemente comiam agrião (Naturtium
officinale) e bebiam água de valetas ou
regatos.

107



SANTOS, L. & VIEIRA, T. F. - Considerações sõbre os sete primeiros casos de fasciolose humana
encontrados no Vale do Paraíba, Estado de São Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lutz 25/27:95-109,
1965/67.

Êstes achados sugerem uma avaliação em
maior escala para estimar a intensidade da
disseminação da doença em nosso país, e
evitar disseminação maior.
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INQUÉRITO SOROLóGICO PARA O DIAGNóSTICO DE LEPTOSPIROSES
ENTRE CORTADORES DE CANA DE AÇúCAR DE ALGUNS

MUNICíPIOS DO ESTADO DE SÃO PAULO (1)

LEPTOSPIROSIS AMONG SUGARCANE CUTTERS IN SÃO PAULO, BRAZIL:
SEROLOGICAL INVESTIGATION

SABURô HYAKUTAKE (2)

MARCEüO OSWALDO ÁLVARES CoRR~A'(2)

VAIL NATALE (2)
MOACYR DA CoSTA CoUTO (3)

RoMEU MAZZARI (4)
ANINOEL PACHECO (5)

SUMMARY

A serological investigation was made among sugar cane workers, to detect
the possible occurrence of leptospirosis, disease considered in other Countries
(Austrália) as related with the diseases caused by the conditions orwork, T):1e
diagnostic method employed was the serumagglutínatíon in carved China plates
with formoled antigen; the antigens were obtained from 20 different serotypes
of leptospíras.

It was examíned 210 samples of serum from workers of the dístríct of Píra-
cicaba, 114 samplesfrom Cosmópolis, 36 from Araraquara and 76 from Lins, with
a total of 436 samples; there were four positive cases in the tests of serum-
agglutínatíon : onde for Leptoepira. andam.ana with the title'1/400; one for L. ictero-
haemorrhaçuie wíth the title 1/800; one positive for L. 'PYrogenes and L. saxkoebing,
with the title of 1/400 and one positive for L. djasiman at 1/600 and for L. ja-
'lJanica at the title of 1/800.

In spíte of the hard summer duríng whích the investigation was carried out,
the low incidence of leptospírosis as indicated, less than 1% of samples examined
permits to affirm that there is no correlation of this occurrence of leptospírosís
and the characteristic disease related with profissional actívíty.

INTRODUÇÃO

De acôrdo com ALSTON & BROOM 1

1933 e 1934, em North Queesland, Austrá-
lia, ocorreram surtos epidêmicos de uma
doença infecciosa com os característicos clí-
nicos semelhantes aos da clássica leptospíro-
se ictero-hemorrágica ou Moléstia de Weil,
COmsintomas de menor intensidade e de me-
nor gravidade; a doença incidiu em lavra-
dores de cana de açúcar, pois na referida

reglao predominava quase que com exclusi-
vidade a cultura dêsse vegetaL Cotters e
Sa:wers em 1934 isolaram amostras de lep-
tospiras de tais pacientes, bem como de ra-
tos capturados nas plantações de cana de
açúcar; Lumley em 1937 por meio do estudo
sorológico de tais amostras concluiu que
dois novos sorotipos de leptospiras se cons-
tituiam nos agentesetiológicos das leptospi-

(1.) Trabalho realizado no Instituto Adolfo Lutz.
('2) Da Seecão de Parasítología do Instituto Adolfo Lutz.
(13) Da Usina Acucareíra Ester SI A - Cosmópolis.
(,4) Da Refinaria Paulista SI A - Usina Monte Alegre - Piracicaba.
('5) Da Usina Piracicaba (Sucreries Brésiliennes) - Piraclcaba.
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roses que acometiam, de preferência, os la-
vradores de cana de açúcar, a saber: L. aus-
tralis A e L. australis B. Esta última foi
posteriormente identifica da à L. pyrogenes,
enquanto a primeira passou a se denominar
simplesmente L. australis.

Em 1950, Johnson efetuou revisão sôbre
as leptospiroses observadas na Austrália, ve-
rificando-se que de 47 casos atribuídos à
L_ pyrogenes, 38 eram lavradores de cana
de açúcar, sendo os 9 restantes, lavradores
dedicados a outras culturas; em 9 casos atri-
buídos à L. australis, 6 eram Iavradores de
cana de açúcar, sendo os demais lavradores
dedicados a outras atividades.
Em Queensland do Norte, Derrick em 1956

relatou os resultados de 219 casos de Ieptos-
piroses ocorridos de 1951 a 1954, entre os
quais 120 pacientes eram lavradores de cana
de açúcar; em 58 casos o agente etiológico
era a L. pyrogenes, cabendo 48 casos à
L_ austrcdis,

Doherty examinou 52 roedores captura-
dos nas plantações de cana de açúcar, en-
contrando sôro-aglutínaçâo positiva para L.
australis em 11 de 16 espécimens de R. co-
natus, dos quais 9 exemplares eliminavam
Ieptospiras pela urina. A L. pyrogenes é
transmitida por vários roedores principal-
mente pelo R_ raitu«,
A relação entre intensidade de precipita-

çâo das chuvas e incidência das leptospiro-
ses foi patenteada à evidência nas pesquisas
de Doherty, Derriak e outros, demonstran-
do-se inclusive que as leptospiras, elimina-
das pelos roedores - que pululam nas la-
vouras de cana de açúcar - através da uri-
na, podem sobreviver no solo, Os cortado-
res de cana de açúcar apresentam numero-
sas soluções de continuidade nas mãos, bra-
ços; pernas e pés, através dasquais as lep-
tospiras podem penetrar fâcilmente.
Na Austrália, o solo das plantações é la-

macento, cortado por numerosos canais que
conduzem água, onde muitos lavradores se
infectam durante o transplante da cana, na
drenagem dos canais e na extirpação das
plantas parasitas. O corte da cana de açú-
car se inicia em maio, prolongando-se até
dezembro, e nessa tarefa se engajam imi-
grantes, em sua maioriâ italianos.

O govêrno australiano conta com ins-
pectores sanitários que controlam as plan-
tações de cana de açúcar para, dentre ou-

112

tros intuitos, aJ uizar da população murina;
se houver abundância de roedores, dá-se or-
dem para que a plantação seja incendiada
antes do corte, com os devidos cuidados,
sendo então possível, queimando apenas as
fôlhas, destruir ou afastar os roedores e eli-
minar, através do calor, as leptospiras pre-
sentes.
As leptospiroses das plantações da cana de

açúcar apresentam como regra uma evolu-
ção benigna cem escassa mortalidade; o gê-
nero de trabalho executado facilita a ocor-
rência de pequenas lesões cutâneas que ser-
vem de porta de entrada às leptospiras.
Existe pois nexo causal entre o tipo de tra-
balho executado e a doença contraída, ca-
racterizando-se assim a leptospirose dos la-
vradores da cana de açúcar como moléstia
profissional, a exemplo do que ocorre com
a leptospirose dos lavradores de arroz, com
as leptospiroses dos trabalhadores de esgôto,
dos mineiros de carvão, veterinários etc.

Dentro da mesma problemática e para
exemplificar, na Itália a leptospirose ou fe-
bre dos arrozais se constitui em sério pro-
blema social econômico, pois em um total
de 100 000 lavradores a morbilidade média
anual é de 10 000 casos, segundo dados
de BABUDIERI 2 (1961), o qual informa que
a perda causada por cada caso grave de
leptospirose é da ordem de 175 000 liras.
.Em 1954, CORRÊA' et alii3 efetuaram

inquérito sorológico entre lavradores de ar-
rozais do vale do Paraíha, examinando amos-
tras de sôro de 208 lavradores, quando en-
tão encontraram dois casos com sôro-aglu-
tinaçâo positiva para L. canicola e outro po-
sitivo para L. pyrogenes. Concluiram pela
não existência da leptospirose ou febre dos
arrozais como moléstia profissional entre os
lavradores da região onde foi efetuado o
inquérito.

Com o intuito de investigar a possível
ocorrência de leptospiroses entre cortadores
de cana de açúcar, efetuamos um inquérito
sorológico de cujos resultados damos contas,
a seguir.

MATERIAL E MÉTODOS

Obtivemos amostras de sangue de corta-
dores de cana de açúcar de vários municí-
pios do Estado de São Paulo, escolhidos
dentre os que se dedicam com maior inten-
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sidade ao cultivo daquele vegetal, a saber
os municípios de Piracicaba, Cosmópolis,
Araraquara e Lins. As amostras de sangue
retiradas por punção Venosa eram coloca-
das em tubos esterilizados convenientemente
identificados, e enviados à Secção de Para-
sitologia do Laboratório Central do Institu-
to Adolfo Lutz, onde o sôro era separado
após centrifugação. Com os soros assim
obtidos foram efetuadas reações de agluti-
nação em placa de porcelana escavada, com
antígenos Iormolados, sendo as leituras rea-
lizadas em campo escuro, após duas horas
de permanência em estufa a 30°C, sendo o
título mínimo diagnóstico o de 1/200.
No quadro seguinte discriminamos os soro-

tipos utilizados pela Secçâo de Parasitolo-
gia neste inquérito:

SOROTIPO I Amostra padrão

L. icterohaemorrhagiae

L. icterohaemorrhagiae

L. icterohaemorrhagiae

L. grippotyphosa

L. canicola

L. pomona

L. australis

L. bataviae

L. seirõe

L. pyrogenes

L. hyos

L. saxkoebing

L. andamana

L. autumnalis

L. djasiman

L. sentot

L. wolffii

L. javanica

L. hebdomadis

RGA

M 20

N 3294
Moskva V

Hond Utrecht IV

Pomona

Ballico

Swart

M 84

Salinem

Mitis Johnson

Mus 24

CH11
Aki:yami A

Djasiman

Sentot

3705
Veldrat Batavía
46

Pasteur

RESULTADOS E CONCLUSÕES
Foram examinadas 210 amostras de sôro

de trabalhadores do município de Piracica-
ba, 114 amostras do município de Cosmó-
polis, 36 do município de Araraquara e 76
do município de Lins, perfazendo o total de
436 amostras. Foram encontrados quatro

casos de sôro-aglutinação positiva, a saber:
um para L. andamana ao título de 1/400,
e outro positivo a 1/1600 para L. djasimcai
e a 1/800 para L. javanica, provenientes de
Piracicaba; um para L. ictero-hoemorrha-
giae ao título de 1/800, proveniente de Ara-
raquara e um positivo para L. pyrogenes e
L. saxkoebing, ao título de 1/400, prove-
niente de Cosmópolis.

O inquérito sorológico foi efetuado em
sua maior parte no decurso de uma estia-
gem excepcional de há muito não registra-
da (1964) que certamente concorreu para
um Índice tão baixo de incidência de leptos-
piroses, inferior a 1!% das amostras exami-
nadas. Tal Índice autoriza a negar, na amos-
tra examinada, de cortadores de cana de
açúcar, a ocorrência de leptospirose com ca-
racterísticas de doença correlacionada à ati-
vidade profissional.

.RESUMO
Os autores efetuaram um inquérito soro-

lógico entre lavradores que trabalham no
corte de cana de açúcar visando a pesqui-
sar a possível ocorrência de leptospiroses,
doenças que ocorrem em outros países como
a Austrália por exemplo, com características
de doenças relacionadas às condições do tra-
balho. Como método diagnóstico foi utili-
zada a sôro-aglutinação com antígeno for-
molado, em placas de porcelana escavadas,
empregando-se como antígenos 20 sorotipos
diferentes de leptospiras.
Foram examinadas 210 amostras de sôro

de trabalhadores do município de Piracica-
ba, 114 amostras do município de Cosmó-
polís, 36 do município de Araraquara e 76
do município de Lins,' perfazendo o total de
436 amostras; foram encontrados quatro casos
de sôro-aglutinação positiva: um para Leptos-
pira arulamana ao título de 1/400, um para
L. icterohaemorrhagiae ao título de 1/800,
um positivo para L. pyrogenes e L. saxkoe-
bing; ao título de 1/400 e um positivo para
L. djasiman a 1/1600 e para L. [aoanica
a 1/800.
A baixa incidência de leptospiroses assi-

nalada, inferior a 11% das amostras exami-
nadas, embora o inquérito tenha sido efe-
tuado no decurso de estiagem excepcional
(1964), autoriza a negar, na amostra exa-
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minada de cortadores de cana de açúcar, a
ocorrência de leptospiroses com caracterís-
ticas de doenças correlacionadas à atividade
profissional.

2. BADUDIERr, B. - Le leptospirosi qualí
malattíe professionali degli agrícol-
tori. Estratto dal volume degli atti
delle "Tredicesione giornale medíche
triestine", 1960.
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DETERMINATION OF PANTOTHENATE IN PHARMACEUTICAL
PREPARATIONS (1)

DETERMINAÇÃO DE PANTOTENATO DE CALCIO EM MEDICAMENTOS

WALDOMIRO PREGNOLATTO (2)
IONE IRULEGUI (2)

RESUMO

Descrevemos neste trabalho um método simples para a dosagem de panto-
tenato de cálcio, sódio ou ácido pantotênico 'em preparados farmacêuticos.

Utilizamos a propriedade que têm os compostos acima de formarem, na hí-
drólíse ácida, beta-alanina, que é então cromatografada em papel circular.
O cromatograma é revelado com ninhidrina e o composto formado é eluído e de-
terminado espectrofotomêtricamente a 520,p., como preconizado por Giri, Radha-
kríshnam & Vaidyanathan.

Estabelecemos as 'condições ideais de hídrólíse, a possibilidade de interfe-
rência de aminoácidos presentes em preparados farmacêuticos e a concentração
ideal de trabalho. Fizemos, também, testes de recuperação.

INTRODUCTION

One of the products of the acid hydro-
lysis of calcium pantothenate is beta-alanine.
Most of .the literature published on calcium
pantothenate analysis involves purification
of the compound by means of column chro-
matography followed by hydrolysis and de-
termination of beta-alanine. SCHMALL &.
WOLLISH:1 separated calcium pantothenate
Iollowed by alkaline hydrolysis. YAMA-
GISHI & Y OSHIDA '2 determinated panto-
thenates after purification by means of paper
chromatography and acid hydrolysis, with
ninhydrin, RODRIGUES ,& SILVA 3 sepa.
'rated the vitamins from complex B, by
descendent chromatography and detected
each component by specific reactions. They
studied a few solvents and found that 80%
ethanol gave the best separation. They did
not attempt, though, a quantitatíve determi-
nation. SICHE'& iKAKAK 4 described a
method for the determination of pantothe-
nates using paper chromatography. Both

authors condensated the butirolactone for-
med by acid hydrolysis of pantothenate with
hydroxylamine and separated the resulting
hydroxamic acid by paper chromatography.
Detection of this compound was achieved
with FeClg• Nevertheless this method invol-
ves too many steps to be suitable for rou-
tine laboratory work, HUBBARD et alii fi

described a method for the determination of
calcium pantothenate in pharmaceutical
preparations, which is a modification of
ZAPPALA ,& SIMPSON 6'S method. Column
chromatography which was used for the
separation of pantothenate from other com-
ponents of the B complex is a somewhat
painful process and also not suitable for
daily routine.

Our finality is to render the determina-
tion of pantothenic acid and its salts in
pharmaceutical preparations a simple me-
thod, which may be used in the daily rou-
tine of our laboratory. We find it simpler

(1) Trabalho realizado na Seção de Qulmlca Biológica e Espectrografia do Instituto Adolfo ·Lutz.
('2) Do Instituto Adolfo Lutz.
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to make the hydrolysis first and purify the
resulting beta-alanine by paper chromato-
graphy.
Pharmaceutical preparations may dete-

riorate on storage and its pantothenate may
be decomposed producing beta-alanine, To
avoid any errors in the determination of
the pantothenate actually present, an aque~us
extract of sample not hydrolysed must be
chromatographed simultaneously to verify
the possible presence of any beta-alanine
resulting from decomposition of pantothe-
nate on storage. The method involves:

1) Acid hydrolisis of the mixture con-
taining pantothenate,

2) Separation of the heta-alanine for-
med by circular paper chromatography.

3) Heaction of beta-alanine with ninhy-
drin.

4) Elutíon and spectrophotometric de-
termination of the compound formed. 1

METHOD

Reogents

a) D-calcium pantothenate - E. Merck
AG.

b) Trichloroacetic acid solution - 10%
aqueous solution.

c) Ethanol 80% v/v.

d) Ninhydrin solution - 0,4% r/v
ninhydrin in acetone 95'% (aqueous v/v).

e) Copper sulphate solution '- 0,021%
aqueous rvv soIution of CUS04.5H~0.

f) Copper sulphate solution - 0,005%
p/v dilute solution e 1:4 with absolute
ethanol (prepare daily).

Determinatioii

a) Hydrolysis - Transfer to separate
10 ml glass stoppered flasks a quantity of
samples containing 3-10 mg of calcium or
sodium pantothenate and approximately the
same quantity of pantothenate standard,
Add 0,5 ml of 10% trichloracetic acid solu-
tion per mg of pantothenate.
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Stopper the fIasks and let them stay at the
temperature of 90°C, in an oven. Relesse
the pressure within the fIasks a few times, at
the beginning of the heating. After heating
for at least 12 hours, take the mixtures from
the oven, allow them to cool and transfer
them quantitativeIy into 10 mI voIumetric
flasks, fiItering if necessary.

b) Chromatographiy - Circular chroma-
tography is done on Whatman paper n. 1,
40 x 40 cm. Transfer to the paper, with
micro-pipets, quantities of hydrolysed sam-
pIe and standard containing 3. 5-11 micro-
grams of beta-alanine, corresponding to
approximately 10-30 micrograms of calcium
pantothenate. Transfer to the same chroma-
tographic paper an equivalent amount of
non hydrolysed sample, Develop the chro-
matogram with 80% ethanol, let it dry and
soak it by means of a brush, with 0,41%
ninhydrin. Heat the chromatogram in an
oven at exactly 65°C for 30 minutes. Eluete
the stain formed (Rf 0,77-0,83) with 4 mI
of 0,005;% copper sulfate solution, letting the
eluest in contact with the paper, for 30 mi-
nutes. Filter and read in spectrofotometer
at 520 milimicra, setting the 100% trans-
mitance, with the eluent solution.

RESULTS. AND DISCUSSION

Beer's law is followed over a suitable
working range for analysis of pharmaceuti-
cal preparations. It is advisable not to use
a standard curve though, but to run simul-
taneouslya standard treated as for the sam-
ples, due to the small variations on the in-
tensity of the color resulting from variations
of lhe heating temperature after spraying
with ninhydrin.

Ten per cent trichloroacetic acid was sa-
tisfactory for hydrolysis. Beta-alanine was
completely decomposed by a final soIution
of 3 N HCl, after heating for 30 minutes
in an oven at 90°C.

From all the solvents studied for the de-
velopment of the chromatogram, 80% etha-
nol gives the best results. We tried also
butyl alcohol-acetic acid-water (4;:1: 1) ;
40% fenol; seco hutyl alcohol-881% formic
acíd-water (75:15:10); water saturatedbu-
tyl alcohol.
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Pharmaceutical preparations containing
methionine, besides pantothenate, may be
analysed for this amino-acid by the same
method.

The method described in this report mea-
sures total pantothenate (d and I forms).

Recovering tests were made, by adding
a known amount of standard to pharmaceu-
tical preparatíons which did not contain
pantothenic acid in any formo Volumes of
the hpdrolysates theoretically containing 11
micrograms of pantothenate were chromato-
graphed. The results obtained from these
tests are given in the table below:

Type of Amountof Recoverystandard (re-
sample covered - mcg) %

3.

Trivitamin injection 11,1 101

Liver injection 11,9 108

Liver tablet 12,0 109

Vitamin and mineral 9,9
elixir 90

Multivitamin elixir 11,0 100 4.

Average 11,2 ± 0,76 102 ±

The figures gIVen represent an average
of at least two determinations. The method
described in this report is being used in our
laboratory routine work for the last five
months.

SUMMARY

A simple method for the determination
of calcium or sodium pantothenate and pan-
tothenic acid in pharmaceutical preparations
is presented. The property of the mentioned
compounds of forming beta-alanine by a
acid hydrolysis is used. The beta-alanine
formed is purified by paper chromatography
and detected with ninhydrin. The stain is
eluted and the absorbance measured accord-

ing to Giri, Radhakrishnam & Vaidyama-
than. Hydrolysis conditions were studied
as well as the possible interference of other
amino-acid which may be present. Several
kiIlds of solvent for development of the
chromatogram were also studied.
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PROTEJÇAO IN VITRO CONFERIDA PELA GAMA~GLOBULINA (1)
CONTRA O VIRUS DO SARAMPO

PROTECTION "IN VITRO" BY GAMMA GLOBULIN AGAINST
THE MEASLES VIRUS

ADELA RoTH (2)
MARTHA IRENA MALACHOWSKA (2)

Luís FLORÊNCIO DE SALLES GoMES (2)
CLÉLIA H. O. MARTINEZ (2)

SUMMARY

The gamma globulin obtained from the ISA Laboratorywas tested on contí-
nuous line of human lkidn€iYcells, In experimental condítíons the gamma globulin
showed a sígnifleant protectíon against measles vírus, when used in doses of
0,1 mg" per ml, and total protection with 0,2 or 0,3 mg per ml.

INTRODUÇÃO

A gama-globulina tem sido usada+ .2,3, 5,

6. 7 como arma preventiva ou terapêutica em
numerosas infecções virais. Particularmente
no sarampo, é aconselhável seu uso conjun-
tamente com a vacinação, tendo em vista
amenizar a infecção causada pelo virus va-
cinante e suas complicações.

~ste trabalho teve como finalidade veri-
ficar, em culturas celulares, se a gama-glo-
bulina nacional (3) oferece proteção contra
o VIrUS de sarampo.

MATERIAL E METODOS

A gama-globulina foi fornecida em forma
liofilizada (partida de 15-20/66) em fras-
cos contendo 250 mg de substância. O ma-
terial foi mantido em temperatura ambien-
te até a' hora de usar.

Células - Foram escolhidas células de
rim humano (RH) , linhagem contínua, man-
tidas no laboratório de cultura de tecidos da
Secção de Vírus dêste Instituto.

Meios - Para o crescimento das células
foi usado o meio de Hanks com 20% de
sôro de vitelo e como meio de manutenção,
o de Hanks com 5% de sôro de vitelo.

Vírus - Usou-se o vírus sarampo, amos-
tra Edmonston, após 25 passagens nas cé-
lulas RH. O vírus foi titulado em dilui-
ções logaritmioas começando da diluição
10-\ usando-se 4 tubos de células para cada
diluição; a temperatura de incubação foi a
de 35°C e a leitura final foi feita após 6-7
dias, O cálculo do TCD 50% foi feito se-
gundo método de REED ,& MUENCH4 e
foi igual a lO-Bi48•

Procedimento

A gama-globulína foi dissolvida em meio
de "manutenção num volume tal cuja con-
centração final correspondesse a 1 mg/ml.
Procedemos à verificação de sua. ação de
três maneiras diversas: a) inoculam;s con-
juntamente o vírus mais a gama-globulina
nas células, após 1 hora de contacto a 4°C;
b) adicionamos gama-globulina às células
e, após 24 horas, inoculamos O vírus; c) ino-

(1) Trabalho realizado na Secção de Virus Ectodermotrópicos do Instituto Adolfo Lutz.
('2) Do Instituto Adoíro Lutz.
(:3) Fornecida pelo Laboratório I8A (8. Paulo).
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culamos o vírus nas células e, após 3 horas,
adicionamos gama-globulina.

Nestes procedimentos foram utilizados seis
tubos de culturas celulares para cada uma
das diferentes quantidades de gama-globuli-
na combinadas com as diversas doses de ví-
rus utilizados. As quantidades de gama-glo-
bulina foram: 0,1; 0,2 e 0,3 mg e as doses
de vírus, 30; 100 e 300 TCD 50% .

Todos os tubos foram incubados a 35°C
e observados diàriamente. A leitura final
foi feita aos 6-7 dias de incubação, isto é,
quando os controles dos vírus demonstravam
751% ou mais de cédulas lesadas pelo ECP
(+++ a ++++ ).

Além dos controles de células e das uni-
dades de vírus usadas, foi controlada agama-
globulina isoladamente nas concentrações
usadas, para testar uma eventual ação tóxica.

RESULTADOS E CONCLUSÕES

Observamos que a gama-globulina adicio-
nada 3 horas após a inoculaçâo do vírus
não conferiu qualquer proteção às células
contra a ação do virus. A gama-globulina
inoculada juntamente com o vírus, após 1
hora de contato a 4°C, ou quando adicio-
nada às células 24 horas antes da inocula-
çâo do vírus, comportou-se da mesma ma-
neira, isto é, conferiu uma proteção visível
e da mesma intensidade, segundo o demons-
tra a tabela:

Percentagem de proteção das células
pela gama globulina *

Unidades de virus.
Quantidade de gama TDC5ü%

globulina
mg 30 100 300

0,1 75 75 50

0,2 100 100 100

0,3 100 100 100

* Cálculo feito com média de 6 tubos.

Considerando-se 50% ou mais de prote-
ção como dado significativo, podemos con-
cluir que a gama-globulina usada protege
significativamente as células dentro das con-
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dições experimentais, quando usada nas do-
sagens de 0,1; 0,2 e 0,3 mg, sendo que
0,2 mg foi a menor quantidade de gama-
globulina que deu proteção total às células,
mesmo na presença de 300 TCD 50% de
vírus de sarampo.

Em experiências preliminares observamos
que 0,05 mg de gama-globulina não pro-
porcionou proteção significativa contra a
menor dose do vírus usada; por outro lado,
foi também observado que 0,4 mg de gama-
globulina já acarretava algum efeito tóxico
para as células, enquanto que 0,5 mg da
substância apresentou efeito tóxico apre-
ciável.

Êstes resultados sugerem que a gama-glo-
bulina usada protege as culturas celulares
de rim humano contra a ação de vírus do
sarampo. O mecanismo da proteção, segun-
do sugestões de vários autôres 1, '2, 3, 7, deve
correr por conta de uma reação antígeno-
anticorpo de neutralização que se processa
durante o período de incubação ou, ainda,
pelo bloqueio dos. receptores celulares, pela
gama-globulina", quando adicionada às cé-
lulas anteriormente à inoculaçâo do vírus.

RESUMO

A gama-globulina forneci da por um labo-
ratório nacional experimentada em culturas
celulares de linhagem contínua de rim hu-
mano conferiu proteção apreciável contra a
ação do vírus do sarampo, em doses de 0,1
mg/rnl, e proteção total em doses de 0,2 ou
0,3 mg/ml.
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