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LEPTOSPIROSIS IN PARA AND AMAPA, BRAZIL

CARLOS AMARAL CosTa (9
MANOEL REZENDE (2
ZEa LINs ()

SUMMARY

Human leptospirosis was confirmed in the city of Belém, Pard State, Brazil

Eight cases were diagnosed, six dus to L.
Two fatal cases due to infection with L.

conicola and one to L. qustralis A.
icterchaemorrhagice were recorded.

icterohaemorrhagice, one to L.

Serological examination of sylvatic animals gave negative results for thiriy-

four birds.
Proechimys sp. and to L.

Antibodies to L. ponaomd were detected in a single specimen of
torassovi in & single specimen of Phylander opossumn

in a tofal of fen rodents and seventeen marsupial examined.
Studies on eleven primatas revealed the presence of soro-agglutinins to L.

tarassovi in Cebus sp., L grippotyphosa in Simiri sp. and L.

Sanguinus midas.

O Estado do Pard incluido na chamada
“Amazdnia” faz parte da regido neotropi-
cal, constituindo wma vasta drea propicia
para disseminagfio ¢ endemicidade das lep-
tospiroses. As condigdes mesoldgicas de
umidade, temperatura e riqueza da fauna
podem condicionar reservatorios importan-
tes de leptospira, considerando-se ainds o
fato de, em determinadas zonas, viverem
comumente os animais em contato intimo
com o homem, constituindo tudo isso um
conjunto de fatdres que devem interferir,
de maneira marcante, na existéncia de lep-
tospiroses, em proporsdes mais aceniuadas
do que aquelas reveladas por dados atuais.

Nos Estados do Sul, o problema da lep-
tospirose vem sendo muito bem estudado
sob o aspecto clinico e epidemiolégico, o
que contrasta com o dos Estados do Noxte,
onde raros casos relatados revelam apenas
a existéncia da espiroguetose.

diasimani in

Apesar de o primeiro caso clinico no
Brasil ter sido assinalado em Belém, por
MacDowell em 1911, decorreu mais de meio
século para que novos casos fossem descri-
tos, 34 com auxilio dos recursos laboratoriais
que ndo existiam naquela época.

Os primeiros casos diagnosticados soro-
Idgicamente em nossos Hstados foram re-
latados, em 1966, por RESENDE ef aiif®.
A partir dessa data, novos pacientes foram
identificados, de tal maneira que, atvalmen-
te, foi possivel catalogar nove casos, todos
com comprovagdo soroldgica positiva para
algamas espécies de leptospira, dois dos
quais apresentando lesGes sugestivas de
leptospirose, no exame anatomopatologico
realizado,

Considerando o aspecto epidemioldgico,
convém salientar serem os arredores de
Belém alagadicos, com &reas pantanosas e
cortadas por igarapés, terreno Gmidoe, por-
tanto, onde a populagdo de ratos é bem

(1} Trabalho apresentado ao Bimpédsio so6bre Lepto spiroses — Tema coficial do V Congresso da Seeie-
dade Brasieira de Medicina Tropical, realizade no Instituto de Medicina Tropical da Faculdade de
Medicing da U.B.P., S8o Paulo, Brasii, de 23 2 2§ de fevereirc de 1569,

(2} Asglstonte de Fnsine da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Pard.

{3) Do lustituto Evandro Chagas — Fundacio

. B, 8. P.
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expressiva.  Os pacientes mencionados pro-
cediam todos dessa drea e eram adultos.

A espécie de Leptospira mais freqiiente-
mente encontrada em casos humanos foi a
L. ichterohaemorrhagiae bavendo um caso
de associagio com L. camicola com
soro.aglutinagbes de titulos relativamente

geral, relativamente altos, chegando a alcan-
car valores de 1/6 400. Um paciente
apenas apresentou aglutininas para L. aus-
tralis A, com titulo de 1/400. Dois casos
fatais foram assinalados, tendo um de nés
(Z.C.L.) obtido isolamento positivo em
um déles a partir de “hamster” inoculado
com material de necrépsia (pool de rim,

elevados. Os titulos atingidos foram, em  figado e pulméo).
QUADRO ¥
Leptospirose em DBelém, Pord
Nome Idade g . . .
(anos} Profissfio Sorotipos diagnosticados Titulos

N 34 Serratheire 1/3 280
R.T.O. 38 Carpinteire 176 400
LCM. = 38 Feirante 1/3 200
A8 ¥ 42 Pintor L. igterchaemorrhagineg 1/1 820
H.G. 4 Bragal 1/6 450
I.G. 43 Bragal 17208
N.G.L. Pedreiro L 1/6 400

L. cenicols
AM.S. 48 Func. Publico 171 600

L. australis 4 1/460
*  Falecido

= Falecido - isolada Leptospira

Com relagio aos exames complementa-
res, os resultados sfo condizentes com os
que tém sido relatados pelos especialistas.
Porém, salientamos que as determinagdes
da transaminase glutAmico-pirdvica e tran-
saminase glutdmico-oxalacética nfo uiltra-
passaram 250 unidades Sigma-Fraockel,
confirmando os achados de ELKIS ef alif®
e de Monteverde & Fumagalli na Itdlia,
constituindo as dosagens das transaminases
um elemento altamente valioso sob o ponto
de vista de diagudstico diferencial com a
hepatite a virus, cujos valres estfio muito
acima da normalidade. Merece ser salien-
tado o fato de que em trés casos com 08
exames complementares sugerindo leptospi-
rose, a dosagem de T.G.O. revelou ser
mais elevada que a T.G.P., o que ndo
ocorre normalmente. Posteriormente foi
constatado que s¢ tratava de cancer de
figado e ndo de leptospirose. Naturalmen-
te que observacio em pequeno ndmero de
casos désse detalhe nfo permite tirar con-

2

clustes definitivas a respeito do valor da
T.G.0. em comparagio com a T.G.P.
em doenca maligna do figado; mas poderi
ser motivo para investigacbes nésse sentido.

Na localidade de Monte Dourado (Mu-
nicipio de Almeirim), situade 3 margem do
rio Jari, afluente do Amazonas, foi reali-
zado, pelo Instituto Evandro Chagas, in-
quérito soroldgico em 56 habitantes entre
2-65 anos com resultados negativos, sendo
utitizados vinte variedades de antigenos.

Os habitantes desta localidade dedicam-
se quase que exclusivamente ao trabalho de
desmatamento da regifio e condigdes basi-
cas de sancamento s&o precirias.

Pesquisa de animais poriadores ~— As
primeiras tentativas para isolamento de lep-
tospira em animais na cidade de Belém
foram realizadas por DEANE?, em 1947,
que utilizou em suas pesquisas ratos captu-
rados em residéncias localizadas em diver-
sos bairros da cidade, O resuitado que
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obteve foi de 19,6% de ratos portadores
de L. icterohaemorrhagiae, sendo s distri-
buicfo por espécies de ratos a seguinte:

%
Rattus norvegicus 26,7
Rartus rattus 21,0
Rarttus alexandrinus 13,6

Recentemente procuramos reservatdrios
silvestres pouco estudados no Brasil; séro
de varios animais, entre marsupiais (11),
roedores (11), primatas (11) e passaros
{34) foram testados com vinte e quatro
espécies de leptospira,

Em vérias espécies de péssaros silvesires
(34) de pequeno porte, capturados nas pro-
ximidades de Belém (Rodovia Belém-Mos-
queiro), com auxilio de armadilhas coleca-
das a dois metros do solo, nenhum caso
positive foi constatado.

Os roedores silvestres pesguisados foram
Proechimys sp. (10), procedentes da Ser-
ra do Navio (Territ6rio Federal do Amapd)
e Neacomys sp, (1), capturado na mata

QUADRO

Serotines de leptospiras enconirados no Nstedo

proxima a Belém. Apenas um exemplar de
Proechimys revelou a existéncia de agluti-
ninas para L. panamd, titulo 1/100.

Virios marsupiais de espéeies diferentes
— Phillonder opossum, Didelphis marsy-
pialis (8) e Metachirus nudicaudatus (1)
foram testados; apenas em Phillander opos-
sum epcontramos anticorpos relacionados
a L. tfarassovi — titulo 1/200. Os marsu-
piais foram todos originarios do Estado do
Paré.

Enire os primatas investigados em diver-
sas localidades do Estado do Pari citamos:
Alouatta belzebul (1}, Saimiro sp. (3),
Cebus sp. (1), Saguinus midas (4).

Corréa et qlii em vinte bugios {Alouata
fusca)capturados no Horto Florestal de
Sio Paulo encontrou sete com soro-agluti-
nacfo positiva para L. javanica, L. djasi-
man ¢ L., ballum.

MINETTE? publicon em 1966 completo
estudo sObre leptospiroses em primatas.

Os resultados obtidos em primatas en-
contram-se discriminados no quatro il.

Ir
do Pord e Territdrio Federal do Admapd

OCORRERENCIAS

Sorutipos Tirulos Procedéncia Primatas Roedores Marsupiais

Espéeie No Espécie N.o | Espécie No

L. tarassovi 1/100 | Estado de Pard | Cebus sp. 1 — o — —_—

/200 | Estado do Para R — e — | PRillander 1

OpOSSUM,
L. panemd 17100 Territério do — — | Proechimus sp. 1 o —
apd

L. grippotyphosa | 17860 | Estado do Para | Saimiri sp. 1 - - - -

L. diasimon 17205 | Bstado do Para Sagf;g:;@ 1 — o —— -
RESUMO

Foi confirmada a existéncia de leptos.
pirose humana em Belém do Pard, com oito
casos diagnosticados, seis dos quais produ-
zida por Leptospira icterohaemorrhagiae,
wn por L. canicola ¢ outro por L. autra

lis A. Dois casos fatais porL. icterchaermor.
rhagiae foram assinalados.

Pesquisas soroldgicas realizadas em ani-
mais silvestres resultaram negativas para
trinta e guatro pdssaros examinados. Fo-

3
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ram encontrados resultados positivos para
L. panamd em um exemplar de Proechimis
sp., ¢ para L. tarassovi em um espécimen
de Philander opossum entre dez roedores
¢ desessete marsupiais estudados respecti-
vamente, Onze primatas foram igualmen-
te investigados, sendo detectadas aglutininas
antileptospira em Cebus sp. (L. tarassovi),
Saimiri sp. (L. grippotyphosa) e Saguinus
midas (L.djasimani).
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LEPTOSPIROSES NO RIO GRANDE DO SUL @

LEPTOSPIROSIS IN RIO GRANDE DO SUL, BRAZIL

EcoMar Lunp EpELWEISS (2

SUMMARY

Experience of the author and others in human leptospirosis in Rio Grande
do Sul, Bragzil, is related under the etiological, epidemiological and clinjeal aspects.

1. INTRODUCAO

Mede-se, geralmente, o dominio no co-
nhecimento de uma zoonose pelo progresso
realizado na investigagiio epidemiolGgica.

As leptospiras sfo parasitas de animais
domésticos e selvagens e a leptospirose hu-
mana se mantém por intermédio désses
hospedeiros, oriundos das mais diversas
espécies.

2. HisToHRICO

A pobreza do conhecimento sdbre esta
doenca transmissivel no extremo sul do
pais decorre da pentria das investigacOes
epidemioldgicas ¢ a quase ausénecia de es-
tudos da ecologia de seus reservatdrios.

A primeira observagio, realizada por
SEFTON? refere-se a uma pequena epide-
mia humana, ocorrida em 1938.

S6 no ano de 1941, por ocasifio de gran-
de enchente gue assolon o Rio Grande do
Sul, COSTAZ e sua equipe fizeram, entfio,
para a época e regifo, estudo digno de
ser mencionado. Conseguiram, de 45 ca-
508 tidos como doenga de Weil, demonstrar,
em onze, pelo exame do sedimento urindrio,
em qualro, através de inoculagiio em cobaio
e em dois, pelo exame post mortem, a pre-
senca de leptospiras,

{1} Trabalho apresenitado ao Sunpdsio sdbre
fociedade Brasileira de Medicina Tropical,
Facuyldade de Medicing da U.B.P., 8o Paulo,

(2) Professor da Faculdade (atdlics de Medicing POrto Alegrs.

Mas a primeira comprovacic sorolbgica
do sorotipo causal surgiria sdmente em
1948 com o Prof. LOUZADAT em um
caso de leptospirose fctero-hemorrigica.
Apds isto, s em 1961 foi identificado por
EDELWEISSY, o primeiro caso de febre
canicola e, em 1963, o primeiro doente com
sbro-aglutinagiio positiva para L. hebdo-
madis.

3. EPmEMIOLOGIA

3.1 — Leptospirose animal

Os estudos de leptospirose animal sdo
mais pobres e tardios.

Neves da Silva #Pudé fez os primeiros
ensaios e conseguiu demonstrar a infecgo
em 15,1% dos ratos examinados em 1951,
Utilizou a inoculagiio de macerado de rins,
em cobaio, como método de investigagfio.

ESPIRITO SANTO® pesquisou a presen-
¢a de aglutininas antileptospira em cles e
encontrou 2,7% de infectados por L. icte-
rohaemorrhagiae.

Investigacao similar foi praticada por
Vieira & Edelweiss que encontraram 6,7%
de aglutininas antidcterchemorrigica e/on
anticanicola.

Leptogpiroses — Tems Oficial do V Congresso da

roalizado no  Instifuto de Medicing Tropmeal da
Brasil, de 23 a 26 de fevereiro de 1849.
Livre Docenie da Cadeira de Clinica

de Doencas Tropicais e Infectuosas ds Faculdade de Medicina de Porto Alegre da U.R.G. 8.
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QUADRO I

Resultados obtidos em estudos sfbre Leplospirase animal no Rio Grande do Sul

Positividade

Animais . s

estudados Método empregado Investigadores
Sorotipo %
Ratos Inoculacdo de rins em
cobaias 15,1 Neves da Sitva
Caes Sdro-aglutinacio I, icterohaemorvhiagiae 27 Espirito Santo
Cies Séro-aglatinacio L, icteroheemorrhagioe 5.0 Vieira & PBdelweiss
L. eanicola 1.7
3.2 — Leptospirose humana Queremos aqgui relatar o exame de alguns

A andlise levada a efeito por EDEL-
WEISS® (1962) em grupos profissionals
ateve-se a lavradores de arrozals, magare-
fes, mineiros e trabalhadores em servicos
de 4guas e esgotos. No primeiro déstes
grupos foram examinados 101 individuos,
enconflrando-se 3 casos positivos. O titulo
considerado de positividade foi de 1:200.
A investigacBo em magarefes revelou 3
casos de portadores de aglutininas antilep-
tospira. Entre 60 mineiros, um apenas foi
positivo para L. copenhageni,

Em trabalhadores de esglto, em uma
primeira investigacfio efetuada por EDEL-
WEISS?, encontraram.se dois reatores po-
sitivos, dentre 86. Em uma segunda in-
vestigagio, realizada por COSTAS (1966)
foram encontradas 20 s6ro.aglutinagSes po-
sitivas; estas dltimas, foram efetvadas com
23 sorotipos ao passo que as de Edelweiss,
com apenas 0.

O titnlo minimo considerado positivo
para COSTA?®, foi de 1:100, enguanto que,
para EDELWEISS5, foi de 1:200 (qua-
dro ).

4. FEsTUupOs CLINICOS

Indiscutivelmente, porém, como clinico,
¢ mais sObre esta faceta do assunio a nossa
experiéncia,

6

casos de leptospirose que tivemos oportu-
nidade de observar, ora em nosso servico,
ora no do Prof. Antdnio Louzada, ou atra.
vés de exames em gue fomos convidados
a participar néstes Gltimos anos.

Podemos, no decogrer désse periodo, es-
tudar 18 doentes de leptospirose diagnos-
ticada pelo exame clinico, apoiado em pro-
vas laboratoriais inespecificas e especificas,
scbretudo, sdro-aglutinacio.

O interessante & assinalar que ndo con-
seguimos ver nenhum dos doentes durante
o periodo de invasfo,

Todos nos chegaram com sua doenca na
fase de fasfigio, alguns até em perfodo de
declinio,

Com excepgfio de um, eram portadores
de formas com comprometimento hepato.
renal com ou sem fendmenos meningeos,
clinicos. ou humorais, independentemente do
sorotipo causador.

E nfo se diga que ndo fizéramos, por
exemplo, pesquisa nas meningites serosas
nfie tuberculosas que baixaram nos nossos
servigos. Apesar das investipagBes, tOdas
elas, infelizmente, resuliaram negativas.
Apenas uma paciente, doente de ambula-
torio, revelou meningite frusta e sdro-aghu-
tinagic positiva,



QUADRSO II

Investigagbes soroldgicus em grupos profissionaeis

POSITIVOS ENCONTRADOS

Grupos No de R
L ) Investigador
profissionais examinados n . Titulo N.2 de
Sorotipos assinalados o
minimo CaSCS
Favradores de m L. icterchaemorrhogice 1:209 2 Bdelweiss (1962)
arrozad L. eanicola 1:200 1
Magarefes 9 L. teterchoemorrhogios 1:109 1
L. icterohaemorrhagice 4. carnigoln 1:100 1 Bdelwelss {1952)
L, eanicola 1:100 1
Mineiros 60 L. copenhageni 1:200 1 Edebweiss (1962)
Trabalhadores 86 L. icterahoemorrhagias 1:200 ! Edclweiss (1962)
em  esgotos L, eanisola 1:208 1
Trabathadores 1694 L. icterchoemarrhagice 1:300 ]
em  esgolos L. jeterohaemorrhagiae | copenhageni 1:100 6
L. irterohaemorrhagiae | ousirails 1:100 1
L. icterohaemorrhagias . copenkagent | sentol 1:190 2
L. icterohaemorthagiee 4 copenhagent 1 endamand 11300 H Costa (1964)
L. icterchaemorrhagiae 4. copenhageni L djasiman 1:100 i
L. awolffi 3300 1
L. australiz 1:109 1
L. sentol 1:100 1
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Comprometimento sistémiceo

QUADRO III

segundo ¢ sorclipo ecoausal

No NN Manifestacbes Manifestftgées Manifestacles Sorotipe provavel
hepéticas renals meningeas determinante

1 LS1L. Presentes Presenies Presentes icterohaemorrhagias

2 PSA, » " " n

3 PELC, " " ? n

4 052, ” ” " ®

5 E.P, ” " ” "

6 VAL, " » " »

7 O.M.F. * * Nio registradas -

8 AS, " Ausentes Ausentes »

9 MV, » Presentes Nio regisiradas "

10 1.B. " » ” "

11 ST, ” » Ausentes »

12 NC. " " Presentes Ld

13 0.Q. " " ” "

14 18 " n » "

15 FT, » " Nio registradas copenhageni

16 v.C. " » Presentes hebdomadis

17 AT, " " " canicola

18 1.G, Ausentes Ausentes * andamand

O quadro I inspecciona doente por
doente, face ao sorotipo determinante e as
manifestacBes clinicas, por sistema, da do-
enca,

Néle, vése que a totalidade dos estuda-
dos, menos um, exibiu sintomatologia cor-
respondente a comprometimento hepético.
Concomitantemente, 16 entre 18, demons.
traram lesBes renais.

A grande maioria foi acometida por lep-
tospirose causada pela L. icterohaemorrha-
giae, mas houve também casos, provavel
mente determinados pela L. copenhageni,
L. hebdomadis e L. canicola, um para cada
sorotipo.

As manifestacbes meningeas, estiveram
presentes em 12 pacientes e, déles, um
finico ndo apresentava fendmenos hepéti-
cos, em que o sorotipo descoberto foi a
discutida L. andamana, cuja patogenicidade,
foi, nfio hi muito, novamente comprovada
por CORREA?,

A anélise mais detathada déstes casos

realizada no quadro IV nfio foge & sinto-
matologicia ja classica,

8

Queremos apenas acentuar certos aspec-
tos que estdo freqilentemente presentes
nesta doenca.

Um déles é o inicio brusco, constando
principalmente de cefaléia, mal-estar, arre-
pios de frios e febre que se eleva rapida-
mente. Surpreende o paciente a qualquer
momento do dia, no repouse ou no tra-
balho e segue.se de prostracho tanto mais
acentuada, quanto mais grave a doenga.

Outro sintoma raramente ausente é o
das mialgias. Sdo tdo freqiientes que po-
dem ser consideradas obrigatdrias. SHo
inconfundiveis. Intensas ¢ precoces, acom-
panham geralmente a curva térmica. Tan-
to espontineas, como provocadas, tém sua
sede preferencial nas panturrithas, em nossa
casuistica, mas surgem também na regido
lombar, no dorso, no abdome.

A congestio conjuntival comparece nesta
andlise em 12 de 15 casos. Mais freqilente
ainda seria, se os pacientes houvessem sido
internados em fase mais precoce de sua
doenga. Acompanha-se, no infcio, de ar
déncia nos olhos e fotofobia, mas nenhuma
ou muito pouca secregdo,
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QUADRO IV

Andlise de sintomas, sinais e dados lgboraiorinis
de 18 casos de leplospirose

Manifestagio Casos Casos
mbrbida annlisados positivos

Inicio sabito 18 15
Hipertemia acima de

RoL 13 13
Mialgiag i8 1%
Conigesto conjuntival 15 12
Discordincia  puiso-

temperatira 16 [
Hemorragias de um

o mals Hpos 18 i5
Adenopatias 18 i
Albumingria 18 16
Hiperazotomia 15 8
Ictericia 18 17
Provas funciopais he-

paticas positivas 18 17
T.G.0. efou TGP,

elevadas 12 B
Seromucéides  eleva-

dos 12 i
Hemossedimentacio

sumentada 17 17
Meutrofilla sangiiinea 16 8
Liguor xantocrdmico 14 12
Cutros  achados no

Hguor 14 6
Letalidade ig 1

A discordincia entre o pulso e a tempe-
ratura, em que a freqiiéncia daquele niio
s¢ eleva em nivel correspondente ao da
hipertermia, ocorrent em 6 de 16 casos pas-
siveis de analise.

Surgem ainda como manifestaces fre-
glientes, as pequenas hemorragias, que até
muitas vézes passam despercebidas ao pa-
ciente se nfio se lhes chama a atencfo.
Qcorrem sob a forma de epistaxes, escarros
sanguineos, pequenas hematemeses, sufusOes
conjuntivais, ete,

Embora geralmente se diga que nas lep-
tospiroses as adenopatias ndo sdo fre-
gilentes, elas aparecem aqui em 10 casos
sébre 18, Foram poréin sempre de pouca
expresso, tanto pelo seu volume guanto
pela extensZo da drea comprometida.

Nossa cxperiéncia, baseada, sobretudo,
em formas hepato-renais tende a valorizar
a importéncia das manifestacBes clinicas e
humorais do comprometimento do figado
e do rim,

A albomindria fol, também aqui, a fi
gura mais habitual do sofrimento renal.
Conguanto nfio atingisse cifras muito ele-
vadas, estendeu-se muitas vézes até a con-
valescenca.

Em 8 de 15 casos que mereceram a
pesquisa houve retencfio azotémica de grau
varidvel. Em um dos pacientes que se re-
cuperou, a taxa de uréia sanguinea atingiu
414 mg%.

A ictericia foi o sinal clinico mais
e evidéncia.  Aumentou ripidamente até
atingir wm méximo que sc manteve durante
a fase aguda da doenga, Depois tenden a
diminuir lentamente,

No caso de desenlace fatal, continuou
intensa até a morte.

As provas funcionais hepiticas foram
positivas em 17 de 18 pacientes. No sbro
de 12 pacientes encontramos, em 8, ele-
vacio das T.G.O. e T.G.P. que nunca ultra~
passou 80 unidades, aumento da globulina
gama em 11, e taxas acima do normal de
globulina alfa.2, em 6.

As mucoproteinas séricas foram de alta
valia no diagndstico pois se apresentaram
quase que constantemente elevadas, en-
guanto que em nossa casuistica a sedimen-
tacdo globular sempre esteve anormalmente
acelerada desde o infcio da evoluglo até o
declinio da doenga,

Menos constante nos paréceu a neuiro-
filia sanguinea. Deu.nos um suporte 2o
diagnéstico diferencial a presenca de xan-
tocromiz do Hquor, dado de bastante valor
quando demonstrade na fase inicial das
manifestactes clinicas.

O dnico falecimento ocorrido deu-se por
azotemia decorrente das lesdes renais.

Para o diagndstico laboratorial de nossos
casos de leptospirose, usamos de preferéncia
a sbro-aglutinagfo; em 9, experimentamos
o exame de sedimento urindrio em campo
escuro; em 7, empregamos a inoculagiio do
sedimento urindrio em cobaie, No tnico
éxito letal, houve comprovagic necrosco-
pica.
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QUADRO V

Diagnostico especifico empregade em

18 pucienies com lepiospirose

Prova B dizet Inccslacio do
diagndstica Séro xame direio sedimento .
aglutinagio | o sedimento | “yrnanig Necropsia
Pacientes urindrio em cobaia
Examinados B 9 7 i
Positivos 18 1 P i

O exame direto do sedimento wrindrio
s& nos deu resultado positivo em um caso,
em que o exame foi realizado quase que
imediatamente apds a emiss@o e centrifu-
gacio da urina.

A inoculagio em cobaio proporcionou
resultados um pouco methores, embora ain-
da deficientes.

A sOro-aglotinagic demonsirou ser a

prova mais pritfica e eficaz para o diag-
ndstico. Traz ainda a vantagem de indicar
com razodvel grau de probabilidade a iden-
tidade do sorotipo causal.

Uliimamente temos utilizado, para &ste
método, 23 sorotipos pertencentes a 16
dos sorogrupos reconhecidos no Relatdrio
Técnico n% 380 (1967), do Grupo de Téc-
nicos em Leptospirose da O.M.S.3,

QUADRO VI

Soroiipos wustdos nas sdro-aglutinagdes

b

Sorogrupo Sorotipo Ceps
Teterohaemorrhagice icterchaemorrhagioe RGA
icterchaemorrhagiae N 3204 {Corréa)
conenhageni M 24
Javanica Javanica, Veldrat Batavia 48
Canicola canicola Hond Utrecht IV
Ballum castellonis Castelitn 3
Pyrogenes BYrogEenes Salinem
Cunopteri eynopteri g2 O
Auntumnalis autvmnalis Akryami A
seniol Jentot
djasiman Djasiman
Australis australis Ballico
Pomor POMGRA Pomona
Grippotyphosa gripgpolyphosa Moskva V
Hebdomadis hebdomadis Hebdomadis
wolffi B3
sejroe M 84
saxkaoehing Mus 24
Bataviae batuviee Swart
Tarassovi tarassovi Mitis Johnson
Panamao DAFGING CZ 288
Semoranga patoc Patoc 1
Andamana andamanag CHo11

10
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Nio empregamos, por nfo possullos,
nenhum dos sorotipos dos sorogrupos Cel.
ledoni nem Shermani.

Como bem acentua aquéle relatorio, for-
©os0 é reconhecer que a prova microscopi-
ca de sbro-aglutinacfio €, apenas, relativa-
mente soro-especifica.  As aglutininas re-
veladas pelas leptospiras de um serotipo
muitas vizes aglutinam sorotipos correla-
tos, especialmente se forem do mesmo soro-
grupo, mesmo em altos tftulos.

Estudos de absorgiio com o sdro do indi
viduo infectado poderfio proporcionar, em
muitos casos, um diagnéstico do sorotipo
com alta probabilidade de acérto.

Mas o sorotipo sdmente podera ser de-
terminado, com certeza, pelo isolamento e
identificacdio da leptospira causadora da
doenga,

Como isto, na maioria dos casos, & para
nés utdpico, temos que contentar-nos com
os achados clinicos e de laboratdrio ao
nosso alcance, até comseguirmos methorar
nosso padrio médico ¢ educacional.

RESUMO

O autor relata sua prépria experiéncia
¢ a de outros pesquisadores em leptospi-
roses humanas no Rio Grande do Sul sob
os aspectos etioldgico, epidemiolégico e
clinico.
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LEPTOSPIROSE COM SORO-AGLUTINACAO POSITIVA PARA LEPTOSPIRA
JAVANICA EM BOCA DO ACRE, AMAZONAS

HUMAN LEPTOSPIROSIS BY LEPTOSPIRA JAVANICA IN BOCA DO ACRE, AMAZONAS,
BRAZIL

Epuarpo Azprepo Costa (U
MARCELO OswWALDO Arvares Corrfa )
Varn Narars &

TerUE SADATSUNE &

SUMMARY

Human leptospirosis by Leptospirg jovanica in two patients from Boea do
Acre, Amazonas, Brazil, was detected by means of soroaglutination tests.

INTRODUCAO

Durante o ano de 1967, um dos autores
{E.A.C.) esteve chefiando a Unidade Sa-
nitdria de Boca do Acre da Fundacio
S.E.S.P.

Sendo ésse municipio localizado na re-
gifo sudoeste do FEstade do Amazonas,
onde apenas as endemias de maiorgs pro-
porcbes s80 conhecidas, resolvemos estar
atentos a possivels casos de doengas ditas
tropicais sdbre as quais nfo se tivessem
quaiquer dados.

Assim, algomas amostras de séro fo-
ram enviadas para o Instituto Adolfo Lutz
em Sfo Paulo onde, pelos demals autores,
foram efetnadas provas para a identifica-
cio de anticorpos especificos para leptos-
pirose e toxoplasmose.

Em apenas uma oportunidade foi detec-
tado um titulo significativo (1.8 000) pela
prova da imunofinorescéncia indireta para
o diagndstico da toxoplasmose; tratava-se

(L} Da Fundagdo do Bervigo Hspecial de Satde
(5 Do Institutc Adolfo Latz,

de wma crianga de um ano onde predomi-
nava um quadro de adenomegslia genera-
fizada. As condigSes de comunicagio do
local e o largo tempo que separou a consul
ta do resultado dos exames, além de outras
dificuldades facilmente imagindveis num
trabalho em wma regifio dessas, impediram-
-nos um estudo mais detalhado do caso,

Em relacBo a leptospirose assinalamos
que no sdro de um paciente ictérico encon-
tramos um titulo de 1:100 para L. panamd,
porém perdemos contato com @ste paciente,

N

Limitar-nos-emos, portanto, 4 ocorréo-
cia de leptospirose com sbro.aglutinagio
positiva para L. javanica que, com vérias
falhas em sua apreciacfo pelas razbes ja
expostas, permitiv-nos um estudo algo me-
thor que acreditamos de valor, face & ine-
zisténcla absoluta de dades, na regifo, s6-
bre o assunto,

Vale ainda dizer que encontramos apenas
trés referéncias bibliograficas acusando a
presenca de leptospirose no Estado do Ama-

Fablica,
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zonas.  S#o do trabalho de MATAY, publi- conceito foi proposto pelo ‘Taxonomic

cado em 1919, nmo quel o antor relata a
observagfio de casos hospitalizados em Ma-
naus ¢com quadro de Weil e presenca de
leptospiras na urina, o de Strong, publicado
em 1926, ao qual nfo tivemos acesso € o
de Stimson referido por SEFTONS publi-
cado em 1938.

Na referida publicacBo que intitulou de
“Leptospirose  ictero-hemorragica”  (subsi-
dio aos estudos feitos no Brasil}, Scfton diz
textualmente a pag. 63:

“E de interesse historico observar que
Stimson, em 1910, examinando tecidos de
amarilicos na cidade de Manaus, assinalou
& presenca de UM IDICrOOrganismo com as-
pecto de espiroqueta a que deu o nome de
5. interrogans, denominacfo sugerida pela
forma semelbante a um ponto de interroga-
cdo, atitude freqgilentemente assumida pelo
germe nas preparacOes coradas pelo lLe-
vaditi.

Posteriormente, membros da expedigio
Hamilton Rice observaram no Amazonas
gue racas brasileiras do L. icferoides cau-
savam em chezinhos infecco letal, caracte.
rizada por icterfcia, hemorragia, notada-
menie do tubo gastro-intestinal, com vOmito
negro, ¢ intensa nefrite.”

Nio conseguimos determinar através de
qual publicagfo Sefion tomou conhecimen-
to daquele achado de Stimson porém o in-
teressante € que, em 1907, Stimson, exami-
nando cortes histolégicos corados pelo mé-
todo de CajalLevaditi, do rim de um
paciente falecido em 1905 durante um surto
epidémico de febre amarela em New
Orleans, U.S.A ., encontrou wm microrga-
nismo semelhante a um espirocheta ao gual
denomincu (Spirochaeia) interrogans. B
1940 SELLARDS® publica: “The interpre-
tacion of Spirochaeta interrogans of Stimson
(1907) in the ligth of subsequent develop-
ments”, no qual demonstra 4 saciedade
que o referido microrganismo era uma lep-
tospira, a primeira a4 gual havia sido dado
o nome especifico interrogans que deveria
pois integrar o nome correto da assim cha-
mada L, icterohaemorrhagice que passaria
a ser Lepiospira interrogans (Stimson,
1907), emend, Wenyon, 1926. Aliis, éste
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Subcommitiee on Leptospira” 7, reunido em
Montreal em Agdsto de 1962, através do
seguinte texto:

“The Subcommittee recommended that
the genus Leptospira be divided into two
species: L. inferrogans representing parasi-
tic strains, and L. biflexa, saprophyiic
strains™.

Ora, em 1910 Stimson encontrou, pois,
a mesma Leplospira interrogans em tecidos
de pacientes vitimados na Amazinia pela
febre amarela, ou melhor, pela leptospirose
que fregiientemente determina um gquadro
clinico semefhante ac da febre amarela, jus-
tificando plenamente o &rro diagndstico ba-
seado em dados exclusivamente clinicos.
Foi pois Stimson o primeiro a encoinrar a
leptospira em doente na Amazdnia.

Em Paris, na reunifio de 12 de margo
de 1919 da “Societé de Pathologie Exoti-
gue”, Matta apresentou comumicacio inti-
tufada “Sur la spirochetose hépato-rénale:
spirochetose  ictero-hemorragique et son
traitement”, na qual informa que:

“H serait logique pour cela, 3 mon
avis, d'appeler spirochetose hépato-rénale
la maladie INADA et IDO, ce qui concor-
derait avec l'opinion de CHAUFFARD,
qui considere la maladie comme une hé.

pato-néphrite aiglic et fébrile, & rechutes
fréquentes.”

Des auteurs japonais et allernands croient
que cette spirochétose se confond avec la
matadie de WEILL., D’autres, au contrai.
re, jugent que celle-ci doit étre considérée
comme une maladie distincte, parce quelle
présente um symptome différent: Ia splé-
nomégalie,

Fai vu dans 'Amazone plusiers cas de
maladie de WEILL, Le premier fut obser-
vé dans 'hépital de la Misericordia 4 Ma-
naos, sur Joseph C.R., em mars 1907
(n® 864). Le diagnostic fut établi d’aprés
les travaux de LANCEREAUX et de
VALLASSOPOULO. Chez tous mes ma-
lades, je rencontrai une spiénomégalite et
une hépatomégalie, plus ou moins accen-
tuée, mais jamais de spiénomégalic seule.
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Men repportant aux travaux de CHAUF-
FARD, LANDOUZY et autres, jaban.
donpai le diagnostic de maladie de WEILL.,
La découverte de INADA et IDO et les
études et observations de SARRAILHE,
FRUGON, CANNATA, NORESCHI,
CARPI, RENAUX, BENCZUR, CAS.
TELLANL SAMPIETRO et beaucoup
d’autres m’ont donné upme nouvelle orien-
tation, L’examen de Uurine m’a dailieors
éclairé & ce sujet.

Au Brésil, le premier cas de spirochéto-
se hépato-renale ou  ictero-hémorragique
appartient, il me semble & A.Mac.Dowell
{(Para}”.

Mais adeante {pag. 130), resumindo a
observagio de J.P., deixa bem clarc que
o diagndstico fol baseado no encontro de
leptospira na urina:

“Y.P... 57 ans, Portugais, habitant
Manaos, entra 4 Pinfirmerie dans mon ser-
vice A I‘hépital de la Misericordia. Anté-
cédents sans Importance.  Symptimes
principaux; fidvre 38,4, ictére généralisé;
cephalée; vomissements; pouls fréquent,
mou, déprimé; douleurs musculaires, princi-
palement aux mollets. Urine avee albumine
bile et cylindres, 840 cmy dans les 24 heu-
res. Asthénie. Examen microscopique de
I'urine avec le Giemsa, Spirochefa iciero-
hemorragiae positif”,

OBSERVACOES CLINICAS

Caso 1 — Em 18 de abril de 1967 rece-
bemos, na Unidade Sanitiria da F.SESP.
em Bdca do Acre, Amaronas, o paciente J,
R.M., branco, nascido no municipio em
16-6-21, seringueiro ¢ residente no lugar
chamado Santa Rita, no mesmo municipio.

Referiz 8le um quadro “gripal”, febril,
que persistin hd doze dias. 14 mais tem-
po acusava tosse © expectoracio esbrangui.
¢ada. Nos doie {itimos dias aparecera uri-
na escura como ¢afé fraco, mas nfo houvera
diminuicio do fluxo urindrio. Constipagio
e ddr abdominal eram as outras queixas.
Relatoun também que, periddicamente, fa-
zia cacadas pa mata, onde era obrigado a
atravessar igapés, sendo que a uitima de-

las antecedeu de uma semana, aproximada-
mente, o infcio da doenga.

Ao exame fisico apresentava os seguin.
tes dados positivos: conjuntivas oculares
ictéricas com sufusdes hemosrégicas; man-
chas acrémicas de limites nitidos e contor-
nos irregulares com alguma atrofia (apre-
senta tais lesbes hd mais de vinte anos ten-
do elas side primiriamente descamativas)
nos membros inferiores e superiores; ester-
tores crepitantes, roncantes e sibilantes dis-
seminados em ambos os campos pulmona-
res; figado palpdvel a trés polpas digitais
abaixo da reborda costal na linha hemi-
clavicular direita.

Caso 2 — Dois meses apds o achado do
Caso I, em 14-6-67, atendemos, na mesma
Unidade Sanitdria, o paciente G.B.S.,
pardo, natural do municipio, nascido em
27-9.55, residente em Fortaleza, localidade
situada entre Bbca do Acre e Santa Rita,
na mesma margem do Rio Acre,

Relatava o paciente, seringueiro, que ha
sete dias Iniciara-se sua doenga, com febre,
¢ dores musculares generalizadas., 4 um
dia apresentava prostragio e coliria, Re-
feriv que devido ao seu trabalho seguida-
mente penetrava na mata, onde se fazia ne-
cessdrio atravessar igapds. Ao exame fisico
apresentava conjuntivas oculares sub-ictéri-
cas e figado palpavel dois dedos abaixo da
reborda costal na linha hemiclavicular di-
relia.

ACHADOS LABORATORIA'S

Caso I —  Pesquisa de BAAR no escar
ro: negativa,  FExame comum de wurina:
cOr — amarelo cifrine; densidade — 1008,
reagdo ~— 4cida; albumina -— positivo
{+ +); glicose — negativo; sedimento v
raras células epiteliais de descamacfo, pid-
citos (5 por campo), cilindros granulosos
finos (2 na l&mina examinada); hemécias
— 5 por campo; raros cristais de 4cido
tirico, pequeno depdsitc de uratos amorfos
¢ raras bactérias. Séro-aglutinagio para
leptospirose: a) amostra de 18-4-67: po-
sitiva para L.ballum (1:400%, L. djasimani
(1:400), L. andamana (1:400}, L. jova-
nica (1:400) e L. habdomadis (1:200}.
b} amostra de 14-6-67 (clinicamente cura-
do): positiva para L. javanica (1:200).
c) Amostra de 19-9-67: negativa. Essas
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soro-aglutinacBes, analisadas & luz do co-
nhecimento gue temos do comportamento
soroldgico nas leptospiroses, permitem con-
siderar com ampla margem de seguranga a
L. javanica como agente etioldgice do caso
em tela.

Caso 2 — Exame comum de wrina
cfr — amarelo ouro; densidade — 1022;
reacio — neutra; albumina — positiva
(+ +); glicose — negativa; sedimento —

raras células epitcliais de descamagio, pid-
citos (média de 1/campo), freqiientes cris-
tais de acido Grico, raros cristais de fosfato
amoniacomagnesiano, ligeiro depdsito de
uratos amorfos e raras bactérias. Sdro-
aglutinagéo para leptospirose: amostra de
14.6-67 (Unica): positiva para L. javanica
(1:200),

TERAPEUTICA

Ambos 0s casos foram tratados no dia
da primeira consulta com Penicilina ¢ As-
pirina. O Caso I s0 retornou ao SeIvigo
dois meses depois, quando mandamos cha-
ma-lo, jé4 que estdvamos de posse do resul-
tado da séro.aglutinagdo. Nessa oportuni-
dade, afirmou que dez dias apss estava
curado, executando suas tarefas habituais.
Com o Caso 2, perdemos todo o contato,
desconhecendo portanto sua evolugio.

QUADRO I

Leptospires wusades como  gniigenc
RBOROTIPO AMOSTRA PADRRAC
L, icterchaemorrhagice RGA
L. deterohaermorrhagice M W0
L. icterchaerniorrhagice N 3204
L. grippotyphosa Moskva V
L. canicola Hond Utrechi IV
L. pomong Pomona
.. qusiralis Bailico
I, balovice Swart
L. sefrde s
L. pyrogenes Salinern
L, terassovi Mitis Johnson
L. saxkoebing aus 24
L. andamanag CH i
L. auiumnalis Alsyami A
L. digsrnan Iijasiman
I, sentof Sentot
Lo wolffii 3705
L. javanica Veldrat Batavia 46
L. hebdomadis Pasteur
L., parcme C& 288

H

[
O

OBSERVACOES EPIDEMIOLOGICAS

8) Descricdo do local

Santa Rita estd situada 4 margem direl
ta do Rio Acre, sendo o maior nicleo po-
pulaciona! nesta margem (cérca de 30 ca-
sas) ja que cérca de 10 casas se encontram
defronte, na margem csquerda. Dista trés
horas de “motor” de Boca do Acre, rio
acima. Fortaleza situa-se na mesma mar-
gem, porém bem mais préximo de Bdca
do Acre. Esta dltima € a sede do Muni-
cipio amazonense de mesmo nome, situada
na confluéneia dos rios Acre e Purus.

O clima é tropical, havendo duas esta-
cdes do ano bem definidas: o dito verfo,
que se estende de abril a outubro, época
com rarissimas chuvas, em que os tios bai-
xam muito de nivel, ¢ o inverno, gue coin-
cide com as chuvas e inundacgdes, A tem-
peratura média & de 28°C. '

Especialmente na época em que se ind
cia o verfio, enconfram-s2 os igapds, na
mata, que sdo banbados de 4gua estagna-
da (note-se que isso coincide com a época
do aparecimento dos casos).

b)Y Fauna

Cuidaremos apenas de referir os animaes
gque poderiam vir a ter alguma relacfio com
o problema, destacando os mais encontra-
dicos: macacos, gato maracajd, cotia, ania,
paca, porco do mato, veado, répteis, mor-
cegos, aves ¢ ratos, bem como outros roe-
dores. Como animais domésticos, clies e
POTCOS,

¢Y  QOutros dados

Em relagdio ao problema, restaria ainda
referir o tipo de habitagfio ma gual afo
existemn paredes externas, sendo, pois, o0s
individuos expostos a animais noturnos.
A alimentacdo depende fundamentalmente
de caga © pesca, sendo estas, razbes para
penetracdo na mata, Quira delas, € 2 ex-
tracio do latex, o que obriga a internagtes
didrias, o que também ocorre na safra de
castanha,
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Caso 1 (J.R.M.)

Fig. 1 — A familia Fig. 2 — O paciente.
Observem-se lesdes de “pinta” no
pulso esquerdo.

Fig. 3 — A residéncia

d) Leptospira javanica mento, nem mesmo de diagndstico sorold-
Numa rdpida revisfio bibliografica encon-  gico de casos clinicos dessa leptospirose,

tramos uma ji extensa lista de hospedeiros  nas Américas.

da L. javanica. Entretanto, sempre em Em inquéritos soroldgicos, foram encon-

trabalhos na Asia. trados soro-aglutininas para L. javanica,
Nio encontramos referéncias do isola- uma vez, na Bolivial e outra, no Brasil2,

QUADRO 1II
Hospedeiros de Leptospira javanica apud 3

Ratos e camundongos R.r. diardi — R. nmorvegicus
R. argentiventer — R. exulans
R. concolor — R. brevicandus

Mamiferos insetivoros Tupia glis

Pdassaros Pycnonotus sp.

Répteis Acrochordus javanicus

Cies Canis familiaris

Gatos Felis domestica

17



COSTA, H.A.; CORREBA: M. 0. A.; NATALE; V. & SADATRUNE, T. —

Leplospirose com sbro-agiutina-

¢io positiva para Leptogpira javenica em Béca do  Acre, Amazonss, Rev., Ingt, Adolfo Lutz
29/30: 18-18, 1969 /70,
e) Pesquisa nos comunicantes RESUMO

Entre os familiares do Case I, foram fei-
tas pesquisas soroldgicas, Nenhuma delas
foi positiva. Os soros dos pacientes que
atendfamos, procedentes do mesmo local,
em cérca de 50 amostras, foram testados,
sendo todos negafivos,

£}y Pesquisa nos provdveis reservaldrios

Néo foi realizada por nflo termos estru-
tura que a possibilitasse,

CONCLUSOES

i. O presente trabalho revela, ao que tu-
do indica, os primeiros casos de leptospiro-
se por L, javanica confirmados soroldgica-
mente no Estado do Amazonas,

2. JXisse achado vem reforcar a idéia da
necessidade de se contar com centros capa-
zes de executar sbroseaches especificas
para diagnostico das leptospiroses e propi-
ciar condicdes para investigagBes epidemio-
I6gicas.

3. Pela variedade de espécies animais, ja
conhecidas comeo hospedeiros, e pelas carac-
terfsticas geograficas, a regifio amazdnica &
uma 4rea onde a leptospirose deve ser in-
vestigada,

Sao relatados dois casos humanos de
leptospirose por L. javanica, oriundos de
Boca do Acre, Amazonas, comprovados
através das provas de séro-aglutinacio.
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NOVE ANOS DE LEPTOSPIROSE NO INSTITUTO
BIOLOGICO DE SAO PAULO ™

NINE YEARS OF LEPTOSPIROSIS AT THE INSTITUTO BIOLOGICO OF
SAO PAULQO, BRAZIL

CARLOS ALMEIDA SanTA Rosa
ANTONIO FERNANDO PESTANA DE CASTRO
ANTONIO SERGIO DA SILVA
JULIETA MYIA TERUYA

SUMMARY

The authors report in this paper the studies on Leptospirosis ai the Bio-
logical Institute of S&o Paulo — Brazil, from January 1960 to December 1968.
Positive sero-reactions for various serotypes of lepiospyres were found in
23.6% of cattle sera (titer 1/200 or higher), 19.5% of swine sera (iiters until

1/409,500) and 22.8% of equine sera. In horses was also observed a correiation
In sheep,

of symptoms of ophialmia with lepifospiral agglutinins in five cases.

39.8% were positive and in dog, 14%.

A table shows the total of sera tested in nine years in all species.

In tables

are: the resulis of the fests in cattle; the results in swine, and the results of
sero reactions in equine, sheep and dog sera.

Along the sero reactions many isolations were done in that period. The

results are expressed in a iable.

Os primeiros trabalhos sdbre leptospiro-
se¢ em animais domésticos do Brasil foram
de DACORSO FILHO! ¢ de AZEVEDO
& SANTOSY, ambos na década de 1940 ¢
relacionados com estudos em cHes.

No Instituto Bioldgico de S8o Paulo, foi
Vicente O, Guida o primeiro pesquizador
a interessar-se pelo assunto, teado realizado
inGmeros estudos principalmente nas espé-
cies domésticas de valér econdmico ¥ ¢ 7,
Depois déle, outros planos foram encetados
¢ outros dados foram conseguidos. E sObre
¢les que versa éste relato de um trabalho
que vai de janciro de 1960 a dezembro
de 1968, néste campo. SHo apresentados
aqui, informalmente, niio sbmente os resul-
tados de ecstudos sorolégicos como ainda
0 numere de cepas que se conseguiv isolar
no citado periodo.

(*} Trabalho apresentado ao Simpdsio séhre

Assim, o guadro I mostra o nimero de
soros examinados em nove anos, num total
de 21 263, com uma taxa de positividade
de 22,4%, dentre virias espécics animais,
inclusive o homem. Embora os estudos
relativos & espécie humana sejam de atri-
buicdo do Instituto Adolfo Lutz, durante
o perfodo em aprégo 916 soros foram ira-
zidos ao laboratdrio, enviados por médicos
amigos. Muitos déles vieram de fora do
Hstado de S&o Paulo.

Pelos dados apresentados néste guadro,
vé-se gue ¢ maior nimero de soros testados
foi de bovinos, com 23,6% de positivos
e com uma predominfncia do sorotipo
Wolifi. fiste sorotipo foi icluido em nossa
bateria de antigenos depois de seu isola-
mento de wn paciente, do Hospital Emilio

Leptogpiroses — Tema Oficial do V Congresso da

Bociedade Bramleira de Medicina Tropical, realizade no Ipstituto de Medicina Tropical da Faeculdade da
Meadicina dg U.8.P., Sio Paulo, Barsil, ds 2% a 28 de feversiro de 1969,
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Ribas, por CORREA er alii®. Dai para cd
éle passou a predominar nos resultados dos
testes feitos com soros de bovinos, Antes

havia uma predoeminincia do sorotipo po-
mona, conforme veremos adiante na analise
de outros resultados,

QUADRO I

Soros emitminados parg diagndstico de Leplospirese, no periods de janelro de ]064 « dezembire de [058

SOROS
Eepécte O,
Positividade Predominincia
animal Examinados
e oo e
n.w o sorotipo %
Bovina 15 080 3561 236 wolffi 53.3
Suina 3242 657 155 poMmonE 54,6
Humana 916 54 5.8 ieterohaemorrhagiae 7.3
Equina 811 185 22.8 POMONG 36.7
Ovina 481 143 29.7 canicola 398
Canina 476 &6 14,0 icterchaemorrhagine FERT
Caprina mn 76 274 canicola 35,5
Bubalina 30 5 16,6 wolffi 60,8
Total 21 263 4 781
Positividade 22,4
U5

Depois dos bovinos, foram os sufnos os
animais domésticos mais trabalhados em
sorofogia para Leptospirose, em wum total
de 3 242 amostras de soros com uma taxa
de positivos de 19,5%, teado em primeiro
lugar o sorotipo pomona. Seguem-se as
outras espécies, sendo que, de felinos, foram
examinados apenas 3 amostras de soros,
com dois positivos, sendo wm para o soro-
tipo saxkoebing e outro, para pyrogenis.

No quadro I vém-s¢ os testes de soro.
aglutinagdic em bovinos, com a enumeracio
dos antigenos € os respectivos titmlos, O
mais elevado gue se encontrou durante éste
periodo de trabalho, nesta espécie, foi
1/25 600 para pomona em um caso, segui-
do de 1/12 800 para wolffi em ftrés casos.
Ag todo j4 foram detectados anticorpos em
bovinos para treze sorotipos diferenies no
Estade de Sdo Pavlo. Em muitas das pro-
pricdades de onde eram oriundos os SOTOS
de bovinos, havia probiemas de reprodugao,
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tais como abortos, repeticfo de cio, infer-
tilidade que, como se sabe, podem ser cau-
sados por leptospira.

Os testes feitos em soros de suinos esto
analisados no quadro 1H. Nesta espéele, o
maior ttulo encontrado foi 1/409 600 para
o sorotipo pomona, em uma fémea que
havia abortado ¢ da qual se isolog leptos-
pira. Em suinos, até o momento, j4 se
encontraram aqoi anticorpos para nove so-
rotipos diferentes, tendo como predominan-
te pomona (54,6% ).

Pelo quadro IV pode-se analisar em con-
junto o nimero de soros positivos para
0$ equinoes, ovinos e caninos, Nos equinos,
num total de 811 examinados, a taxa de
positivos fol de 22,8%, sende o sorotipo
pomona o mais encontrado (36,7% ), so-
guido de canicola ¢ de mais trés outros
sorotipus diferentes. Em alguns casos de
sOros positivos para pemona, houve corre-
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QUADROG 11

Titulos dos sores de bovinos posifives no ieste de séro-aglutingedo microscopise com vdrics sorotipes como

antigenas

{pericdo 1968/68)

Dituicdes do sodro

Antigenos :

17200 11/400|1/800 | {/4.600 | 1/3.200 1 £/6.400 | {/12.800 | {/25.600 | Total
icterohaemorrhagioe 175 41 15 2 2 { 0 0 236
canicola 92 23 1" 3 2 4 0 0 135
pomono 339 {00 56 38 38 9 ¥ i 583
grippotyphoso 104 30 8 0 0 0 0 0 142
tarassovi {hyos) 135 131 83 43 24 3 0 0 449
sejroe 10 { O 0 0 G 0 ) i
oustralis 9 5 3 0 { O 0 0 {8
bataviae 7 o] 4 | 0 8] 0 Q0 9
mini 52 8 0 5 0 0 0 0 65
bailum 1¢] 0 4] O o 4] 0 C 10
wolf fi 730 470 358 204 8 36 3 o 216
panama i 2 0 0 0 0 0 0 3
pyrogenis O 0 0 0 ) 0 0 0 0
javanica 0 0 0 0 0 o 0 o} 0
outumnalis 0 0 0 0 0 0 8] 0 0
butembo 0 O 0 0 0 o 0 0 0
brasiliensis 4 0 3] 3 i 0 0O O i4
Total 1.668 814 844 297 {186 53 4 t 3.56¢
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QUADRO I

Titulos dos soros de suinos positivos no teste de géro- aglulinacdo com wvdrios soroiipos como autigenos

fperiodo de 1860 a 1963

DituicOes dos sGros

op oxSpiotd  oInjnsuy ou

orned oS

rapg

HE/6T TIDFT OJODY IS

Antigenos £/200[4/400 |4/800 {1/4.600 [4/3.200 [1/6.400 1712 800 |1/25. 600 [ /51.200 | {402,400 /204,800 [1/409.600 | Total
icterohaemorrhagiae 48 g 0 0 2 0 0 G 0 C O o 56
canigoia . 34 46 T 9 2 2 o} O ¢] 4 Q Q 71
pomona 2741 75 70 35 23 17 46 8 g 2 0 1 540
grippotyphosa 3 o e} Q e o] Q 8] Q ¢ O o 3
tarassovi {hyos) iz 3 e 1 0 0 0 0 ¢ o o ¢ 6
sejroe 3 Q G o 0 0 Q & ] o] O G 3
australis, o] o o 0 [y 0 0 o] o] G 8] O 0
bataviae 3 0 1 O G ¢ o} 0 0 o] o} 0 4
mini 3 G Q 0 s o 0 0 o 0 0] 0 3
baltum 1 o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
wolffi 0 o o 0 0 0 0 G 0 0 o o] 0
panama 0 0 O 0 0 G 6] G 0 c o] 0O 0
pyrcgenis 0 G o] 0 0 0 0 o} o/ O 4] 0 0
javanica o 0 0 G o} 0 o o G ] o} Q 0
autumnaiis G 0 O o o} 8] o O 0 ] 0 0 o)
butembo ] Q G 0 o Q Q 0 O 0 ¢ O o]
brasilisnsis. [+ ¢ QO Q Q o ] o O Q G o] ¢]
Total 379 | ice | 78 485 37 19 18 8 9 3 0 4 697
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Neamero de sores positivos pare Lepfospirose em diverses espfeies ownimals me peviode de 1960 a 1963

QUADRO IV

goeorotipos

Espécies _

Titulo ictero cantoola DOMORE grigpo taragsovi sefroe australis batevine  pyrogenis Total

figuina (8113 17200 15 44 =9 14 o 18 - . — 150

17400 4 7 12 — — 3 — — - %

1/800 - 3 1 — — 1 — - — 5

171600 1 1 — — — — — - - 2

1/3200 — - 1 . 3 _ _ - :

176400 — 1 - - _ . _ _ ;

Totat a0 56 73 14 . 22 - - — 185

Ovine  {(481) /200 29 49 277 1 1 15 — H — 23

1/460 1 5 8 — - _ — — e 14

1/860 — 1 4 — e - - e — 5

1/1600 — i - . - _ - — — 1

Total 30 36 39 1 H 35 e 1 - 143

Camina  {426)  1/260 15 4 1 s H 2 1 1 1 %

1/400 12 3 - - " — — - 5

17800 " 1 - - . — - _ . u

171609 4 - - - — - — - s

1/5200 1 - - — - - - . » .

1/6400 1 — — — — — — — — 1

1/12800 2 - - - — - - — 2

Total 43 8 1 — 1 2 1 1 H 61
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no Instituto Biolégice de Sio Faulc., Rev,

Inst Adolfo Latz, 29/30: 1927, 1889/70.

QUADRO V

Nidmero de veagdes positivas pora Leptospirose em soros humanos, mo periodo de 1960 o 1968

Sorotipos
Espécle Reagio
Tl icferahas. anicsls o ’ - ) . _
o morrhagiae & n a4 orippolye osa‘ arassovi Total
1/300 i1 3 1 2 e b
174530 17 1 1 o — 19
i
1/800 & . e — [ 3
Humana 171600 4 — o - — 4
1/3200 1 — — — 1 2
1/6460 2 - e — . 2
1712860 2 — — - — 2
Tofal 43 | 4 2 2 i 54

lacdo com sintomas de oftalmia periddica
nos. cavalos, o que confirma mais uma vez
a etiologia da doenca nesta espécie, Nos
ovinos, embora o problema nfo seja de
muita relevincia, a taxa de positivoy en.
contrada fol relativamente alta (29,7%).
O sorotipo mais encontrado foi canicola
{39.8%) e o titulo mais elevado foi de
1/1 600. Em cies, de 426 examinados,

14% foram positivos com a predominincia
do sorotipo icterohaemorrhagioe (15%).

Anticorpos de outros sorotipos, porém,
foram encontrados.

Em soros humanos, tal como mostra ¢
quadro 5, os titulos encontrados foram até
1/12 800, com wm nimero maior de posi-
tivos para o sorotipo icterohaemorrhagiae,
seguido dos sorotipos canicola, pomona,
grippotyphosa, e tarassovi — antiga fiyos
- ¢m um caso {quadro V).

O método usado em tddas as reagdes
sorologicas acima mencionadas fol a soro-
aglutina¢fio microscépica, em tubo, usando-
-s¢ virias cepas de leptospira como anti
genos.  Inicialmente eram uwsados apenas
oito sorotipos: 1)} icterohaemorrhagiae,

24

2) canicola, 3) pomona, 4} grippoiyphosa,
3) tarassovi (hyos), 63 sejroe, T) australis,
8) batavige. Eram usadas com adiciio de
formol. Atuvalmente, ¢ desde 1963 que,
segundo a recomendacdo do grupo da
O.M.S., sdo usadas cepas vivas, com idade
de crescimento entre quatro e quatorze
dias. A composicdo da bateria de antigenos
atualmente usada no Instituto Biologico,
estd demonsirada no guadro VI

Embora os trabalhos de Leptospirose no
Bioldgico se restrinjam quase que sdmente
& drea do FEstado de S&o Paulo, muitos
soros foram enviados de outros estados
para o laboratdrio, afim de serem testadas
para leptospirose. O quadro VII mostra o
nimero de soros recebidos, bem como o
ntmero de positivos e respectivas percen-
tagens.

Ao lado das reagOes soroldgicas, muitas
tentativas de isolamento foram feitas, par-
tindo-se de material variado, tendo-se con-
seguido os resultados expressos no qua-
dro VIIL
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QUADRO VI

Sorogrupo Sorotipo Cepa

L. Ietershapmorrhagice copenhageni M 2

2. Cawicolo canicole Hond Ulrechi IV

8. Fomong POMONG Pomong

4. Grinpotyphose grippotyphosa Hoskvy V

5, Toarassovi puidae RP 29

&. Hebdomudis sgajizak Sawefisek
wolffi 3705

7. Austrolis australis Baltico

8. Balovige bataviae Van Tienen
brasitiensis LE 966

&, Ballum castellonis Castelléon 3

10, Panoma DAREE CZ s K

11. Pyrogenes DYTOHENEs Salinem

1%, Juvanicq Javanies Veldrat Bat, 46

13, Aufumnoliz auinmnalis Akyiami A

4. Cynopieri butembo Butembo

15, femarevga patoe Patoe I

QUADRO ViI

Sores sxaminados para Leplospirose, por Hstados, no perfodo de 1880 g 19838

SOROS
fistados Examinados Positividade
n.o no i 0%
S40 Pauic 20 100 4 402 219
Parans 3 &7 5.2
Pernambuco 249 32 i2.8
Minas Gerais 243 i) 30,8
Golds 147 23 5.6
Rio Grande do Sul 61 12 196
Amapd 68 39 65,0
Parad 38 1 175
Rio de Janeiro 30 4 23,0
Total 21 263 4 781
FPositividade 4
% y
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QUADRO VIII
Cenas de Leptospiva iscludas no periode fde 1980 « 1988

Eeptospiras Isoladas Material
Bspécie de Procedéncia
andnital .o Cepa origem
Homem 2 ictarohaemorrhagice Sangue Capital
Bovino 1 ivterchaomorrhagice Fetn Capital
Bovwino 1 2wolffi Rins Interior (?)
Suino 3 DOMONE Feto Aravaguara
Suino 1 canicole Rins Interior
Suino i icterohaemorrhagice Rins Assis
Suinc 4 tarassovi (hyos guidae) Rins Marilia
Suino 1 BONLOING Urina Campinas
Suino 2 POV Ring Interior
Suinc 1 ieterohaemarrhagioe Feto Capital

Total 17

A cepa icterohaemorrhagiae, de bovino,
foi isolada de um feto, em wm caso do
aborto.

A cepa icterohaemorrhagiae, de bovino,
foi isolada de um feto, em um caso de
abdrio, num pequeno rebanho perto da
Capital; a pomona, isolada da urina de yma
porca, numa criagio onde havia um surto
de aborto.  Asg farassovi (hyos),. iciehae-
morrhagiae e canicela 2, 10, isolados de rins
de sufnos abatidos em matadouro, demons-
tram a condigfo déstes animais como por-
tadores de leptospiras, embora estejam
aparentemente normais.  As demais, cons-
tantes do quadro 7, fazem parte de traba.
Thos em fase de conclusio, Além disto
foi tipificada no laboratdrio uma cepa re-
cebida de Recife, cepa humana, que inicial-
mente s¢ MOSLrou COMOo farassoyi mas que,
na sua tipificacio final, foi classificada co-
mo sorotipo alexi do sorogrupe pyrogenis.
Animais stlvestres também foram trabalha-
dos para verificagio de sua condicdo de
portador, tendose até o momento isolada
27 cepas denfre raios, camundongos e gam-
bds. Todas estfio sendo tipificadas e fa-
zem parte de uma tese. Também foram
trabalhados 60 morcegos — Desmodus
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rotundus; nio se conseguiu o isolamento
mas, na sdro-aglutinacfio, 5 soros foram
positivos, sendo 3 para canicola ¢ 1 para
pyrogenes. Dos mesmos, seis rins foram
positivos em cortes histolégicos ¢ um déles
provinha de wm dos morcegos positivos
para ¢ sorotipo carnicola.

RESUMO

Foram refatados os trabalhos sébre Lep-
tospirose realizados no Instituto Bioldgico
de S0 Pauylo, no periodo de janeiro de
1960 a dezembro de 1968. Durante o
perfodo foram examinados 21 263 soros,
com uma taxa de positividade de 22,4%,
dentre varias espécies animails, inclusive o
homem. O maior nimero de soros testa-
dos foi de bovinos, com 23,6% de posi-
tivos e com uma predemindncia do soro.
tipo wolffi, em trés casos, aglutinando a
1/12 800. O titulo maior, porém, foi vis-
to em wm sO6ro que aglutinou a 1/25 600
para o sorotipo pamona. Em suinos, a taxa
de positividade foi de 19,5%, tendo em
primeiro lugar o sorotipo poemona, sendo
gue o major titulo encontrado foi de
17409 600. Em equinos encontraram-se
22,8% de positivos predominando também
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pomona; néles foi vista também uma cor-
relacfo entre soros positivos ¢ oftalmia pe-
riddica. Em ovinos predominou o sorot-
po canicola ¢ a taxa de positivos fol de
39,8%, enquanto que em caninos fol de
14% npa maioria dos casos para icterohae.
morrhagiae,

Foram apresentados, em cinco gquadros
demonstrativos, detalhes dos resultados; em
outro quadro, o nimero de soros recebidos
de outros Estados, bem como numero de
positivos © respectivas percentagens.

Ao lado das reacBes scoroldgicas, muitas
foram as tentativas de isolamento. O ni-
mero de cepas isoladas, assim como os
sorotipos encontrados e sua origem foram
demonstrados em quadro.
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LEPTOSPIROSES EM SAO PAULOW

LEPTOSPIROSIS IN SAO PAULO, BRAZIL

MARCELO OswarLnpo ArLvares Corprfiate

SUMMARY

From 1947 to 1968 sampies of sera from 12 172 pafients with presumptive

diagnosis of leptospirosis were tested by agglufination,
dred and two oui 1349 positive samples reacted with Leplospira

One thousand two hun-
icterohoe-

morrhagice and 147 with other leptospires.

INTRODUCAO

Nossa experiéncia no setor das leptos-
piroses humanas teve infcio em janeiro de
1947 quando, dispondo dos elementos ne-
cessdrios para o seb diagnéstico laboratorial
no Institato Adolfo Lutz, iniciamos a pes.
quisa sistemdtica dos casos de leptospiroses
humanas no Hospital das Clinicas da Uni.
versidade de Sio Paulo onde, entio, tam-
bém trabalhdvamos,

Até entdo os casos conhecidos entre nds
eram escassos e apresentados como rari-
dade cientifica. Assim é que, em meados
de 1929, PIZA & GOMESS relataram o
primeiro caso de moléstia de Weil em Sio
Paulo, o primeiro também no Brasil com
reproducio experimental da infeco em co-
baio e consegiiente achado de leptospiras
em cortes histolégicos de rim do animal.
Lembraram-se entfo os autores de paciente
falecido com suspeita de febre amarela, o
qual havia trabalhado dentro das dguas do
rio Tieté e comunicaram suas suspeitas ao
Prof. Rocha Lima que, em novos cortes
histolégicos de rim do paciente, encontrou
leptospiras, firmando pois o diagndstico re-
trospective de leptospirose.

Em 1933 GOMES® relata outros dois
casos, um com inoculagfc em cobaio po-
sitiva para leptospira, oufro com isola.
mento da leptospira a partir da inoculagfio
de sangue do paciente. Em 1940, PRA.
DO relata wm caso e finalmente em ja-
neiro de 1947 iniciou-se em SHo Paulo,
no Instituto Adolfo Lutz e no Hospital das
Clinicas, © estudo sistematico das até entfio
consideradas rarissimas leptospiroses, J4
em abril de 1947, CORREA er alii® apre.
sentaram nota preliminar referente ao estu-
do clfnico e laboratorial de doze casos de
Ieptospiroses diagnosticados em apenas qua-
tro meses de pesquisas.

Em 1949, CORREA & MEIRA® apre-
sentaram o primeiro caso humano, relatado
no Brasil, de febre canicola.

Em 1950, GOMES, CORREA & JOR-
DAGY apresentaram ao 3¢ Congresso In-
ternacional de Microbiclogia, realizado em
agdsto de 1950 no Rio de Janciro, os 1e-
sultades dos estudos efetuados em 146
pacientes suspeitos de leptospiroses, prove-
nientes em sua maioria do Hospital das
Clinicas: 45 amostras de sbro foram po-

(1} Apresentado ao Simpodsic sbbre Leptospiroses — Tems oficial do ¥V Congresso da Scciedade Brasi-
letra. de Medicina Tropical, realizado no Instituto de Medicina Tropical da F. M. U. 5. P, 8%c Paule,

Brasil, de 23 a 26 de fevereiro de 1965,
{2 Do Instttuto Adolfo Latz.
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sitivas, nas provas de séro-aglutinagio, sen-
do 44 para L. icterohaemorrhagiae ¢ 1
para L. canicola.

Inoculacdes em cobaio proveniente de 77
pacientes demonstraram & existéncia de
leptospira em 5 casos, sendo 3 pelo exame
de cortes histolSgicos dos rins dos cobaios
moculados; nos ouiros dois cases foram
isoladas e identificadas L. icterohaemorrha-
giae .

As estirpes entfo utilizadas como antf-
genos nas provas de soro-aglutinacio fo-
ram as seguintes: L. fcterohaemorrhagiae,
L. canicola, L., pomona, L. bataviae, L.
sejrbe e L. zanoni,

Seria fastidioso enumerar os resultados
dos exames efetuados a partir de 1951 até
a data atoal; preferimos focalizar os re-
sultados obtidos nos dltimos cinco anos,
isto &, de 1964 a 1968, particularmente
porque éste perfodo se situa apés a reali-
zagdo do 7% Congresso Internacional de
Medicina Tropical e de Malariologia, onde
estivemos em contato pessoal com zlguns

expoentes do estudo das leptospiroses, tais
come Alexander, Babudieri, Kitacka, Cac-
chione ete.

Os pacientes provém em sua majoria
absoluta do Hospital do Isolamento Emilio
Rihas sendo os restantes do Servigo de
Moléstias Infeciosas ¢ de outras enferma-
rias do Hospital das Clinicas, do Servigo
de Moléstias Transmissiveis do Hospital
dos Servidores, ¢ alguns, raros, de outras
fontes. Qs dados expostos a seguir se re-
ferem ao grande SHo Paule, nio figurando
nem dados do interior do Estado, nem da-
dos de outros Estados, O método utili-
zado como processo diagnéstico foi o da
sbro-aglutinacBo em placa, utilizando-se
como antigenos as culturas formoladas dos
diversos sorotipos de leptospiras até infcio
de 1967 quando passamos a utilizar as cul-
turas vivas nfo mais imobilizadas pelo for-
mol. O titulo minimo considerado diag-
ndstico foi de 1:200. A composigdo da
bateria de antigenos utilizada no Instituto
Adolfo Lutz foi a seguinte:

Séro-grupe Réro-tipo Copa de referéncia
|

1 Tcterohaemorrhagioe | ieterchaemorrhagice RGA
copenhageni M 25

2 Canicola conicola Hond Utrecht IV

3 Pomona POTmOTG Pomong

4 Grippotynhosd grippotyphosa Moskva V

5 Tarassovi tarassouvi Hitis Johmson

¢ Hebdomadis hebdomadis Hebdomadis
wolffi 3705
sejroe M 84
saxoobing Mug 24

7 Australis anstralis Ballico

§ Bataviue bataviae Bapart

9  Rallum Castellonis Castelldn 3

10 Panamg DPONENG CZ 214 K

i1 Pyrogenes HUTOGENEs Salinem

12 Jovanica Jovanica Veldrat Batavia 4§

13 Adutumnalis autumnalis Akiyami A
diasiman Dijesiman
sentot Sentot

14 Cunopteri cynapteri 3822 (@

15 Semaranga paioc Patoc T

16 Andamana aRdamandg CH 11

Atualmente integra a bateria o sbro-grupo
Shermani cépa LT 821.
No quadro I estio expostos ano por ano,
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de 1964 a 1968, o ntmero de casos suspei-
tos, ou seja, enviados para exame, dentro de
critério clinicos e epidemioldgicos mais ou
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menos constantes. Na 3.2 coluna figura o
niimero de casos negativos e, a seguir, o ni-
mero de casos positivos com as respectivas
porcentagens em relagic ao namere de ca-
sos suspeitos com oscilagdes de 9,3 a

16,4%, com a média de 13,7%, mos-
trando pequenas variacBes e confirmando
a constincia dos critérios de “suspeitas de
leptospirose”.

QUADRO I

Porcentogem de positividade de soro-agluli ngefes em casos suspeitos de leplospirose

Casos
Ano Positivos
Suspeitos Negativos
a0 Ro ne %
14964 823 47 74 ]
1963 1 248 1 ¢72 176 141
1966 1 582 1.378 204 12,7
1867 1.545 1.291 254 16,4
1968 1 388 1191 157 14,1
Meédia %
TOTAIS 6 586 5 479 907 B

Desde logo chamam a atenc@io as eleva-
das cifras de casos positivos — 76, 176,
204, 254 ¢ 197 — totalizando 907, em 3
anos.

Tais cifras sio realmente elevadas parti-
cularmente quando nos lembramos dos da-
dos publicados em oufros Estados, escas-
sos, e de cifras muito baixas. E certo que
uma populagio de mais de 8 mithdes de
habitantes corresponde ao grande S&c Pau-
lo mas o mais certo é que aqui se¢ pensa
em leptospirose diante dos doentes e que
aqui se pode fazer o diagnéstico. Esta-
mos convenicidos de que a doenga existe

em todo o pafs; o que é necessario € pensar
em termos de leptospirose e poder confir-
mar a suspeifa clinica através de recursos
lzboratoriais. Alids, fol exatamente isto
que aconteceu entre nés em 1947, confor-
Me CXPUSEmos no jnick,

O quadro I evidencia a distribuicdo dos
casos positivos entre as diferentes leptospi-
ras, ano por ano, de 1964 a 1968, patente-
ando o absoluto predominio da L. icterohae.
morrhagiae 4 qual correspondem 89,75%
dos casos, ficando os restantes 10% distri-
buidos por outras leptospiras, conforme &
demonstrado ne quadro.

QUADRO IX

Pisiribuigdo dos gasos de lepiospireses humanas em

Bde Paulo dioguosticadoas wo Institufo ddolfo Lutsz

de 1964 o 1983

Cases positivos
Ano TOTAL
L. icterohaemorrhagice Cratras  leptospiras
1964 &2 14 %
1965 158 18 174
1966 189 15 204
1567 228 26 2534
1568 177 i 197
TOTAIS 814 o3 907
Forcents -
T 8575 10,25 160

kY
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Accntuemos todavia que o predominio
de determinado tipo de leptospira varia de
pais para pais e, certamente, de regifio pa-
ra regifio, num pafs Imenso como o NoSsO.
Por exemplo, no Chile ¢ Rumania predo-
mina a L. pomona, na Alemanha a L.

grippotyphosa, na Australia a L. australis,

QUADRO TII

Diseriminecfio dos casoes de “"suiras leptospiroses”

dére-tipe Nv casos
L, oaricola ..o e 23
L ardamand ... ... i i iz
Lo, BOWORE . e s erciaraa e it
L.osentol ... o e 5
R T T PO P 5
O L P 3
Lo BELAOMAEIZ oo i e 4
L.oawtumnalls oo o s 4
Lo budlum o oo 4
L. grippoduoRose ..o 3
Lo Jovandcs oo e 3
Loodfashman oo i e 3
Loooustralis ... o . e 3
Lo eWMopter: ..o s 2
Lo BATAVIAE v e e 2
Lo DUTGHEREE .ot eien s 2
Losaxkoebing ... s b
L. Barassovi .o s i
TOtal . . . e e e Q3

Na incidéncia das assim denominadas
“outras leptospiroses” ocupa o primeiro lu-
gar a L. canicola com 23 casos a propdsito
da qual em 1963 foi apresentado por
AMATO NETO et aliit um trabalho: “Lep-
tospirose canicola: verificacBes em tdrno
de um surto ocorrido em localidade pré-
xima a SZo Paulo (Capital)”.
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O segundo Iugar é ocupado pela contro-
vertida L. andamana, com 12 casos. Co-
mo € sdbido, a L. andamana fol colocada
pelo Subcomité de Taxonomia das Leptos-
piroscs da O.M.S., em 1962, entre as
leptospiras saprdfitas, nfo patogénicas (L.
biflexa), em virtude de seu comportamen-
to frente a determinadas provas tais como:
crescimento em presenca de sais de cobre,
intensidade da reacfio da oxidase, cresci-
mento em meio com: 8-azaguanina, falta de
patogenicidade para cobaios, testes da lipase
gte, O referido Subcomité chegou mesmo
a admitir que a Gnica cfpa de L. andamana
— & chamada CH 11 — existente nas di-
ferentes colegbes de leptospiras dos Labo.
ratérios de Referéncia ndo fosse a original,
isolada por Taylor ¢ Goyle, em 1930, nas
ithas Andaman. Acontece que, em 1963,
Corrfa er glii* isolaram do liguor de um
paciente que veio a falecer, tal a gravida-
de de sua doenga, uma leptospira que nas
provas preliminares se comporfoll como
sendo a L. gndamana, conforme relataram
ao VII Congresso Internacional de Medict-
na Tropical ¢ Malariologia. Restava ain-
da fazer as provas finais de absorcio e
aglutinagho cruzadas enire a cépa isolada
e a CH 11, o gque foi feito por Kitaoka do
Laboratdrio de Referéncias de Tokyo, de-
monstrando a absoluta identidade entre
ambas. Em nosso modo de vér, cal por
terra a alegaclo de que a L, andamana
CH 11 npfo seria a original isolada por
Tayior ¢ Goyle. Em trabalho apresenta-
do a éste mesmo Congresso relatamos uma
série de ouiros casos de leptospirose hu-
mana por L. andamana.

Em terceiro lugar comparece a L. po.
mona com 11 casos, depois a L. sentor a
L. wolffi e a L. panmwnag com 5 casos cada
uma, esta dliima constitvindo-se em noveo
séro-tipo de recente isolamento e agora assi-
nalada entre ndés. A respeito da L. wolffi
CORREA ef alii, em 1966, relataram o iso-
lamento dessa leptospira do liquor de um
paciente e os resultados de levantamenio
sorologico entfo efetuado. A L. wolffi
até entfo s& féra encontrada no sudoeste
da Asia.
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QUADRO IV

Incidénein mensal, em §do Paulo, dos casos de

leptospirvoses huwmanas, durente o periodo de

1964 & 1988
Ano No de Casos
Meses 1964 1965 196 1967 1968
Janeire 7 15 19 23 15
Feverelro 3 34 32 43 44
Margo 11 33 47 42 2%
Abril 7 15 4 24 22
Maio 4 ¢ 2% 14 7
Junho 4 § 10 3 14
Jutho 3 10 2 13 18
Agdsto 4 7 & 4 1z
Setembro 5 3 ) 7 7
Qutubro 9 b4 i1 12 3
Novembiro [ 13 1 21 18
Dezembio 13 13 13 it 8

O Quadro TV mostra a distribuicfio men-
sal, ano por ano, das leptospiroses em S8o
Paulo, evidenciando a malor incidéncia
nos meses de maijor precipitacfio de chuvas
— fevereiro e margo — o que se visualiza
melhor no grifico 1 que é a projeciio gra-
fica dos nimeros exibidos no quadro,

Existem pequenas variagOes de ano pa-
ra ano nos demais meses, porém o grafico
2 exibe a incidéncia média mensal de
1964 a 1968, demonstrando a j& clssica
distribuicio conhecida entre n6s.

No quadro V resumimos a incidéncia
das leptospiroses desde 1947 a 1963 e de
1964 a 1968, periodo que focalizamos com
maior detalhe, Os totals sd@o elogiientes
demonstrando sempre que as leptospiroses
humanas existem, sempre ¢xistiram, o pro-
blema é pensar em sua existéncia e provér-
se dos meios necessarios ao seu diagadsti-
co.

E certo que a realizagio das provas de
soro-aglutinagfio exige equipamento, téeni-
ca ¢ ¢xperiéncia adequados para que o seu

manuseio seja eficaz, sobresaindo a difi-
culdade em manter numerosos sorotipos de
leptospiras, de exigentes necessidades cul-
turais. Na prética difria, uma das ma-
neiras de contornar tais dificuldades con-
siste no uso da Leptospira semaranga Pa-
toc 1 como antigeno de triagem. Com
efetto, a L. semaranga Patoc I é dotada de
tal capacidade antigénica, que aglutina,
funcionande como antigeno polivalente,
com a maioria das sdro-aglutininas das lep-
tospiras patogénicas,

O quadro VI demonstra a eficicia da
L, semarange Patoc 1, como antigeno de
triagem, quando confrontada com as lep-
tospiras patogénicas na execucdo das rea-
¢hes de sbro-aglutinacfo rotineiras e traduz
o resultado de quatro anos, 1965-1968, de
experimentacdo efctuada na Segfo de Pa-
rasitologia do Instituto Adolfo Lutz,

Finalmente no guadro Vil exibimos as
leptospiras isoladas de pacientes, fazendo
constar a data, o material de onde foram
isoladas e a cépa identificada.
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QUADROC V

Resultados dae séro-aglutinaedes de 1947 s 1968

Ninero de casos
Periodo ]
Posgitivos
de
tempo Suspeitos Negativos L. icterom E
haenorrha- Outras Total
gige teptospiras
1947
a 5 586 5 144 388 54 442
1963
19564
a 6 385 3679 814 93 907
1968
TOTAL 12 172 10 823 1202 147 1 348
Perc(e%i';gem 100 ]9 93 1,3
RQRUADRO VI
Eficdein do L. semaranga Patoc I, como antigeno de fricgom
Soros para leptospiroses
Tosal Percentagem
4
Negativos Positivos (%3
Concordincia 4 914 936 587G G8,78
Discordancia i8 54 72 1,22
TOTAL 4 933 1018 5 942 106,00
QUADRO Vil
Leptospiras iscladas de pocienies
Data Nome Material Tdentificacio Cépa
Paciente
18, 4.1048 AN, gangue L. ieterchaemorrhagice Nicolini
28. 2.1950 8.8, sangue L., icterohgemorrhagice Sebastido
15, 2.1862 B.A.S. T L. deteroheemorrhagiae N 3284
1
3G, 6.1963 B.R.& Hguor L. andamana forréa
14.10. 1865 D.AM, liguor L. wolffi Divaido
6. 4.1968 AB.O. gangue L. dctershaemorrhogice 244-1. A L.
7. 61868 A P.A, sangue L. icterchoaemorrhanioe I AT
2.12.1986 A.CT. sangue L. icterohaemorrhagice Cecilia
12, B.IBER .8, sangue L. icterohaemorrhagioe 27917, A L.
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E Obvio que é pequeno o nimero das
amostras isoladas em relacio ds cifras diag-
ndsticas que até aqui exibimos, o que se
deve a fatbres tals como;

a) Os pacientes procuram o Hospital
raramenie om fase septicemica e o fazem
em geral & medicados com penicilina a
qual a leptospira é muito sensivel.

b) Fatbres de entrosamento entre os
hospitais e o Instituto Adolfo Lutz tornam
quase nula a solicitacio de hemoculturas,

RESUMO

Este trabatho condensa & experiéncia no
diagndstico das leptospiroses humanas da
Secdo de Parasiiologia do Instituto Adolfo
Lutz,

De 1947 a 1968 foram examinadas amos-
tras de 12.172 casos suspeitos de leptospi-
roses, atraves da prova de séro-aglutinacio,
dos guais 1 349 resuttaram positivos, sando
1 202 causados pela Leptospira icterohae-
morrhagiae & 147, por outras leptospiras.
Foi demonstrada, ademais, a eficdcia de L.
semaranga Paroc 1 como antigeno de tria-
gem.
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AVALIACAO DO SUCO DE LARANIA EM REFRESCOS, CONCENTRADOS E

CHEMICAL DETERMINATION OF ORANGE JUICE IN REFRESHMENTS, CONCEN-

QUTROS PRODUTOS DERIVADOS

TRATED AND OTHER DERIVATIVE PRODUCTS

WALDOMIRO PREGNOLATTO (&
MyrNa SasiNO @

A chemical determination of orange juice in refreshments, concenirated and
liophilized juices and jams is described.
The method involves the precipitation of the guaternary ammonium bases

by Reineck salt, separation of the diferents bases by paper chromatography and
colorimetric determinafion of betaine, natural compound present in the orange

juice, ag hetaine reineckate.

Results obiained with a great variety of orange species, shoued that the
determination is praticsl, reproducible, simple and fthat it can bhe done in any

modest laboratory.

The method seems to be specific for citric fruits; in mixtures orange and
apple, pineapple, or tomato juices, for instance, the orange juice was easily

determined.

The hetaine content of different Brazillian orange was determined; the mean
value found was 85 mg of befaine per 100 ml of juice.

The betaine content of 37 elaborated products was determined. From these,

23 were prepared in our laboratory.

It was found that the storage time does not sier the betaine content of

the elaborated product.

The sensitivity of the method permite the determination of orange juice
content of refreshments to the dilution of 1%,

Constitue um sério problema para os la.
boratdrios incumbidos de controlar a qua-
lidade e autenticidade de produtos alimen-
ticios a determinacBo da porcentagem de
suco de laranja gue enira na composigio
de refrescos, aperitivos, concentrados, ge-
léias, laranjadas.

-

Essa afirmagBo € tdo verdadeira, gque
nao eancontramos até hoje um método que
tenha sido estabelecido para &sse fim, por
qualquer laboratério oficial de conirdle de
alimentos,

A determinagio convencional do nitro-
génio, fosforo e potassio e subsegilente re-

{1} Trabalho
Laute.

reaiizado =na  Secco de  Quimica Bicldglea =
Patrocinado pelo Fundo de Pesguisas do Instifuto Adolfo Lutz.

Jaciopamento, além de muito trabalhoso,
n&o conduz a nenbum resultade aceitavel;
além disso, a introducfio de aditivos qui.
micos nésse tipo de prudutos leva a erros
que nfie podem ser evitados.

Para uma correta avaliagio désses pro-
dutos era necessério encontrar-ge na laran.
ja um componente especifico, quimicamen.
te dosdvel e em porcentagem razodvelmen-
te constante.

UNDERWOOD & ROCKLAND separa-
ram ¢ dosaram os aminodcidos livres em
uma série de sucos de frutas citricas, ¢
concluiram ser razodvelmenie constante e

Hspectorgrafia de  Instituto Adolfo
Apregentado no 100

Congresse Latino--Americano de Quimics em S%o José da Costa Rica, em feversiro de 18569,

(2}

Da Secéio de Quimien Bioldgica e Kspectrografia d&o Instituic Adolfo Lutz,
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especifica da variedade a presenca désses
compostos, independendo da origem geo.
grifica dos frutos.

LEWIS, em 1966, verificou conter a la-
ranja, betafna em porcentagem relativa-
mente constante ¢ quimicamente dosdvel.
O szufor encontrou 2 porcentagem de 72,4
mg% de betaina como valor médic na
dosagem de 6 sucos de laranja (2 da Fl6.
rida, 1 de Valéncia da Austrilia, 2 de
Israel ¢ 1 da Espanha). Analisou tam-
bém 49 amostras de sucos concentrados de
laranja,

O método usado por Lewis consistiv em
separar a betaina de outros componentes
do suco, cromatograficamente em duas co-
lunas sucessivas, dosando finalmente a he-
taina pelo método de WALKER E ER-
LANDSEN®?,

A literatura registra alguns trabalhos
sdbre métodos quimicos para separaclo e
dosagem de betaina em produtos naturais,
através da cromatrografia em coluna . 3

8 %), cromatrografia em camada delgada
(8.9 ¢ cromatrografia em papel’l’

O métode que passamos a descrever
baseia-se na precipitacio da betaina conti-
da na laranja, usando o reineckato de amé-
nio em meio 4cido como agente precipitante,
purificando o reineckato de betaina por
cromatografia em papel ascendente ¢ dosa-
gem espectrofotométrica do eluato etand
lico.

MATERIAL E METODOS

Reagentes

Cloridrato de betaina

Sal de Reineck

Acido clorfdrico

Eter di-etilico-dgua (140:1)

Acetona aquosa 70% v/v

Eianol

Solvente
Butanol-acido acético-dgua (10:5:2)

Solugdio de Reineckato de amonio (pre-
parar no momento de usar)
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Dissolver 1,5 g de sal de Reineck em
100 ml de dgua destilada;

Agitar bem e acertar o pH ao redor
de 1, com HCL N. Deixar em re-
pousc & temperatura ambiente, por 30
miputos  Filtrar,

Mérodo

a) Determinacdo da betaina em sucos de
laranja

Pesar 30 g ou pipetar 30 ml de suco de
laranja, transferir para copo de 150 ml e
resfriar, deixando em gélo por 10 minutos.

Adicionar de 10 a 15 ml do Reineckato
{usar sempre excesso) e deixar em gélo
por 2 horas.

Recollier o precipitado filtrando através
papel; lavar o precipitado € o copo com 3
porgbes de 2 mi de éter-dgua (140:1).
Transferir o precipitado para baldo volu-
métrico de 25 mi, coms auxilio da acetona.
aquosd a 70%. Completar o volume com
o mesmo dissolvente e homogeinizar,

b} Cromatografia

Cromatografe em papcl ascendente usan-
do tiras de papel Whatmann o 1, de 4
por 13 cm, {ransferindo para o papel quan-
tidade tal da amostra que contenha de 5
a 100 g de betaina (otimo 50 g).

Desenvolver o cromatograma com ¢ bu-
tandl-dcido-acético-dgua (10:5:2), secar ao
ar. FEluir a2 mancha formada a um R
entre 0,72 e 0,77 com 10 ml de etanol,
por confato duraste 15 misutos. Lér a
absorgdo dessa solucio em espectrofotd-
metro apropriade a 320 4g, usando o
eluente como branco. {Foi usado o Beck-
mann D U). Compare na curva padrio e
calcule a quantidade porcentual de betaina
N0 $uco,

Para produtos industrializados, prepare
dituigbes aquosas apropriadas do produto
e proceda como para suco de laranja; das
quantidades de betaina obtida calcule o teor
de suco de laranja no produto, usando co-
mo base o valor médio de betaina no suco
que é o de 94,5 mg/100 ml, ou vse os va-
lores do grafico.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
O método aqui apresentade € simples,
reproduzivel, realizdvel em qualguer labo-
ratdrio mesmo modesto, nfo apresentando
os inconvenientes e as dificuldades da cro-
matografia em cohma.

A lei de Beer é obedecida entre concen-
tracles de 5 a 100 mg de betaina nas con-
dicbes estabelecidas no método (curva pa-
drio).

A precipitagio da betaina ¢ o croma.
tograma devem ser feitos no mesmo dia;

o decurso de 24 horas entre a precipitagio
e a cromatografia pode causar &rro atd de
30%, para menos, pois o Reineckato de
betaina se decompde muito ficiimente.

Determinou-se inicialmente a quantidade
de betaina existente nos sucos de diferentes
espécies de laranjas encontradas em mer-
cados brasileiros, cujos valores médios se
encontram no quadro 1. Vése que a la.
ranja Pera (Cifrus auratium L.} apresenta
o mais elevado teor de betaina (113 mg %
p/v) ¢ a Ponkan o menor teor (472
mg % p/v).
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QUADRO I

Quantidade de belaing em sucos de laronjes
brasileiras

Betaina por
Variedades de laranja 190 1 de suce
mg

Pera (Oitrus auraniium L) 118,68
Bahia (Cilrus sinensiz L. 0,6
Lima {(Cifrus sinensis L.) 9.0
Seleta (Cirus aurativm, v. depressim) 880
Tangerina {Citrus nobilis, v. deliciosa) 886G
Lisa 80,0
Lima lisa 83.3
Mixirica {Cifrus nobilis) 23,0
Ponkan 47,2

As variedades industrialmente mais usa-
das s&o: Bahia, Pera, Seleta, e Lisa. O
valor 95,4 mg betaina/100 ml suco repre-
senta a média nessas 4 variedades.

Verificon-se a influéncia do estado de
maturacio sObre o conteido de betaina
das laranjas; o médxime de conceniracio é
atingido nas laranjas maduras. ILaranjas
verdes € laranjas em inicio de putrefacio
a presentam baixo teor de betaina, como
mostra o quadro II:

QUADRO II

Quantidade de betaina wa lgranjo nes diversas feses
de  maturecto

il I
mg

Pera verde 28

Lisa verde 8

Bahia verde 28

Pera em putrefacdo 58

Carvio ativo ndo adsorve betaina; amos-
tras de refriperantes artificiais fortemente
coloridos aos quais se adiciomou suco de
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laranja foram préviamente descoloridos com
carvio e o teor de betaina encontrado foi
o esperado.

O tempo de armazenamento pouca influ-
éncia exerce sdvre a estabilidade da betaina;
refrescos contendo 70% de suco de laranja,
8% de agtcar e 0,15% de benzoato de
sodio foram confrolados durante 70 dias;
ndo houve praticamente queda no teor da
betaina.

A sensibilidade do método para refrescos
e produtos similares permite a dosagem do
suco de laranja até diluigdo de 1%.

Pesquisou-se a presenga de betaina em
outras frutas cujos sucos comumente podem
ser misturados ao de laranja; abacaxi (Bro-
melia anangs L.), macd (Pyrus malus 1.},
tomate (Solanum lycopersicum 1.) nfo
contém betafna.

Diversas variedades de limao e “grape
fruft” contém betaina e os teores médios
estdo no quadro IIL

QUADRO III

Quaniidade de belaina em limdes e “grape Fruit”

Betaina por
VARIEDADE 160 mal de suco
mg
Limio siviliano  {Citrus Hmonis 0.) 86,48
Limfo crave 280
Limio Haiti 634
Grape fruit 38,8

Em refrescos contendo além de suco de
laranja, suco de abacaxi, de macd, ou de
tomate ou ainda mistura dos quatro, a
guantidade de suco de laranja foi dosado
sem dificuldade, € os teores de betaina
obtidos corresponderam sempre ao espe-
rado,

Dosou-se o teor de betaina também em
aperitivos, geléias, concentrados, liofilisados
¢ laranjadas comumente encontradas no
nosso conméreio.

Testes de recuperagio de betaina foram
feitos usando-se como suporte um refrige-
rante artificial de laranja isento de betaina,
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ao qual se adicionou 10 mg de betaina por
100 ml do produto. A média de 5 deter-
minacgtes foi de 98,5%, sendo o resultado
maior 101% e o menor 97,8%.

RESUMO

Descreve-se um método quimico para a
determinacio da porcentagem de suco de
faranju em refrescos, concentrados, suco
liofilizado, geléias e aperitivos.

O método baseia-se na precipitacio das
bases quaternéirias de amdénio, pelo sal de
Reineck, separacfio das difcrentes bages
por cromatografia em papel e determinagfio
colorimétrica da betaina, componente na-
tural ¢ constante da laranja, na forma de
reingckato de betaina.

Oz resultados obtidos com uma série
grande de sucos de laranja de diferentes
espécies levam & conclusio de que o método
& praticdvel, reproduzivel, simples e de
baixo custo, realizdvel em qualguer labo-
ratorio modesto.

O método mostrou-se especifico para
frutas citricas; em misturas de suco de la-
ranja com os de mach, abacaxi, tomate,
por exemplo, o suco de laranja foi deter.
minado facilmente.

Foi determinado o conteiido de betaina
em diferentes espécles de laranjas brasilei-
ras, sendo encontrado o teor médio de 95
mg de betafna por 100 ml de suco.

Determinou-se o teor de betaina em 37
produtos elaborados; désses, 23 foram pre.
parados em nosso laboratério.

Verificou-se que o tempo de armazena-
mento nfo altera o contedtido de betaina
dos produtos elaborados.
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ADULTERANTES NA PANIFICACAO.

IDENTIFICACAO

DO BROMATO DE POTASSIO W

ADULTERANT 1IN BREAD,

IDENTIFICATION OF POTASSIUM BROMATE

WALDOMIRC PREGNOLATTO (22
Crcy M. T. CHaHIN (2
MyaNa SaBing (22

SUMMARY

The use of oxidant agents {(bromate, iodate, peroxide and persulfate) in
bread-making is forbidden by the Brazilian food law.
However, it has heen suspecied that potassium bromate have been used

hy some bakers.

A paper chromatography method was developped 1o detect bromate in flour,

bread, baking products, yeast and baking powder.

It has been established the

Rf values of bromate, iodate chlorate, persulfate, dichromate and permanganate.
During 4 months, 1,672 samples of flour, bread, yeast and baking powder were
analised with a positive test in 325 samples.

INTRODUCAO

Branqueadores artificais sfo ocasional-
mente vsados em farinhas de qualidade in-
ferior com a finalidade de melhorar a apa-
réncia dos produtos resultantes de sua
industrializacfio, principalmente dos pies.
Essa pratica, quase sempre perigosa, pois
geralmente é efetnada por pessoas nfio cre-
denciadas, ignorantes mesmo, é coastderada
uma adulteracio e proibida pelas leis bra-
sileiras,

O bromato de potdssio é uma dessas
substincias, Sobre a toxicidade dos bro-
matos para ¢ homem, pouco se sabe, sendo
éies porém considerados um pouco menos
téxicos do que os fodatos. Essa jd é, por
si, uma importante razfo para se proibir
o uso désses compostos na panificacio,

Quando ¢é usado em quantidade minimas,
como por exemplo, 70 p.p.m. em farinhas,
o bromato ¢ destruido na panificacfio, sen-
do entfio praticamente impossivel detecta-lo
no pao.

Industriais e comercianies imescrupulosos
introduziram clandestinamente o uso do
bromato de potassio em S8o Paulo, como
melhorador e branqueador no processo de
panificacio, oferecendo o produto &s pani-
ficadoras em forma de solucfo aquosa,
misturado as distases, em proporgdes su-
periores a 50% e, ainda, na forma de sal
pure.

Possuindo o bromato de potdssio a pro-
priedade de branquear a massa, produzir
pies menos densos e mais agradaveis a vis-
ta, foi é&le imediatamente aceito, passaade
a ser usado nas mais absurdas proporgbes
e sem qualguer contrdle. Como resultan-
te, em uma intoxicagfo alimentar coletiva,
principalmente de criangas, foram observa-
dos alguns casos com sintomatologia pouco
evidente, ndo ficando positivado, de imedia-
to, & causa da intoxicacdo. Porém, tudo
ficou esclarecido, quando pdes e bolos cau-
sadores de intoxicagfo coletiva em uina reu-
nido festiva infantil foram examinados 2
neles ndo foi encomtrada ouira substincia

(1} Trabalho realizado na Secclo de Quimics Biols gica e Hspectrografia do Institute Adolfo Lals.

{(#) Do Instituto Adolfo Luiz
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bromato de potdssio.

M, — Adulterantes na panificagio. Identificacio de

gue bromato de potissio em quantidade
alarmante.

Fssa foi a primeira confirmacio da sus-
peita que tinhamos de que o bromato de
potissio estava sendo usado indiscriminada-
mente em padarfais de S3o Paule, Inicia-
mos, entdio, em larga escala, vma pesquisa
de bromatos em pacs, farinhas e fermentos.
Confirmada a suspeita, solicitamos das at-
toridades fiscalizadoras a apreensfio € en-
vio das amostras daqueles produtos usual-
mente vendidos em tode o territéric do
Estado de S#o Paulo.

Para levar a efeito nma pesquisa em tio
Iarga escala, necessirio se tornou estabele-
cer técmicas e métodos de irabalho que
fossem simples, de ripida execuclo e de
resultados aceitfvels.

Provas qualitativas para indicar presen-
ca de agentes oxidantes, como o bromato
de potdssio, estfio descritas na literatura.
Nos métodos de andlises do “Official Me-
thods of Analysis' vem descrita uma téc
pica para positivar a presenca de broma-
tos ou iodatos em farinhas, técnica essa
baseada na oxidacho do fon T a i6do em
presenca de Acido, pelo bromato ou fodato.
Para o mesmo fim, EECKAUT? usa a sul-
fofucsina, com a vantagem de que com &ste
reagente se podem distinguir os bromatos
dos peroxidos, nitritos, persulfatos e perbo-
rates. DANGOUMAN & DUCOS® preten-
dem dosar bromato de potissio em pies,
destruindo o material orginice com a mis-
tura nitropermangfinica em presenga de ni-
trate de prata, reduzindo depois o sal for
mado a brometo de prata com zinco e dci-
do sulfdrice, oxidando o fon Br’ a bromo,
com dicromato de potissio e por fim fa.
zendo &ste reagir com fucsina, medindo
entdo espectrofotomeétricamente a rosanilina
formada, a 570 my; HASHMI & AYAZS
et alif usam Acido o-aminobenzdico em so-
lugio Acida para determinar bromato, pois
éste reage com o fon BrQy’, dando uma so-
luglo colorida vermelho acastanhada que
obedece & lei de Beer; identificam &les,
assim, virtuajmente até 5 pg/mi de solugio;
clorato e iodato, por exemplo, ndo inter-
ferem.
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ARMANDOLA? recomenda, para iden-
tificagdo de bromatos, o uso de uma mis-
tura de solucfo alcodlca de o-toluidina a
0,1% e HCI concentrado (1:1): obtem-se,
assim, um produto colorido de vermelho
com um halo amarelo.

De tddos &sses métodos, o mals simples
¢ sengfvel continua sendo a reacfo entre
¢ agente oxidante ¢ o fon I em meio 4cido
em presenga de amido,

CHIE-HSIANG MAQO?  separam  por
cromatografia em papel circular os fons
Br0y, C104, ¢ 10, usando como dissol-
vente a mistura butanol-acetona-amonia
(1:3:1), Como $6 conseguimos consultar
um resumo désse trabalbho no “Chemical
Abstracts”, onde nfo aparecem os Rf nem
detalhes de técnica, reestudamos o proble.
ma detalhadamente e aplicamos assim a
técnica resultante em nossos trabalhos de
rotina.

MATERIAL E METODOS

O método por nds estabelecido envolve:

1. Preparo da amostia

2. Positivagio do agente oxidante

3. ldentificacfo cromatografica
MATERIAL

Reagentes

a) Solugio de iodeto de potassio a 1%
p/v {1 g de iodeto de potassio dis-
solvida em 100 ml de dgua desmi.
neralizada). Guarde na geladeira
¢ yse no miximo durante § dias,

b} acide cloridrico (1:4) v/v

¢} sohicdo de iodeto de trabalho -
Mistura de partes iguais das solugdes
dos itens & e &, preparada no mo-
mento de usar.

¢y Solvente — p-butanol-acetona-amo-
ma {1:3:1)

e) Soluglo de amido aquoso 1% p/v

Péso em volume
volume em volume

BV —
VIV
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METODO
Preparo da amostra

a}) Para farinhas — Com o auxilio de

[+ qurorte

b)Y Para pdes, biscoitos e similares —
Seque 30 g do material em estufa a 105°C
por 30 min., deixe esfriar ¢ triture até pé
fino. Com auxilio de peneira matha 40
distribua Sg do pé sdbre uma f6lha de
papel de filtro circular de 11 cm de difme-
tro, como para farinhas,

Positivagdo  do agenie oxidante

Com o auxilio de um atomizador (do tipo
usade para pulverizar laqué, pulverize a
solucfio do iodeto de trabalho (item ¢) em
baixo do papel de filtro que contém a amos.
tra, de baixo para cima (veja fig), até o
lquido atingir o pé.

O aparecimento de pontos violeta indi-
ca presenca de agentes oxidantes. Fari-
nhas, contendo 70 p.p.m. de bromato de
potéssio, apresentaram, nessas condiges,
pontos violeta no papel.

As amostras que se aprescataram com
reagio positiva foram separadas para se
wlentificar cromatograficamente ¢ oxidante.

uma peneira malha 40, distribug 5 g da fa.
rinha sobre uma f6lha de papel de filtro
circular de licm de didmetro, colocado s6-
bre um suporte circular de plastico ou vidro
{veia fig.}.

PAFEL BE FILIRO
§

Cromatografia

Transfira 10 g da amostra finamente pul-
verizada para frasco de 100 ml, junte 20 ml
de cter de petrdleo, agite bem e deixe
que as camadas s¢ separem; junte entfo
5Sml de hidréxido de sddio a 2% p/v,
aqueca em banho-maria a 60°C por cérca
de 5 min., esfrie ¢ filtre, Transfira 50 y1da
dltima porcio do filtrado para tiras de pa-
pel Whatmann o, f, de 5x15 cm.  Desen-
voiva o cromatograma com n-butanol-ace-
tona-amépia (1:3:1). Seque ao ar. Re-
vele com a solugdo de iodefo de potissio
de trabalho, Na presenca de bromato,
aparece mancha amarelo-parda a um R{
de 0,64 a 0,54 (padrio 0,63), que fica
violeta pela adico de 1 gbta de amido,

Os fons C10y°, 10y, Cr0y, possuem res-
pectivamente os Rf de 0,75, 0,20 ¢ 0,11,

O ion 8,04 possue um Rf de 0.60, muito
préximo portanto do bromato, mas gue se
distingue déste Gltimo pela demora no apa-
recimento da mancha. A mancha corres-
pondente ao C10; também s aparece de-
pois de cérea de 30 minutos. Aquecimento
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1968 a maio de 1969, 1 018 amostras de
plo, 329 amosiras de farinhas e 325 amos.

do papel em estufa a 50°C durante 20 min.
acelera o aparecimento da mancha, O fon
Mn0," permanece na base.

Com a técnica descrita, visualiza-se até
0,1pg de bromato, clorato ou iodato,

RESULTADOS E DISCUSSAQ

tJsando av técnicas descritas, foram ana-
lisadas, entre os meses de dezembro de

tras de fermentos., FEstas amostras foram
cothidas na Capital ¢ em mais 102 cidades

do interior do Estado.

O f{rabalho estd sintetizado no seguinte
quadro:

Tipo de produio, origem, numero, e percentagem de positividade das amostras analisadas

i

Procedéncia Positividade
Produtes Tgt:] T(;;ai

Capital Interior T Capital Interior

n.e n.o % %

Pio 566 452 1818 33,80 31,20 65,00
Fermentos 43 282 325 12,90 503 17,93
Farinhas 34 295 328 14.70 2,37 17,07
TOTAIS 643 1029 1672 61,40 38,60 108,00

Os 103 municipios pesquisados repre-
sentam cérca de 20% dos municipios do
Estado de Sic Paulo; désses, s0 em 3 nfio
ficou positivado o emprégo do bromato na
panificagfio, o que significa wma percenta.
gem de 97,08% de positividade nos mu-
nicipios pesquisados. B lcito, portanto,
deduzir que praticamente o bromato estava
sendo usado em quase todos os municipios
do Estado.

A magnitude do problema aumenta ain-
da se se levar em consideragio que, em
pécs fabricados com farinhas contendo 70
p.p.m. de bromato, nfo se consegue pro-
var a presenga de bromato: isto quer dizer
que um grande ndimero de amostras dadas
como negativas provavelmente foram fabri-
cadas com adicdo de bromato as farinhas,
ou com farinhas j4 contendo o bromato.

Esse tipo de fraude ficou, portanto, escla-
recido.

Um outro tipo de fraude também muito
importante, que comprovamos, é o resul-
tante da adigio de bromato de potdssio a
fermentos bioldgicos usados na panificagfio,
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como as diistases. Um grande ntimero de
produtos rotulados como Didstase, consistia
na verdade, em misturas contendo, na
maioria dos casos, 50% de bromato de po-
tassio. Esta ja nfo é uma fraude por igno-
rincia, mas consciente, praticada por pes-
soal especializado ¢ inescrupuloso.

Os nossos {rabalhos continuam; ouftros
produtos estio agora sendo analisados pela
técnica aqui empregada, puma tentativa de
banir completamente 8ste tipo de fraude.

RESUMO

O uso de agentes oxidantes, tais como
os bromatos, peréxidos, persulfatos em fa-
rinhas e em produfos de panificagiio é con-
siderado uma fraude pélas leis brasileiras,

Todavia, um grupo de industriais ines-
crupulosos infroduziu clandestinamente o
bromato de potdssio como agente melhora-
dor e branqueador, na panificagio.

Método analitico foi estabelecido para
indicar a presenga désses agentes oxidantes
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em farinhas, p#es e similares, e em fermen.
tos quimicos e bioldgicos. As amostras
com reagdio positiva foram cromatografadas
para s¢ identificar o oxidante.

Foi estabelecido um Rf dos seguintes
compostos: bromato, iodato, clorato, croma-
to, persulfato ¢ permanganato de potdssio.

Foram analisados em 4 meses 1672
amostras de produtos provindos de 102
municipios do interior ¢ mais a Capital, sen-
do que 1018 eram de pées, 329, de fari-
nhas e 325, de fermentos diversos. A pre.
senga de bromato de potéssio foi positivada
em 367 amostras.

O uso de bromato em produtos de pa-
nificagfio ficou positivado em 100 dos 103
municipios pesquisados,
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PURIFICACAO DE TOXOPILASMA GONDII DE EXSUDATO PERITONEAL DE
CAMUNDONGO, EM COLUNA DE ALGODAO DE NYLON®

USE OF NYLON-COTTON COLUMNS FOR THE PURIFICATION OF TOXOPLASMA
GONDII

Avcusta Krvoms TAKEDA ()
MATHILDE RASKIN (®
RENATE DANBMANN )

SUMMARY

A simple procedure for purification of {oxoplasma from mouse peritoneal
exudate in columns of nylon-coiton is described, showing reproductibilily and satis:

factory recovering of the parasites.

INTRODUCAO

O objetivo do presente trabalho foi a
obtencdo de toxoplasmas purcs, sem a
presenca de oufras células habitualmente
encontradas no exsudato peritoneal de ca-
mundongos inoculados com éstes parasitos.

Os métodos descritos para a mesma fi-
nalidade, fais como os de FULTON &
TURKY 3, TSUNEMATSU? ¢ YANOWS-
KYY, sio trabalhosos e apresentam rendi-
mento relativamente baixo.

A técnica ora descrita, em gue & empre-
gado o algodio de nylon, é de facil ma-
mipulago, apresenta rendimento alto ¢ re-
duz os riscos de contaminaciio do pessoal
téenico,

MATERIAL E METODOS

Os exsudatos peritoneais foram obtidos
de camundongos inoculados com toxoplas-
mas, de acordo com Yanovisky.

Foram utilizadas colunas de algodso de

nylon'®, lavado durante 10 dias, com tro-
cas didrias de dgua destilada; essas colunas
foram montadas em buretas de 1 om
(diimetro externo), colocando.se 2 g do
algodio de maneira a atingir a altura apro.
ximada de 25 cm. As colunas foram pré-
viamente equilibradas com o lguido de
eluicio,

Como liguido de eluiglio foi utilizada
soliugho tampdo fosfatada 0,15 M — NaCl
0,15 M — pH 7.2,

Na presente técnica, confrariamente ao
preconizado por RABINOWITZ® ¢ GAR-
VIN® para purificagio de leuctcitos, n#o
foi utilizada a incubagio prévia das colu.
nas, a 37°C, 30 minutos, em virtude de
observagdes preliminares terem demonstra-
do que tal procedimento teve efeito con-
trario, prejudicando a purificagio das amos-
ras.

Os exsudatos, imediatomente apos a co-
Theita, foram submetidos a contagens de
toxoplasmas e células/ml, em clmara de
Neubaver. Em seguida foram centrifuga-

(1) Trakalho realizade na Secfo de Imunologia da Diretoria de Microbiologia e Diagnéstico do Institute

Adolfo Lutz,
(2) Do Insistuto Adoifo Lutz

(3) Eslagidria da Seglo de Imunclogla da Diretoria de Microbiologia e Disgndstico do Intituto Adolio

Laatz.

(4} LP-1 Leuko Pak R,
Grove, Ilhmois 60033,

Leucocyte filter, Fenwal Laboratories, Div,

Travenoi Labor. Inc. Morton
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dos a 4430 (G durante 15 minutos e, de
acbrdo com a contagem inicial, os sedi-
mentos foram ressuspensos em volumes
varidveis dos respectivos sobrenadantes,
de maneira a obterse aproximadamente
100 x 10° toxoplasmas/ml.

Os exsudatos assim corrigidos foram adi-
cionados, pouce a pouco, ao tdpo da co-
luna e, apés penetragfio total, foi iniciada
a eluigdo, coletandose volumes de 1 ml,
com velocidade de 15 gotas por minuto.
De cada tubo de eluicdo foram feitas con-
tagens de toxoplasmas e células/ml.

Repassagens dos eluatos em colunas de
0,7 cm x 4 cm (didmetro externo) foram
feitas para completar a purificagio das
amosiras.

O algoddo de nylon pode ser reaprovei-
tado, lavando.se a coluna com EDTA a
2% e, depois, véarias vézes com édgua des-
tilada; a seguir, seca-se o algoddo em estufa
a 37°C.

RESULTADOS

O valor médio das contagens iniciais de
sete amostras diferentcs de exsudatos pe-
ritoniais de camundongos inoculados com
toxoplasmas foi 97 x 10¢ toxoplasmas/ml
e 71 x 10% células/ml.

De acbérdo com os resultados obtidos,
aproximadamente 92% das células presen-
tes no exsudato peritoneal foram retidas.
Cérca de 8% (hemdcias e células mono-
nucleares pequenas), foram eluidas junta-
mente com os toxoplasmas, mas pfo dis-
tribuidas homogéneamente, sendo que em
alguns cluatos, como por exemplo no tubo
4, praticamente a quantidade de céluias foi
desprezivel em relacGo ao grande nidmero
de toxoplasmas, como mostram as fotogra-
fiag do esfregago inicial (Fig. 1) e do tubo
4 (Fig. 2).

Fig. 1 — Exsudato peritoneal de eamundongo infeeiado com Tomoplasma gondii,
antes de passar na cejuna.
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Fig.

2 — Toxoplasmas praticamente pures,
algoddo de nyion (tubo no 4},

Os eluatos com toxoplasmas, em tés
amostras que foram repassadas em coluna
de algodio de nylon, na auséncia de pro-
teina ¢ de sais de cdlcio ¢ magnésio, foram

ap6és passagem em coluna de

eluidos praticamente puros, havendo, po-
rém, redugiio do nimero de parasitos.
Ogs valores médios de sete experimentos
sfo apresentados no quadro seguinte e as
médias de suas distribuicdes, no grifico.

Valores médios e relacdo do Toxoplasma-célula

Valores Médios R elagio
N.9 dos
Tubas Texoplasma Células Células eluidas Toxoplasma-céiulas
X 108 x 1!}6 " %
1 424 0 0,00 100,00
2 7973 50 821 98,15
3 19 778 361 6,51 98,20
4 19 683 316 0.45 98,41
5 14.155 850 1,26 90,40
6 12 582 646 0,90 79,64
7 6 694 796 1,14 40,82
8 4 307 919 1,30 83,10
9 2 381 - 599 0,84 BL.20
0 1430 522 0,74 73,53
1 1 046 285 0,40 77,80
EY 861 446 .63 65,20
13 463 122 0,17 9,10
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RESUMO 3. FULTON, J. D, & SPOONER, D.F. . Preliminary
observations on the metabolism of Toxoplas-
E descrito um método simples de puri ma gondi. Trans, Roy Soc, Trop. Med.

ficacic de toxoplasma do exsudato peri- Hyg. 51(2):123-4, 1957.  Communications.
toneal de camundongos, em coluna de al-  ,  yyyovsky, 5. F. TRAVERSA, 0. C.; SCHMU.
godio de nylon, mostrando a reprodutibili- RIS, G. A.; CANTARELLA, A.; PANDIELLA,
dade ¢ satisfatéria recuperaco dos parasi- A. A, & POTHIER, M, S. — Nouvel antigéne
tos. pour la réaction de fixation du complément
pour le diagnostic de la Toxoplasmose, Ann,
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MODIFICACAO PO MEIO DE BARACCHINI

PARA OQ

CULTIVO DE TRYPANOSOMA CRUZI W

MODIFICATION OF BARACCHINI'S MEIgUM FOR THE CULTURE OF TRYPANOSOMA
RUZI

OcTAVIO BARACCHINT (2)

SUMMARY

A new liguided and heated medium for Trypanosoma cruzi, without red cells
and protein precipitates, that gives 74 x 106 of 7' cruzi/ml is described.

The referred medium is also indicated for cultivation of Leishmania.

Em trabalho anterior (BARACCHINI2)
descrevemos um meio de cultura liquido,
esterilizdvel pelo calor, para o cultivo de
Trypanosoma cruzi. Diante das discrepin-
cias de resultados obtidos em alguns labo-
ratérios que utilizam. o referido meio de
cultura, o autor passou a estudar as vérias
preparagles ¢ concluiu por uma nova {or-
mula que apresenta 100% de reproduti.
bifidade,

O meio que descrevemos, como o ante-
rior, ¢ de composicBo quimica indefinida,
porém, ¢ isento de precipitados de protei-
nas, o seu preparo € simples e fornece um
rendimento de T. cruzi da ordem de 74x108
apés 15 dias.

MATERIAL E METODO
Preparagdo do meio bdsico

Colocar 500 m] de dgua destilada no co-
po de um liguidificador. Acionar o apa-
relho e, aos poucos, adicionar 100 g de
codgulos de sangue humano. Deixar fun-
cionar ¢ aparetho durante 2 minutos. A
seguir, adicionar o contefide de um &vo de
galinha & mistura do sangue e ligar o apa-
relho por mais 2 minutos. Passar o lHqui.
do para um balio de vidro de 2 litrog ¢

adicionar ao mesmo 500 mi de dgua desti-
lada com 50 ml de séro humano (o codgulo
¢ soro humano podem ser obtidos nos labo-
ratérios de sorologia, onde &sse material &
desprezado).

Aquecer o baldo na autoclave a 115°C
durante 15 minutos ou em vapor fluente
durante 45 minutos,

Filtrar e refiltrar as primeiras porgdes no
mesmo papel de filtro, até a obtengdo de
um liquido pardo-avermelhado, transparen-
te e sem depdsito,

Meio de cultura

Meio de cultura bisico: 1 000 mi; infusio
de cérebro e coraciio (Oxoid ou Difco):
37 g; extrato de levedura (Oxoid ou Difco):

3 g

Deixar em repouso durante 10 minutos.
Agitar para dissolver. Distribuir em ba-
16es ou vidros em quantidades nio supe-
rioves 4 metade da capacidade dos reci-
pientes. Tamponar com algoddo ¢ auto-
clavar a 115°C durante 15 minutos. O
pH deverd ser de 7.2 a 7.6 (usando-se
produtos Oxoid ou Difco, nfo serd neces-
sdrio acertar o pH).

(1} Trabalho realizade ne Instituto Adoifo Lutz (Laboratdrio Regional de Ribeirfo Préto).
(2) Do Laboratério Regional do Institute Adolfo Lutz de Ribeirfo Préto.
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Técnica de cultive

Repicar o conteddo de um tubo de um
meio difisico qualguer para cada 100 ml
do meio descrito. Incubar em estufa a
289C; j4 apds 48 horas observa-se o de-
senvolvimento da cultura. A passagem de
meio liquido para meio Hguido pode ser
realizada com é&xito j& a partir do 79 dia,
na proporcio de 10%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O nbévo meio que apresentamos, de
facil reproducdo, fornece um rendimento de
T. cruzi da ordem de 74 x 10% apds 15
dias.

A incorporagio de sbro & nova formula,
provavelmente, como acentuam BONE &
PARENT?, aumenta o suprimente de fa-
tOres nuiricionais, no caso um: fator essen-
cial, o dcido estedrico.

O nosso objetivo foi apresentar uma
féormula simples, relativamente de baixo
custo e que permita a obtenglio de boas
quantidades de T. cruzi, hoje tBo neces-
sdrias para o preparo de antigenos para as
reacdes de fixaclo de complemento e de
imunofiuorescéneia no diagnéstico sorols.
gico do mal de Chagas,

No quadro abaixo apresentamos a curva
de crescimento da amostra BT, de 7. cruzi
no meio que descrevemos.

Curva de crescimento do Trypanosoma crugi, amostra B, T.
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Rev,

Acentuamos ainda que o referido meio
pode ser utilizado com sucesso no isola-
mento de T. cruzi de animais infectados
(ALBUQUERQUEY).

BRANDAQO? obteve Gtimos resultados
usando o meio em epigrafe no cultivo de
Leishmania para a preparacio de antigenos
de Montenegro.

RESUMO

Uma nova férmula do meio de Barac-
chini para Trypanosoma cruzi & descrita,
apresentando 1009 de reprodutividade e
com um rendimento de T. cruzi igual a
74 x 10® em 15 dias,

O referido meio pode ser empregado
para obtencic de grandes quantidades de

T. cruzi para o emprégo no preparo de
antigenos para as reacbes de fixagfio de
complemento e imunofluorescéncia no diag-
néstico do mal de Chagas. Pode também
ser empregado com sucesso no isolamento
de T. cruzi de animais ¢ do homem ¢ tam-
bém no cultive de Leishmania.

BIBLIOGRAFIA

1. ALBUQUERQUE, R, D, R, - Informagio Pessoal.

2. BARACCEINI, 0. — Meio de cultura lguido es-
terilizavel pelo calor para Trypanosoma orusi,
Rev. Inst, Adolfo Lutz. 22/23:91-92, 1962/63.

3, BRANDAC, M. F. - Informacgfic Pessoal,

4, BONE, G. J, & PARENT, {, — Stearic acid an
essential growth factor for Trypanocsoma cru.-
#i, ¥, Gen, Microbiol. 31:261-6, 1966,

Recebido pare publicagde em 9 de margo de 1970.
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METODO PARA CULTURA DE TRYPANOSOMA CRUZI EM LARGA ESCALA
POR AREYAMENTO (BORBULHAMENTO DE AR)

CULTURE OF TRYPANOSOMA CRUZI IN GREAT VOLUMS BY AIR BUBLING

ETToRE RUGAT (2}
ALTEMISIA MOREIRA DE Souza (8

SUMMARY

A technic for culture of Tripanosome cruzi in great volums of liguid media

by air bubling was described.

Each operation of 7.1 of liguid media produced a mean of 1.2 g of dry

Trypanosoma crugi.

The technic can bhe adapted for greater volums of culture media.

INTRODUCAO

Para a obtengfo de culturas ricas em Try-
panossoma cruzi nos mejos liquidos, é ne-
cessario trabalhar com meio em pouca
profundidade, e agitacio freqliente durante
a incubagfo. Por éstes mofives, fica sem-
pre limitado o volume do meio empregado
em cada frasco, dificultando Obviamente a
obtenclo de grandes quantidades de tripa-
ROSSOmOos

A técnica apresentada, com borbulha-
mento continuo de ar durante a incubacio,
torna possivel o emprégo de grandes volu.
mes do meio de culiura.

As provas, em escala piloto, foram feitas
com volumes de 7 litros de meio de cultura,
O meio empregado foi o de RUGAI & RU.
GAI().

(1) Trabalho realizadc na Seclo de
(2 Tro Instituto Adelfo Lutz.

MATERIAL E METODO
MATERIAL

a} Meio de cultura liquido

{(RUGAT & RUGATY .. 7 000 mi
Alcool octadecilico(4) . . 2 g
Agua destilada(®) 500 ml

b) Frasco com capacidade de 10 litros,
montado conforme o desenho da pagi-
na seguinte.

¢)  Motor de aquario.
METoDpo

a) Montagem do aparelho, com o meio
de cultura

1. Colocar no frasco de 10 1 o meio
de cultura, o dlcool e a dgua des-
tilada.

2. Colocar a r6lha de borracha com
as ivbuladuras, sem o motor, ¢

Reagentes Biolégicos do Instituto Adolfo Lutz.

(3} RUGAI, B. & RUGAL R.T. - Mewo de culturs para Trypanoseme erusi esterizdvel pelo ealor.

Rev. Inst. Adelfo Lutz 25/27T: 61-63, 1963 /87.
4}  Anti-espuma

5} Para compensar & dgua ‘evaporada durante a esterilizacBo.
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RUGAT, B & S0UZA, A, M. -

Método para cultivo de Trypencsoma Coruzi em larga escala por
arejamento {borbulhamento de ar). Rev, Inst.

Adolfo Tatz 29/30: 61-63, 1868./70.

amarrar a rétha no gargale do
frasco, firmemente, com barbante
grosso.

3. Fechar o tubo-filtro injetor de ar
(pinga 2 da figura) e o tubo H.
gado ao balfio auxiliar (pinga 3).
Deixar aberto o tubo filtro de es-
cape de ar {pinca I).

4. [Hsterilizar o conjunto a 115°C,
durante 40 min, (deixar em va.
por fluente, 10 min. antes de fo-
char a vélvila)., Repetir a este-
rilizaggo apds 24 horas,

5. Depois de resfriade o conjunio,
levantar o tube-filtro & acima do
nivel do gargalo do frasco e abrir
a pinga 2 para que o liquido que
subiu no tubo durante a esterili.
zacho reflua para o frasco, evi-
tando que o algodfo se molhe.
O balfio auxiliar ainda n3o con-
tém meio de cultura.

b} Passagem de meio para o baliio auxi.
liar ¢ semeadura

1. Fechar o tubo de escape (pinga

1.
2. Manter aberta a e¢ntrada do ar
{pinga 2)

3. Abrir o tubo de iigagio com o ba.
lao auxiliar (pinca 3),

4. Soprar pelo tubo-filtro @ para ini-
ciar a sifonagem, trasladando ¢
volume de 200 mi aproximada.
mente.  Abrir o tubodiltro b de
escape e fechar o tubo de ligago
com o balfio auxiliar (pinca 3).

3. Semear no balfio auxiliar cérea de
5 ml de cultora de tripanossomos
de 8 a 12 dias, feita em meio de
Rugai & Rugal.

6. Colocar tode o aparelho na estu-
fa a 28°C,

7. Observar o desenvolvimento da
cuitura o baldo auxiliar pela tur-
vagiio ou ao microscépio, se hou-
ver suspeita de contaminagdo.

8. Desenvolvida a cultura, abrir a
pinga 3 e elkvar o baldc para
trasladar o liquido para o frasco
¢ fechar novamente a pinga 3.

Ligar o tubo-filtro a ao motor
por intermédio de um tubo de
borracha ¢ acionar o motor. O
fiuxo de ar deve ser de 300 a
400 cm3/min., mantido durante
todo o tempo de incubacfo.

9. Observar o desenvolvimento da
cultura, trasladando um pouco do
liguido para o balfio auxiliar, o
gue se consegue rtepetindo as
operagbes dos itens 1, 2 e 3
{parte b). O liquido refiue pela
pressdo do motor. Em  geral,
sio necessirios de 10 a 15 dias
para o desenvolvimento méximo
da cultura,

c) Colheita

Desligar o motor, retirar o conjunto
da estufa e colocar no balfo auxiliar 0,7 g
de Timerosal dissolvido em 200 ml de
dicool etilico ¢ transferi-lo para o frasco.
Agitar e deixar em contacto algumas horas,
Centrifugar conforme a téenica descrita por
Rugai & Rugai.

RESULTADO E DISCUSSAO

A técnmica descrita foi testada através
de 8 partidas de 7 litros de melo cada, com
produgio média de 1,2 g de tripanossomos
sécos por partida.

A esterilizacio de todo o conjunto.
inclusive do meio de cultura, o funciona-
mento em circuito fechado e a utilizagfo
do baldo awxiliar reduzem: ao minimo as
contaminacoes.

RESUMO

Foi descrita uma técnica para cultura
de Trypanosoma cruzi em grandes voli-
mes, pelo borbulhamento continuo de ar.

Cada partida de 7 litros produziu em
médin 1,2 g de tripanossomos sécos.

A técnica pode ser adaptada a maiores
volumes de meio de cvltura permitindo a
produciio de tripanossomos em grande
quantidade.

Agradecimentos — Agredecemos a colabo-
raglo do Dr, Augusto E, Taunay, Dr. Mie-
clo de Azevedo, Srs, Marceling J, Citrdn-
gulo, José Brandio e Caetanp Zamariolla.

Recebido pure publicesdo em 1§ de margo de 1970
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PESQUISA E DOSAGEM DE AFLATOXINA EM AMENDOIM E DERIVADOS
E EM OUTROS CEREAIS

SEARCH AND DOSBAGE OF AFLATOXIN

IN PEANUTS AND DERIVATIVES AND

OTHER CEREALS

WALDOMIRO PREGNOLATTO (V)
MyrNa Sapmno 9

Chromatography {echnigues in paper and in thin layer chromatography are
described for the searching and determination of afiatoxin in foods for human
consumption, and in rations for animals.

Using these technigues, 32 foods were analysed, of which 20 contained afia-
toxin, and 130 rationa, where 104 were contaminated

Besides the peanut flour and other peanut products, the manioe flour showed

highly contaminated with aflatoxin.

Sodium bissulfite 1:10.000 showed effectual to avoid the development of the

Aspergillus flavus in the peanut flour.

INTRODUCAO

O amendoim, uma importante fonte de
protenias, usado principalmente em ragdes
para aves ¢ facilmente invadido por cépos
de Aspergillus flovus, os quais produzem
metabdlitos estremamente toxicos gque re-
ceberam ¢ nome de Aflatoxinas num rela-
tério apresentado por STENVENSON ao
“Interdepartmental Working Party,” em
1962 4,

O problema dessas toxinas veio & luz
devido a grande perda de peruzinhos ocor-
rida em 1960 em Granjas da Inglaterra.
De fato, nesse ano cerca de 100.000 peru-
zinhos e patos jovens MIOrreram em poucos
meses,  As aves afetadas morriam no es
paco de uma semana, durante a qual per-
diam o apetite, tornavam-ge apdticas e
perdiam a forca das asas.

Q exame postwnoriem evidenciou franca
hemorragia no figado e aumento do rim#7.

Simultineamente, um mal semeihante
ocorria na  Austria, Hupgrial” Uganda,

Kenya'®. Nestes dois dltimos pafses per-
deram-se 14,000 patinhos em 4 semanas,

Nio somente aves domésticas como pe-
Tus, patos, faisdes, raramente frangos mos-
travam-se sensivels a estas toxinas, mas
também animajs como porcos, veados e
carneiros 29, 31, 40 41

Inicialmente &ste tipo de intoxicago foi
atribuido a substincias toxicas existentes
nos componentes das ragdes. Ripidamen-
te, porém, estabeleceu-se a ligagio entre
&ste tipo de infoxicag#io € o uso nas ragdes
de tortas de amendoim procedentes do Bra-
sil, segando ALLCROFT et alii® e SAR-
GEANT et alii*?, 0s gquais mostraram tam-
bém que dessas tortas toxicas se podia ex-
trair um principio ativo que produzia a mor-
te, com o8 mesmos sintomas verificados na
Inglaterra. SARGEANT er glii**, mostra.
ram que nfico eram somente as tortas de
amendoim provenientes do Brasil as res-
ponséveis por &sse tipo de intoxicac@o, mas
também as provenientes da Nigéria, Africa

(1) Da Seclio de Quimica Bioldgica ¢ Ezpectrografla do Instituto Adolfo Lutz,
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Ocidental, Africa Oriental, Gimbia e fndia,
o que conduzin as pesquisas para o campo
das toxinas. Em setembro de 19640,
AUSTWICK & AYERST? observaram 1
presenca de fragmentos de hyfas de fungos
em algumas tortas, o que lvon SAR-
GEANT ef qliit isolar de uma torta de
amendoim de Uganda especialmente téxica
um produto produzido por um fungo, que
foi identificado como sendo o Aspergillus
flavus: tendo as mesmas propriedades tdxi-
cas das tortas estudadas. Dai, natural-
mente, o nome de aflatoxina dada a E€sse
principio idxico por é&le elaborado.

WILSON er ali*?, estudaram 121 fungos
isolados, representando 20 espécies dos
quais sOmente os da cspécic Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus produziram
aflatoxina, sendo o Aspergillus flavus Link
é o responsdvel pela producfio de matores
quantidades de aflatoxina,

Outros bolores foram estudados, dos
quais o Penicillium puberulum Bain produz
afiatoxina em pequena quantidade, como de-
monstraram HODGES e alii?* ¢ KULIK &
HOLADAY? zo encontrarem &sse fungo
em amostras de amendoim.

Aspergillus flavus é um fungo muito co-
mum podendo ser ficilmente encontrado
e isolado em muitos depésitos de géneros
alimenticios tropicais. Eles se desenvol
verm muito rapidamente, mas necessitam de
um teor de umidade maior que a maioria
dos fungos.

FEm climas tropicais, onde enconiramos
normalmente temperaturas de 30° ou mais,
éste fungo necessita de uma umidade rela-
tiva do ar de no minimo 80% . ¢ que cor-
responde a uma umidade minima de cfrca
de 9% mna semente do amendoim ¢ de 16%
nas farinhas desengorduradas do amendoim.

O desenvolvimento do fungo e, por con
seqgiténeia, a formacfo da aflatoxina sé
ocofre numa pequens parte da semente.
Biste fungo é geralmente distinguido por
possuir coloracdo rosea de carne.

O fungo pode atacar diretamente a se-
mente antes que o processo de secagem di-
minua a porcentagem da umidade abaixo
do limite préprio para o seu desenvolvi-
mento, ou pode ter lugar também em qual-
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quer estdgio posterior, desde gue o teor
de pmidade ¢ temperatura sejam favordveis.
A secagem posterior nédo afeta o teor de
aflatoxina j4 produzido. pois ela resiste as
condigbes de secagem e até mesmo ao pro-
cesso de torraciio,

Enguanto as sementes estfo nas cascas,
s8s e em estado de crescimento, ¢ o teor
de wnilade é dernasiado alto, cérea de 25%
elas ndo s#o atacadas pelo fungo, pois pos-
suem um smecanismo protetor, que pode
sinda ser suplementado pelas barreiras fisi-
cas representadas pela propria casca ¢ ie-
gumentos.

Mas, se se deixar que os grics amadure-
gam além do ponto normal de maturacio, o
atague do fungo pode ocorrer com sérios
riscos entlio para a qualidade do gric oca-
sionando ainda a queda das barreiras natu-
rais de proteciio da semente.

O Aspergillus flavus considerado como
uma espécie cosmopolita do solo, das ma-
térias orgfinicas e dos grios, especiaiments
os oleosos: é abundantemente encontrado
no amendoim e seus derivados 8 20, 27,45,
ainda no feifio, arroz, mandioca 3% 38 tam-
bém nas tortas de algodio 18. 28 30,35, ¢ ya.
ramente no mitho®.

Também j4 foi encontrado no trigo, soja,
girassol e seus derivados, como sejam fa-
rinhas, pastas etc, » % 24 8, &7,

Diversas toxinas com propriedades {isico-
~quimicas muito semethantes as da aflato-
xina t&m sido encontradas por diversos
autores: ALLARD? mostrou que Aspergillus
versicolos (Vuily Tirab € capaz de produ-
zir aflatogina entrc seus metabdlitos, mas
BULILOCK et alii’® mostrou que pode ter
havido confusfo com a sterigmatocysting e
aversina, substincias com propriedades
muito semcihantes as da aflatoxina.

Também o funge Macrophoming phaseoli
produz uma toxina parecida com a aflato-
xina, como o demonstrou CROWTHERY
que também descreveu uma técnica simples
em C.C.D. pela qual se podem diferen-
clar estas toxinas,

Muito numerosos sio os metabdlitos pro-
duzidos por Aspergillus flavus, como veri.
ficaram ASAQ ef alii® ¢ ARMBRECHY
et afit*, porém, os mais conhecidos e mais
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téxicos so os do grupo B e G, assim clas-
sificados em funcdo de apresentarem fluo-
recéncia caracterfstica azul e verde respecti-

vamente, quando observados sob luz ultra.
-violeta.

Em 1963, COOMES & SANDERS? ge-
param, por cromatografia em papel, aflato-
xina B e G para, em seguida, um grupo
de investigadores da Inglaterra — BROAD-
BENT, CORNELIUS & SHONE"Y, NES.
BITT et alii**, VAN DER ZIJDEN ef alif0
isolarem finalmente por C.C.D. 4 toxinas,
respectivamente aflatoxina B,, aflatoxina B,
afiatoxing Gy ¢ aflatoxina G.,. Logo em
seguida HARTLEY, NESBITT & O'KEL-
LY# estabelecem as férmulas moleculares
dessas substéncias, para ASAO er alii® ¢
proporem a formula estrufural das aflato-
xinas By e G: ¢ CHANG er alii*®, VAN
DORP et alii®* proporem as da Bs ¢ Ga.

Os espectros caracteristicos das 4 aflato.
xinas foram estabelecidos por diversos in-
vestigadores 5 & 21, 89, 81

Métodos, guer sejam quiinicos ou biold-
gicos, sfo abundantemente encontrados na
literatura. Esses métodos baseiam-se sem-
pre na extragdo da toxina com solventes
adequados ¢ separacBo cromatogrifica em
papel 1. 35, ou em camada delgada 0. ¥, 25,
4, 8. 6%, subseqiiente determinagfio  por
ezpectrofotometria no ulfra-violeta ou por
flnorometria, .

Dos métodos descritos na literatura: o
que oferece melhores resultados & o esta-
belecido por LEE #. como ficou demons-
trado no “Instituto Superiori di Sanitd” 1%,
método 8sse que adaptamos aos nossos tra-
balhos de rotina na determinaco das afla-
toxinas.

Para quem ndo dispde porém de equi-
pamento para cromatografia em camada
delgada, estabelecemos um método ripido
e mais skmples por cromatografia em papel,
que di resultados aceitdvels, mas nio o
bons como quando se trabatha em C.C.D.

MATERIAL E METODOS

A determinagfo da aflatoxina envolve as
seguintes operacdes:

1. Preparo da amostry

2. Extracfo de aflatoxing

3. Separacfio cromatografica dos meta-
bélitos

4.  Avalacio

1. MATERIAL

Silica gel para C.C.D., Merck
Cloroférmio p.a.

Eter dietilico p.a livre de perdxidos
(éter anestésico Rhodia)

Metanol p.a.
Acctona
Solventcs

Cloroférmio-metanol {97:3)
{para a cromatografia em C.C.D.)

Agua-éter-acetona-metanol (3:1:1:1)
{para & cromatografia em papel)

Silicato de sbdio

Cubas e equipamentos para cromalogra-
fia em papel e emm C.C.D.

2. METCODOS

1. Preparo da amostra — Para mate-
rial desengordurado, ou contendo pequena
quantidade de gordura, basta moer muito
bem ¢ homogeinizar; quando porém o ma-
terial contém mais de 4% de gordura,
extrair em Soxhlet com éter de petrdleo
(30-60°C) por 6 horas. Secar o residuo
aem estufa a 45°C.

2. Extragdo da affatoxinag — Pese 25g
do material, transfira para copo de 300 ml
¢ umideca com dgua fervenie, cuidadosa-
mente até que se forme uma pasta: deixe
e repouso por 10 minutos, e adicione aos
poucos e cuidadosamente & pasta 100 mi
de cloroférmio, com constante homogeini-
zachio, deixe em agitagfo fraca ¢ constante
por 30 minutos, filtre a vicuo recolhendo
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o filtrado em balfo de 100 ml, lave o resi
duo com 10 ml de cloroférmio ¢ complete
¢ volume com clorefdrmio, Evapore cui-
dadosamente o clorofdérmio em banho-ma-
ria até secar, tendo o cuidado de evaporar
as ultimas porgBes em corrente de nitro-
génio. Dissolva o residuc em 10 ml de
cloroférmio.

3. CROMATOGRAFIA

2) Em camada delgada

Use placas de 20 x 20 com camada de
sitica gel de 400 . secadas ao ar por 30
minutos ¢ ativada em estufa a 1059C por
2 horas.

Transfira para a placa de 30 a 600 mi-
crofitros de extrato cloroférmico e desen-

volva o cromatograma com clorofdrmio-
-metandl (97:3), até a aftura de 12 om
da base; seque ao ar e observe sob luz ultra.
-violeta, marque os Rf. Desenvolva nova-
mente a placa com &ter como solvente:r as
manchas devem permanecer nas mesmas
posicdes (deslocamento das manchas indi-
cam que as mesmas nao eram de aflatoxi-
na), Nestas condighes, observam-se, sob
huz fluorecente. 4 manchas que correspon-
dem as 4 aflatoximas conhecidas, By, B.,

Cdleulo

(Aggp ~ Auge) X 4 x 312

Gy, Gs, nos respectivos Ri de 0,65, 0,60,
0,50 ¢ 0,34,

b)  Em papel

Impregne tiras de papel Whatman n9 1
de 20x5 cm em solucdo de silicato de
sédio a 2% p/v e seque-as em cstufa a
100°C por 1 hora. Transfira para o papel
de 30 a 600 microlitros do extrato clorofor-
mico ¢ desenvolva o cromatograma com
dgug-éter-acetona-metanol (3:1:1:1)) até
atingir a altura de 12 ¢ da base.  Seque
a0 ar ¢ observe sob luz ultra-violeta. A
mancha com Rf de 0,70 corresponde a
aflatoxinag By, a com Rf de 0,60 4 B; ¢, no
Rf de 0,35, aparecem as G, ¢ Gg juntas.

4.  AvALIACAO -— Aflatoxina B, e B;

Raspe a camada de silica da placa ou re-
corte ¢ papel em tiras que correspondem
as toxinas By, e B: ¢ elua-as em 2 ml de
metandl por contato ¢ durante 30 minutos,
Filtre, lave o residuo com 2 ml de metandt
recothendo o filtrado e o 4lcool de lavagem
em cuba apropriada (cuba de 10 mm do
Beckmann DU). Leia a absorbincia des-
sas solucdes a 363 ¢ 420 my,, usando como
branco o metandl préviamente tratado com
a silica ou o papel usados na cromatogra-
fia e que sofrcu o mesmo tratamento,

= X mg sflat. em 4 ml metanol
22 (00 10
X mg aflat. x == 'y mg de aflat. em 10 m1 de
0,6 cloroférmio, que correspon.
de a 25 g da amosira
Y mg aflat. x 40 == mg por quilo da amostra

P.M. Atlat, B, = 312

Coeficiente molar extingio de B; == 22 000

Para a determinacio da afiatexina em
certos alimentos ricos em gordura e/ou em
carbohidratos, torna-se necessdrio purificar
préviamente a amostra,

Para isso, transfirase 25 g da amostra

j4 mofda e homeogeinizada para copo de
600 ml, junte 150 mi de etanol a 95%

68

¢ agite durante 5 minutos com agitador
mecanico.

Filtre através Buchner a vicuo, lave o
residuo com céreca de 100 ml de etanol,
recolbendo filtrado ¢ dlcool de lavagem em
baldo de 250 ml, complete o volume com
etanol ¢ homogeinize.



PREGNOLATTO, W. & SABINO, M, -~ Peaguisa e dosagem de aflatoxina em amendoim e derivados e

em outrps cereais. FRev, Adoifc Lutz 29%/30:

85-TL, 1969 /70,

Transfira para funil de separacio de 250
ml, 25 ml dessa soluclio, junte 10 ml de
HC1 N, e extraia as substincias lipossolt.
veis comn 2 vézes 25 ml de tetracloréto de
carbono. Adicione a fase alcoblica 63 ml
de HC1 N e extraia dai as toxinas com 3
vézes 20 mi da mistura cloroférmio-éter
(9:1), & qual se junta 2 g de sulfato de
sodio anidro e, em seguida, 2 g de sflica
gel. Filtre através de Gooch de placa po-
rosa contendo 5 g de oOxido de aluminio
cromatogrifico, lavando o residuo com 20
mi de cloroférmio. Evapore o liquido em
cépsula de porcelana em banho'maria cui-
dadosamente até secura. Dissolva o resi.
duo em 0,5 ml de cloroférmio e croma-
tografe,

MEIOS DE EVITAR A CONTAMINACAO E COMO
DESTRUIR A AFLATOXINA

Derivados dos lipidios do amendoim, tais
como ¢ Gleo ¢ as pastas gordurosas, apre-
sentam-se livres de aflatoxina como ja ha-
via sido verificado por PARKER & MEIL.
NICK?®¢, de acérdo, alids, com as observa-
ches de SHIMKIN & KRAYBILL* ¢
SPENSLEY"S, que verificaram ser a aflato-
xina destruida no processo de refinagio dos
dleocs, ao serem éstes lavados com Alcali.

Nas farinhas contaminadas, é jmpossivel
destruir a aflatoxina por meios priticos.

A contaminacio de farinhas elaboradas
a partir de amendoim ndo contaminado po-
de ser evitada pela adigiio de bissulfito de
sddio, na proporgiio de 1:10 000; de fato,
farinhas puras as quais juntamos bissulfito
naquela proporgdice, mantidas em ambien-
te ideal para o desenvolvimento do fungo
e posteriormente contaminadas, ndo apre-
sentaram depois de 1 més quaisquer tragos
de aflatoxina, enquanto que a farinha tes-
temunho apresentou-se com mais de 15
p.p.m. de aflatoxina, Propionato de cil-
cio também impede o desenvolvimento do
fungo, mas em quantidades anti.cconbémi-
cas, enquanto que o benzoato de sédio néo
exerce qualguer agde mibidora.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Por cromatografia em C.D. ¢ em papel
consegue-se separar perfeitamente as afla-
toxinas existentes em produtos naturais.

Produtos de amendoim analisados mos-
traram-se wm alto teor de aflatoxina, sendo
que, raramente, se encontrou wma amostra
negativa.

Isso evidencia a precariedade das condi-
¢Oes higiénicas na conservagio do amen-
doim e na elaboracio de derivados: o pro-
blema torna-se ainda mais grave guando se
verifica que nfio sé as farinhas de amen-
doim destinadas & fabricacho de raches
animais mas também praticamente todos os
produtos destinados ao consumo humano
evidenciaram alto teor em aflatoxina B,:
“pé de moleque”, “pagoca”, amendoim cri
¢ torrado de varias regibes, amendoim sal-
gado e “amendoim japonez” mostraram-se
contaminados.

Além de amendoim e seus produtos pro-
curou-se positivar a aflatoxina em outros
produtos e farinhas e com surpresa verifi-
camos estarem as farinhas de mandioca
altamente contaminadas; a quantidade de
aflatoxina na farinha de mandioca em
alpuns casos era tdo alta que em farinhas
de trigo, quando esta continha 10% de fa.
rinha de mandioca, podia-se separar e iden.
tificar a aflatoxina,

Nozes, castanhas do Pard, castanha de
caj, farinhas de algoddo, mitho, trigo, soja,
sorgo foram analisadas e tOdas se apresen-
taramn livres desta toxina; por outro lado,
raches para carneiros, coelhos, cobaias e
cavalos mostraram-se contaminadas e ainda,
em farinha de gergelim e ragles para cava-
lo, evidenciou-se toxinas que possuiam td-
das as caracteristicas da esterigmatocistina,

Pela andlise destes resultados, chegamos
4 conclusdio de que o desenvolvimento de
fungos em certos alimentos naturais é sério,
o que naturalmente ndo é de se estranhar,
pois sabemos muito bem quiio precérias sfo
as condicGes de higiene em alguns depd.
sitos e fAbricas déstes produtos,

RESUMO

Descrevem-se técnicas de cromatografia
em papel e em camada delgada para pes-
quisa e determinacio de aflatoxina em ali-
mentos para consumo humano e em ragdes
para animais.
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Usando essas téenicas foram analizados
32 alimentos, dos guais 20 continham afla.
toxing, e 130 ractes dag quais 104 estavam
contaminadas.

Além da farinha de amendoin e outros
produtos de amendoim, a farinha de man-
dioca mostrouse altamente contaminada
com afiatoxina.

Bissulfito de sédic a 1:10 000 mostrou-
-s¢ efetivo para evitar o desenvolvimento
do Aspergillus flovus na farinha de amen-
doim,
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EMPREGO DA TECNICA DE KOLMER, MODIFICADA, NA FIXACAO DO
COMPLEMENTO, USANDO ANTIGENO METILICO DE TRYPANOSOMA CRUZI
NO DIAGNOSTICO DA DOENCA DE CHAGAS

MODIFIED KOLMER COMPLEMENT FIXATION TEST, USING METHANCLIC ANTIGEN
OF TRYPANOSOMA CRUZI, IN CHAGAS' DISEASE DIAGNOSIS

QeTAVIO BARACCHINT (D
MANOEL DE Brirro E SiLva(?)

SUMMARY

A modified Kolmer complement fixation fest using methanolic antigen of
T. cruzi prepared according Baracchini el alii, 1966 is described. The related test
was adapted for the use of methanolic antigen of T. cruzi, that nowadays is the
more pralical because of its stability at room temperature, economy, rapid and
easy preparation, bhesides ifs good especificity and sensibility.

The principal aim of the aufbhors is just to give the possibility of any
Iaborafory, to work on Chagas’ disease serology using a simple and good technique.

INTRODUCAO

A sorologia da Doenca de Chagas é uma
das solicitacdes mails constantes nos labo-
ratfrios de Satide Pablica do Estado de
Sdo Paule e do Brasil. Essa demanda
cresce dia a dia em funcio da malor aten-
¢8o dispensada pelas autoridades sanitérias
brasileiras ao importante problema da in-
feccio chagdsica. Necessdrio é, portanto,
que se desenvolvam técnicas soroldgicas
seguras ¢ de fAcil execucho, para que qual-
quer laboratdrio com atividade polivalente
possa participar ativamente no levantamen-
to sorolégico da doenga de Chagas na co-
munidade brasileira.

O presente trabalbo visa justamente a
descricBo de uma técnica proposta por
KOLMERS® para o sistema sifilis. A refe-
rida técnica foi adaptada para o sistema
Chagas, usando-se como antigeno, o anti-
geno metilico preparado segundo BARAC.
CHINI er alis.

Os gstudos comparativos realizados entre
a técnica que apresentamos {(com 100%
de hemdlise) & a de FREITAS & ALMEIL-
DA? (com 50% de hemdlise) e com testes
de imunoffuorescéncia, permitiram a sua
indicac3o para a rotina dos trabalhos soro-
iégicos da Doenca de Chagas nos labora-
torios do Instituto Adolfo Lutz,

A introdugiio do antigeno metflico de
T. cruzi na sorologia na Doenca de Chagas
por BATISTA & SANTOS* ¢ BARAC
CHINI et alii*, modificou por completo a
sitnacio do diagnéstico sorolégico da in-
feccio chagdsica. Anteriormente & publi-
cagdo dos autores citados, poucos eram os
laboratérios que podiam trabalhar em so-
rologia da doenga de Chagas, pois os an-
tigenos aquosos utilizados, apesar da bda
especifidade, nfo sdo estdvels, sfo pouco
econdmicos ¢ de preparo demorado.

Alm disso, como verificaram ALMEIL-
DAl ¢ ALMEIDA er ali?, os antigenos

{1} Professor Catedritico de Microbiologia e SaGde Publica da Faculdade de Farmécia e Odontologia de
Ribeirdo Préto e Biologista do Insbiute Adolfe Lutz,
(2y Médico Chefe da Secglo de Sorologia do Instituto Adolfe Lufz,
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aquosos de T. cruzi sio menos sensiveis do
que os antigenos metilicos e ainda sfo
ricos em inibidores especificos para a in-
fecclo chagdsica quando empregados em
testes de reacfo de fixagdo de complemento.

MATERIAL E METODOS
Preparacio do séro

Apds a cotheita e a coagulaciio do san-
gue, o sOro é separado por centrifugacio
e inativado pelo aquecimento a 56°C, du-
rante 30 minutos. Os soros préviameite
inativados devem ser reaquecidos a 56°C,
por 10 minutos, no dia da prova. O sbro
gque apresentar particulas em suspensfo
apds & inativacio deve ser novamente cen-
trifugado.

No caso especial de o séro humano nor.
mal conter anticorpos hemoliticos naturais
para os glébulos de carneiro, ésses anticor-
pos podem ser removidos empregando-se
a seguinte técnica:

a) Coloca-se 1 ml de séro humano em
mwm tubo de 75 x 12 mun e leva-se éste tubo
ao refrigerador a+ -4°C, durante 15 mi.
nutos.

b) Ao sdro em questio adiciona-se uma
gita de papa de glébulos de camsiro la-
vados ¢ concentrados,

¢) Leva-se novamente o tubo ao refrige-
rador por mais 15 minutos.

d) Apbs a incubagiio em geladeira, o
sbro tratado pelos glébulos de cameiro &
centrifugado ¢ o sobrenadante estara pron-
to para o uso.

Séro anticomplementar

O sbro anticomplementar pode ser nova-
mente testado preparando.se diluicdes se-
riadas em progessio geométrica. Para
cada diluicio do s0ro siio preparados dois
tubos; um, funcionando como tubo teste-
musha & o ouiro, de reagio. A primeira
diluicdo que apresemtar, na prova qualita-
tiva, hemdlise completa no tubo testemunha
e reagdo fortemente positiva, no tubo rea
¢do, permite concluir que se trata de um
sbro reagente; caso contririo, o sbro é do-
tado de forte atividade anticomplementar,
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Gldbulos de carnefro

Os glébulos de cameiro podem apresen.
tar maior ou menor resisténcia a4 aclo
hemolitica do complemento e da hemoli-
sina. Como os glébulos de carneiro par-
ticipam na reaglo como indicador da fixa.
cio do complemento no complexo antigeno
anticorpo, é necessirio estabelecerse um
contréle adequado déste componente da
reacgio,

A contaminacfio bacteriana fem papel
importante na conservacio dos glébulos
de carneiro e daf a importincia de se tra-
balhar nas melhores condicBes de assepsia
possivel desde a colheita dos gldbulos até
a sua utilizag#io final.

Colheita do sangue

Sangrar o carneiro na veia jugular, com
todos os cuidados de assepsia, colhendo o
sangue diretamente sdbre a soluglo citra-
tada (B.R.K.) na proporciio de 1/1.

Solucdic B.R.K,

Citrato de s6dio . ....... . 80 g
Cloreto de sodio ........ 42 g
Glicose anidea .......... 205 g
Solucdo 10% de acido citri-

oo S 8,0 mi
Agua destilada q.s. p. . ... 1 000,0 ml

Ajustar o pH a 6.1 com solugiio de
4eido citrico. Esterflizar em avtoclave a
110°C, por 15 minutos. Juntar entfio
0,002 g de estreptomicina para cada ml de
solucdo,

Tampio de barbitiirico (5 vézes isotnico)

Cloreto de s6dio ........ 83,80 ¢g
Bicabornato de sédio ... .. 252¢g
Dietilbarbiturato de sédio 30 g
Acido dietitbarbitirico ... 45 g
Agua destilada g.s.p. ... 2000,0 ml

Dissolver o 4cido dietilbarbitirico em
500 ml de dgua destilada quente e adicio-
nar 4 solucdo os outros componentes.  Es-
friar ¢ completar o volume.
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Para o preparo da soluglo tampio, to-
mar 200m] da f6rmula 3 vézes isotdnica
e completar 0 volume para 1000 ml com
dgua destilada.

Preparo da suspensdo de globulos
padronizada

1. Os giébulos de carneiro devem ser
conservados em geladeira e s& usados 48

horas apds a colheita em solugo B.R K.,
1/1.

2. Os globulos de carpeire, anfes de
serem utilizados, devem ser filtrados em
gaze.

3.  Os gidbulos filirados sfo diluidos em
solugio tampdo na proporgdo de 1/3. Os
tubos sdo centrifugados a 2000 r.p.m.,
durante 5 minutos.

4. Decanta-se o sobrenadante, procu-
rando-se retirar também os glébules bran.
cos que constituer a parte superior do
sedimento,

5. Adicionase nova guantidade de so-
lugio tampdo, ressuspendem-se os gldbulos
¢ os tubos sdo novamente centrifugados.
FEsta operac@o deve ser repetida mais duas
vézes,

6. Apbs a dltima lavagem dos glébu-
los, éstes sfo transferidos para tubos gra-
duados de 15 ml e centrifugados a 2 000
r.p.m., durante 15 minutos.

7. Lése o volume dos gldbulos sedi-
mentados nos tubos graduados de 15 ml
© retita-se cuidadosamente o liquido sobre-
nadante.

8. Com o sedimento, prepara-se uma
suspensfo de glébulos, a 2%, mulfiplican-
do-se por 49 o resultado da leitura do se-
dimento no tubo graduado.

Suponhamos que a leitura do sedimento
no tubo graduvade fol igual a 2,1 ml.  En-
t8o, 2,1 mix49 = 1029 ml de solugio
tampdo necessiria para se obier uma sus-
pensdo, a 2%, de globulos de carneiro.

9. Coloca-se exatamente 15 ml de sus-
pens@o de gldbulos, a 2%, em uwm tubo
graduado de 15 mi e centrifuga-se, durante

10 minutos, 2 2000 r.p.m. Se a suspen-
s80 de gldbulos estiver convenientemente
preparada, ela produziri um sedimento
igual a2 0,3 ml = 0,1 ml,

Nota: Quando o volume dos gldbulos
estd aquém ou além dos limites estabeleci-
dos, devese corrigiv a concentragio dos
mesmos. A férmula abaixo permite esta-
belecer a quantidade de tampfo gue deve
ser eliminada ou adicionada & suspensio de
gidbulos.

Exemplo 1

Volume da suspensdo de glébulos
a 2% == 100 ml]

Leitura obtida em tubo graduado
de 15 a1 = 027 m}

0,27 ml
x 100 ml = 90 mi
0.3 ml

Assim, da suspensfo de giébulos a 2%
preparada, devem ser retirados 10 mi de
liquido sobrenadante.

Exemplo 2

Volume da suspensfio de gldbulos
== 100 m]

Leitura obtida no tubo graduado
de 15 ml = 0,33 ml

0,33
x 100 = 110 ml

0,3

A suspensio de glébulos de carmeiro
preparada deve-se adicionar 10 ml de so-
Ingcho tampéo,

10. A suspensio de globulos de car-
neiro deve ser conservada em geladeira &
antes do seu uso o recipiente deve ser agi-
tado convenientemente, a fim de assegurar
uma suspensiio nniforme,

A suspensfio de glébulos de carneiro po-
de também ser padronizada colorimétrica-
mente da maneira seguinte:;

a) Apos a tdliima Javagem dos gidbulos
de carneiro em tubo graduado, ler o vo-
lnme do sedimento ¢ multiplicar por 49,
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O resultado traduz a quantidade de solucfio
tampfo a ser adicionada ao sedimento para
se ter uma suspensdo de glébulos a 2% .

b) Tomar 0,2 ml da suspensio de glé-
bules e adiciorar a 1,8 ml de 4dgua destila-
da, em um tubo (12x75), Medir a den-
sidade otica pelo fotdmetro (Evans) usan-
do filtro 530 (verde-amarelo), tendo como
blank 4gva destilada, ajustado a densidade
Stica zero.

¢) A densidade Gtica de uma suspensfo
a 2% de globulos de carneiro oscila entre
0,24 ¢ 0,27.

d) Se a densidade estiver fora désses
limites, acertar ¢ volume da suspensio apli-
cando a seguinte formula:

V. = Vo x Do

0,26
onde:
V. é o volume desejado,
Vo
Do

g) Quando Do é maior do que 0,27,
corrigir a suspenso, juntando solucdo tam-

#

é o volume preparado.

é a densidade 6tica média.

f) Quando Do é menor do que 0,24,
a suspenso estd muite diluida; entdo V.
¢ menor do que Vo. Néste caso, deve-se
retivar por centrifugacio da suspensio de
giobulos uma quantidade de solucic tam.-
pio igual (Vo — V.).

g) Depois de corrigida a suspensdo, de-
terminar novamente a densidade dtica co-
mo em b.  Uma véz verificada a corregiio,
& suspensdo deve ser conservada em gela-
deira até © seu wso dentro de 24 horas.

Titulagdo da hemolisina

Diluir a hemolisina a 1/100 como segue:

Hemolisina glicerinada . 2 mi
tampio . . . . . 94 mi
fenol a 5% em salina . 4 mi

Da solugdo estoque, preparar diluicio a
1/1 000 de hemolisina adicionando num
tubo de ensaio 4,5 ml de tampio, mais 0,5
ml da soluciio estoque. Agitar bem, colo-
car numa estante 10 tubos de ensaio
{12x 75, numerados de 1 a 10. Pipetar
0,5 ml da solugdo de hemolisina a 1/1 600
nos primeiros 5 tubos. A seguir, proceder

pdo num volume igual (V. - Vo). como no quadro I,
QUADRO I
Tubo Hemolisina Solugio
1/1 coo tampio Téenica Diluigie
ne mi mal

1 8,5 1 1: 1.0m
2 5 0,5 misturar ¢ desprezar 45 ml 11 2.000

3 0,5 1.0 misturar e transferir 0,53 ml
ao tube 6 - desprezar .5 mi 1: 3.000

4 .5 1,3 misturar e transferir 0.5 md
ac tubo 7 . desprezar 1 ml 1: 4,800

5 0,5 2.0 misturay € transferir (.5 ml
' ’ ao tubo § . desprezar 1,5 ml 1: 5.000

5 i} 0.5 misturar e transferir 5 mi
ao tubo 9 1: 6.000

7 0 6,5 misturar e transferir 0,5 ml
ao tube 10 1: 8,000
8 4] 0.5 misturar € desprezar 6,5 ml 1:10.060
9 Q 0,5 misturar & desprezar 0,5 ml 1:12.060
10 4] 0.5 misturar ¢ desprezar 6,5 ml 1:16.800
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Adicionar 0,3 ml de 1 diluicdo de com-
plemento a 1:30 a cada um dos tubos.

Adicionar 1,7 ml de tampfo a cada tubo
e 0,5 ml de glébulos de carneiro a 2%.

Agitar bem ¢ colocar a estante com 0s
tubos em banhomaria a 37°C por 60 mi-
nutos.

Leitura

O tubo contendo a diluicgo mais alta de
hemolisina que apresentar hemélise total
conterd uma unidade de hemolisina,

Do resuliado obtido, a hemwlisina 1:100
serd diluida de maneira a conter 5 unida-
des em 0,5 ml. Por exemplo: se a diluicio
mais alta de hemolisina que deu hemdlise
completa foi a diluicBo 1: 4 000, indica que
0,5 md contem wma unidade. Entdo 0,5
mi da dituigho 1:800 contém 3 unidades.

Assim, 10 ml da solugfio de hemolisina a
1:100 mais 70 mi de tampio seria a dilui-
¢Bo a ser empregada na reacfo,

Complemento

Esse componente da reacio é o mais ins-
tivel de todos ¢ o maior responsdvel pelos
problemas que ocorrem nas reacdes de fixa-
¢do de complemento, Atualmente, o co-
mércio especializado dispoe désse elemento
gue & conservado no estado liofilizado; no
enianto, antes do sew emprégo na reaco
propriamente dita, recomendamos a sua re-
tituiagHo,

Titulag@o do complemento

Adicionar 1 ml de complemento a 29 ml
de tampiéo.

Colecar numa estante 10 tubos (12 x75)
numerados de 1 a 10. Seguir o quadro II.

GQUADRO 11

Titulagdo do comdiemenic

(=3 o
Tubo Compiemento Antigeno Solugio ‘% X 2
5 Hemolisina | Glohulos de ]
no $:30 diluido tampio 3] b
& =
1 0,10 05 1.4 o5 05
2 013 0.5 L4 8 0.5 45 8
g E
3 0.20 85 13 g 03 053 g
=] ]
s 0,25 85 13 E 05 55 E
5 0,30 ] 1.2 | 8.5 05 I
o L
6 435 05 1,2 3 0.5 0.5 2
Pl‘q- o
7 840 0,5 Li o a5 85 =
i
8 0,45 03 Lt g 03 0.5 2
- o~
9 2,50 0.5 L0 - 0.5 85 ~
10 - - 25 - a5
Determinar a menor quantidade de com- complemento. Duas unidades cheias sfo

plemento que did hemdlise completa. Esta
serd a unidade exata do complemento. A
unidade cheia contém 0,05 ml a mais de

requeridas para o teste propriamente dito,
Estas podem ser determinadas como no
quadro LiL
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QUADRG I

Complemento Tnidade

1:30 Hemslise do

mi Complemento
4350 completa —_

(4,45 completa chela
0,40 | completa exata
(.35 parcial e

0,30 nic houve —

0,25 odoc houve o

Para se determinar a quantidade de com-
plemento que deve ser empregada de ma-
neira a conter duas unidodes cheias em

Reacio de Kolmer modificada

1 ml, de acérdo com o exemplo dado, pro-
cede-se da seguinte maneira:

0,4 mi compl. 1:30
0,45 ml compl. 1:30

1 unid, exata
1 unid. cheia

2 unid. chelas 0,90 mi compl. 1:30
30
e 7 1,33
0.9

Assim, 1 parte do complemento mais 32
partes de tampdo dard a diluigio 1:33.

No teste propriamente dito niio se reco-
menda empregar 2 unidades cheias de com-
plemento em dituicio inferior a 1:30 e nem
superior a 1:43,

Nota — A substituicio de duas unidades
cheias de complemento por duas unida-
des exatas aumenta a sensibilidade da
reaclio, porém, aumenta também a pos-
sibilidade de reagBes cruzadas, No entan-
to, achamos véalida principalmente para
os Servicos de Banco de Sangue.

QUADRO IV
Tubo Tubos de comnirdle
de
reagHo 2 ; Sistema Gidhulos
o soro Antigeno hemolitico aichulos
ml ml mi ml
Solugho tampio 0 0,25 0,1 8,35 1,85
Séro do paciente 61 0.1 0 9 0
Antigenc 0,25 3 0 0,25 Y 0
i
Encubar Temperatura ambiente -— 15 mimuitos
Complemento
{2 unidades cheias} 0.5 03 0.5 85 0
Eacubar Banho-maria 370C - 90 minutos
Hemolisina _ ] N .
(5 unidades) 8,25 i 4,23 0,25 2,25 3
Globulos carneiro a 2% 8,25 % 0,25 0,25 6,23 025
]
Exncubar Banho-maria 37°C - 30 minutes e leitura
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O sdro contrdle deve apresentar hemé-
lise completa dos glébulos de carneiro.

Os resuliados da reacdo propriamente
dita podero ser fornectdos pela quantidade
de complemento fixado:

Nenhuma hemélise = rcagente

23% de hemdlise — reagente

509% de hemdlise = reagenie

75% de hemdlise — reagente

95% de hemdlise — fracamente

reagente

100% de hemdlise =— ndo reagente
Observacdes

1. O twho de contrdle do sbro deverd
apresenitar hemolise total. O tubo con-
trole do antigeno deverd apresentar
hemélise total. O tubo contréle do
sistema hemolitico deverd apresentar
hemdlise total, O tube contrdle dos
gldbulos de carneiro nde deverd apre-
sentar qualguer hemdlise.

2. As reaghes positivas podem ser titula-
das pela diluicdo do sbro a 1/2 —
1/8 —1/16 — 1/32 etc. O resultade
serd fornecido: sbro reagente a 1/4
ou 1/32 efc.

RESUMO

Os autores apresentam uma reagio de
fixagio de complemento com 100% de
hemolise para o sistema Chagas, empregan-
do, como antigeno, o antigeno metilico pre~
parado segundo Baracchini et alii, 1966,

O principal objetivo dos autores déste
trabatho € possibilitar a qualguer laboraté-

ro de sorclogia trabalhar em doenca de
Chagas com uma téenica soroldgica sim-
ples ¢ segura,

A referida téenica € a que vem sendo
empregada nos laboratérios do Instituto
Adolfo Lutz, onde virios estudos compara-
fivos j4 foram realizadoes, tanto com outras
téenicas, como a de Freitas e Almeida,
1949, como com reagles de imunoflucres-
céncia,
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MANUTENCAO DE ESPOROS DE PENICILLIUM NOTATUM
POR LIOFILIZACAO (OBSERVACAO DURANTE 25 ANOS) ¥

MAINTENANCE OF SPORES OF PENICILLIUM NOTATUM BY LYOPHILIZATION
(OBSERVATION DURING 25 YEARS)

HassiB ASHCAR (2

SUMMARY

The author analyses the morphological and biochemical characteristics of
Penicillium nofatum obfained from lyophilized spores maintained in a comrmmon
refrigerator during 25 vears. All the characteristics were the same, before and

after lyophilization, inciuding the capacity of producing peniciilin.

Liyophilization

is recommended to preserve active inoculum for both production of penicillin
and maintenance of type species of Penicillium nofaium.

INTRODUCAO

Com o advento da penicilinoterapia, gra-
cas aos trabalhog iniciais de CHAIN ef aliif
e de ABRAHAM et alii’, surgiram numero-
sos problemas de ordem técnica para a
producfio de penicilina, em larga escala por
biossintese, destacando-se, entre éles, o da
manutencio de amostras de Penicillium com
elevada capacidade penicilindgena.

Como ocorre com numerosos fungos, as
culturas de Penicillivm notatum, apGs re-
piques fregiientes, em meios artificiais de
cultura, tendem facilmente a se degenerar,
& ponto de perder parcial ou totalmente a
capacidade de produzir penicilina. Era
evidente a necessidade de se procurar um
método seguro para a manutencfio de cul-
turas ativas,

No decurso de nossos estudos iniciais,
em 1941, sdbre a morfo-biologia do Peni-
cilliiun notation®, observamos que o desse-
camento natural da cultura, em temperatura
ambiente, nHo era Processo SCgUIO para a
manutengao déste fungo; o mesmo ocorreu
com esporos dessecados em estufa a 37°C%,

{1} Realizado

de Microbiologia e

Nessa ocasido, FOSTER, WoODRUFF &
McpaNIELY recomendavam, para a copser-
vaclo do P, notgtum, misturar espores de
cultura ativa com areia ou terra, em tubos,
antes da secagem em baixa temperatura.
Estes autores usavam esporos s8cos como
material de semeadura para a producio de
penicilina, por juigarem que, assim conser-
vados, éles mantinham indefinidamente a
capacidade de preduzir ésse antibidtico.

Tomando como base a secagem em baixa
temperatura, comegamos a usar, em 1945,
o processo da liofilizacBo para a manuten-
¢io de esporos de cultura de Penicillium
notatum?®.

No ano seguinte, THOM & RapPer? fize-
ram referéncia a trabalho de Wickertham
& Andreasen (1942) que haviam mantido,
por um ano, leveduras lofilizadas.

Posteriormente, RaPER & THOM® relata-
ram estudos de Raper & Alexander (1945)
que, utilizando culturas liofilizadas de Pe-
nicillia, observaram que elas conservavam

ne  Instifuto Adoifo Iaiz (Secclo de Micologin)
(% Do Ingiitute Adolfoe Latzx e do BDepartamento

Imunologia do  Instituio de

Ciéneias Blomédicas da Universidade de 8do Paulo.
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£{Observacio duranite 25

suas caracteristicas morfoldgicas e culturais
apés cinco anos, parecendo ser preservadas
também suas caracteristicas biogufmicas,
Verificaram, ainda, que as amostras pro.
dutoras de penicilina mantiveram esta ca.
pacidade inalterada por mais de dois anos.

Constitui o objetivo déste trabalho o
contréle periodico, com mtervalos longos
de tempo, dos caractercs morfoldgicos ¢ das
propricdades bioquimicas, inclusive a de
produzir penicilina, de culturas de P. no-
tatunt, obtidas a partir de esporos liofiliza.
dos, a fim de avaliar o método de Hofili-
zacHo para a manutencio déste fungo.

MATERIAL E METODOS

Penicillium nofatum

A cultura por nds utilizada foi eaviada,
em 1941, ao Instituto Adolo Lutz pelo
Dr. Charles Thom, do “United States De.
partment of Agriculture”, com a indicac@io
144-5767 do microrganismo de Fleming,

Método de liofilizacdo

Para a liofilizagfo, vsamos, em sbro
normal de cavalo, suspensdes de esporos
de cultura ativa de P, notarum. A téenica
adotada foi a seguinte: distribuimos esté-
rilmente, em tubos (12x12mm}, 0,5 ml de
soro normal de cavalo, A cada tubo trans-
ferimos uma alga de platina carregada de
esporos de cultura de sete dias de P. nora.
tum, desenvolvida em tubo inclinado de agar
Sabouraud glicosado. As suspensoes de
esporos foram imediatamente congeladas,
por refrigeracio a -40°C, obtida com mistu-
ra de neve carbbnica e dlcool etilico e, em
seguida, secadas a vacuo. Apds a secagem,
os tubos foram fechados a chama de bico
de Biinsen e mantidos emn refrigerador co.
mum & == 4°C,

Controle morfo-bioldgico

Feito em culturas de P. notatum obtidas
a partir de esporos liofilizados, consistiu na
observagdo dos seguintes caracteres e pro-
priedades:

1. Caracteres macroscopicos - Aspecto,
forma, tamanho, ¢or e produgdo de pigmen-
to de coldnia gigante, desenvoelvida em meio
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stlido de Czapek-Dox modificado?, apés
incubagio a 25°C durante sete dias.

2. Caracteres microscépicos — Micélio
vegetativo, apresentando hifas septadas com
ramificactes laterals e anastomoses (fusfio
de micélio). Com relacko ao aparelho re-
produtor, verificacdo da presenca de coni-
didforos, dando origem sucessivamente, no
sentido préximo-distal, a ramos, métulas e
esterigmas, de onde se originam o8 esporos
exdgenos (conidios),

3. Propriedades bioquimicas

a) Testes de capacidade de produzir
dcido, a partir de dextrose, sacarose, mal-
tose e glicerol, no meio semi-sdlido de Hiss.
Incubacfio a 25°C e leituras didrias do se
gundo ao sétimo dia,

b) Prova de capacidade de produzir
penicilina, no meio liguido de Czapek.Dox
maodificado, com altura de 2 cm em frasco
de Fernbach. O indculo consistiv em rica
suspensio de esporos de P, nofatum, obti-
da de cultivo de sete dias em tubo inclinado
de agar Sabouraud glicosado. Incubagiio
do frasco a 25°C. Pesquisa de producdo
de penicilina, na ocasifio em que o meio
atinge pH neutro, apds a forte acidificagio
que ocorre nos primeiros dias de cultivo.
Titulagem pelo método das diluicBes seria-
das em tubos, usando como germe de prova
a conhecida amostra padriic de Sraphyio-
coceus aureus 209 P.

RESULTADOS

(s exames de contrdle dos caracteres
macio e microscipicos e das propriedades
bioquimicas das culturas de P. nofatum,
obtidas a partir de esporos lofilizados, fo-
ram feitas em trés ocasides diferentes: na
primeira, 10 anos apés a Hofilizacdo dos es-
poros, tendo sido apresentados os resultados,
a convite do Prof. Dr, Carlos da Silva Lacaz,
na reunifio de 23 de maio de 1959 do Sim.
posio sdbre Micologia, da Sociedade de Bio-
logia de S&o Paulo; na segunda (1962}, 17
anos apds a lofilizag8o, relatamos os nossos
achados em reuniZo da Sociedade de Micro-
biologia, de Ribeirfo Préto, presidida pelo
Prof. Dr. José Oliveira de Almeida. Nessas
duas ocasides, os resultados obtidos, inclu-
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(Obeervagio durante 25

sive com relagdo A capacidade de produzir
penicilina, foram iguais aos que haviamos
observado antes da liofilizagdo 2 ¢ 3, Fi.
nalmente, os resultados obtidos 25 anos
apos a Jofilizagio, serfio descritos, a seguir.

Exame macroscdpicos  colbnia discoide
com 2 a 3 cm de didmetro. Na face supe.
rior, de aspecto penujento, distinguem-se
trés zonas concdatricas; a cenfral, de cbr
verde-escuro, abrangendo a maior parte da
coldnia, é saliente, pregueada, com sulcos
dispostos como raios de circunferéneia,
com filamentos aéreos longos e goticulas
amarelas que nio motham a coldnia; a zo-
na intermedidria, de c6r branco-esverdeada,
com filamentos aéreos curtos e, finalmente,
a zona periférica, com aspecto de franja,
formada por delicados filamentos, de 2 a
3 mm de comprimento, aderentes ao meio.
Face inferior da colbnia, com aspecto de
membrana, ondulada e de cfr branco-ama-
relada,

A colénia produz pigmento amarelo que
se¢ difunde no meio de culiura.

Exame microscdpico. Micélo vegetati-
vo constiuido por trama de hifas septadas
que emitem ramificacdes laterais, com fre-
qilentes anastomoses (fusfio de micélio).
A formagfo de esporos exdgenos {conidios)
se realiza através de aparelhos conidianos
com forma de pincel (“penicillus”}, consti.
tuidos por conididforos que se dividem em
ramos; &sses, por sua vez, em métulas sus.
tentando esterigmas que d&o origem aos$
ESPOLS,

Provgs bioguimicas: Provas da capaci-
dade de produzir 4cido, a partir de dex-
trose, sacarose, maltose e glicerol positivas,
em leituras do segundo ao gquarto dia de
incubacace. No quinto, viragem do indi-
cador para a alcalinidade nos tabos de dex-
{rose, sacarose e maltose, continuando aci-
dificado somente o glicerol.

Prova de capacidade de produzir peni-
cilina, pelo método das diluighes seriadas
em tubos: inibicAo total do crescimento
do Staphyvlococcus auwreus 209 P até a di-
luigio de 1:40, ¢ inibicBo parcial, até a
dilnicdo de 1:80.

DISCUSSAO

Comparando-se os resulfados, publicados
anteriormente®, dos exames macroscopico
¢ microscopico das culturas de Penicillium
notaium com os observados néste trabalho,
de culturas obtidas a partir de esporos Ho-
filizados h& 25 anos, verifica.se que :tles
sdo iguais. Nio houve variagfio dos carac-
teres da coldnia gigante, quanto ao cresci
mento, aspecto, forma, tamanho, cbr e pro-
dugio de pigmento, nem das estruturas
miicroscOpicas (micélio vegetativo e apare.
thos conidianos).

A anilise comparativa das atividades das
culturas désse fungo, antes ¢ apds a lofi-
lizacdo, sdbre a dextrose, sacarose, maltose
e glicerel mostra igualdade de resultados,
inclusive com relacfo as modificaces do
pH do meio.

Analisando-se o8 resultados das provas
de producdo de penicilina, pelo método das
diluicdes seriadas em tubos, verifica-se que
a cultura de P. notatum, apds a liofilizagio,
mantinha-s¢ ativa, com titulo de inibicdo
total de 1:40, superior ao de 1:20 obtido
com a cultura antes da liofilizacfo. Esia
desigualdade de titulos pode ser explicada
por diferenca de sensibilidade dos germes
de prova, considerando que, em nosso ftra-
batho anterior?, foi usada cepa diferente de
Staphylococcus aureus.

CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados, po-
demos concluir gue:

1. A lofitizacZo é método seguro de
manutencio de esporos de Peni.
cillium notfatum, conservando a
cepacidade de desenvolvimento
de culturas com todos os seus ca-
racteres morfobiolégicos.

2. A Hofilizacgo é método recomen-
ddvel para a manutenciio de ind-
culo ative para a producglo de
penicilina e para a conservaglo
da espécie tipo Penicilliuwm no-
tatum,
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por liofilizacBo ({(Observacio durante 25

RESUMO

Foram analisados os caracteres morfo-
bioldgicos das culturas de Penicillium no-
tatumm, obtidas a partir de esporos Hofili-
zados e mantidos durante 25 anos em refri-
gerador comum, Comparando.se &stas
chservagtes com as enconiradas anfes da
liofflizac8o, verificouse ignaldade de resul-
tados, inclusive com relagio & capacidade
de produzir penicilina. O autor consi»
dera a liofilizacdo método recomenddvel
para a comservagio de inOculo ativo para
a produco de penicilina e para a manuien.
¢o da espécie tipo de Penicillium notatum.
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CONSERVACAQ DO LEITE “IN NATURA” POR MEIOS FiSICOS, QUIMICOS E

BIOQUIMICOS. PEROGXIDO DE HIDROGENIO

COMO CONSERVADOR &

MILK “IN NATURA” PRESERVATION BY PHYSICAL, CHEMICAL AND BIOCHEMICAL

METHCODS. HYDROGEN PEROXIDE USED AS AN PRESERVATIVE

ALEXANDRE MELLO FirHo @
TLiz CeLso pe CAsTRO &)

SUMMARY

According to Brazilian Federal Regulation in this field, milk “in natura”
can only be preserved through physical methodos such as fiitration, refrigeration
and pasteurization. The usage of any other preservative — hicchemical and
chemical methods — is an evident fransgression o the Regulation, and its
lasting presence and easy detection, even in small quantities, makes the usage
of these substance for illegal means, an impossibility, Although it is accepted
the lasting presence of the hydrogen peroxide in decreasing doses in milk, it is
also nccepted that 5 hours affer it is added, is no method known io check its
presence in raw milk, This fact makes its usage desirable.

in 1966 end 1967 fthe authors pubiished two papers on bacterisl inhibifors
present in milk of S&c Paulo, Brazil, and the resulf of the researches they per-
formed denounced the presence of inhibitors, mest of them non identified, in
15-20% of the samples, i 1966, and in 9% of the samples, in 1967. The same
authors performed the present work in order (o emphasize the imporiance of
a method, even indirect one, good encugh to detect the presence of hydrogen
peroxide, beyond the period of 6 hours, as long as its inhibitors action is working
on bacterial flora. This method is based upon an association of well known
methods, and particularly the use of C.F.T. redufase test and agar-plate assay
of Bacillus subtilis AT.CC., 6633 and Sarcina luteq AT.C.C., 9341,

Experimenially, it was possible o check the presumptive presence of hydrogen
peroxide, through its inhibiter action, 24 hours or more afier it had been added
it to standard raw milk, This method was later used in examining samples
of milk grades B ¢ C consumed in Sic Paulo, Brazil,

INTRODUCAO

2

Sob o ponto de vista fisico-quimico, & o

seina, entre outros), dos corpos de origem

leite wma emulsco de gordura em solucio
aquosa, conitendo numerosas substincias na
forma coloidal ou dissolvidas,

Dos scus principais componentes, dissol-
vidos (aibuminas, lactose, sais minerais, ga-
ses, vitaminas) ou na forma coleidal (ca-

{1) Traballic realizado na DivisSo de Contréle de Qualidade e

Laticinios do Estado de S8o Paulo.

proteinbide com fungdo especifica {aghuti-
nases, imunoglobulinas, complemento, ant-
corpos, diastases), dos hormdnios, da dgua
que contém ¢ das substincias gordurosas de-
correm  suas propriedades fisico-quimicas,
dietéticas e bioldgicas & 2.3,

Pesqguisa da  Cooperativa  Central de

Apresentado, come Tema Tdvre, no 1 Congresse Bragidaro de Microbiologia, realizado no Conjunte
das Quimieas da Universidade de B&o Paulo, em 28 de agdsto de 1970, Cidsde Universitaria. Sio

Faulo, Braml,

(3 Da Diviso de Contrdle de Qualidade e Pesguisa da Cooperativa Central de Laticiniosz.

Da Clinica

Dermato-sifilogrifica do Ifospital Muynicipal de S8c Paulo, Do Pepariamenio de Dermatologia da

Santa Case de Misericordia de Séo Paulc.

(2} Da Divisic de Contréle de Qualidade ¢ Pesquisa da

Estado de S8o Paulo.

Cooperativa  Central de ILaticinios Qo
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Mas o leite de consumo, mesmo quando
obtido de animais sadios ¢ em rigorosas
condicbes técnicas, j4 contém ao ser orde-
nhado, um aprecidvel teor bacteriano, car-
reado dos canais galactbéforos, ao gqual se
acrescenta a flora de contaminacBo do
meio exterior. E a flora banal do leite que
atua apenas sobre a gualidade do produto,
a sua conservacio, o seu organoleptismo,
podendo haver a interferéncia dos patogé.
nicos, geralmente de origem bovina, com
mals graves conseqiiéneias para a saiide pb-
blica, %5.6.7.8,9,10, 11,

Nas regides de clima quents, hd neces-
sidade da estrita observincia das condicdes
gque impegam ou dificultem a proliferacio
daqueles microrganismos no leite, envol-
vendo o local da ordenha, a satde do gado
e do homem que o ordenha, a qualidade
dos recepientes coletores do leite, a rapi-
dez da remogio do produto do estabulo,
seu resfriamento, seu transporte para as ci-
dades,

Conforime enfatiza VILARES®, a coe-
xisténcia désses fatores implica em certo
padriio de riqueza e de civilizagio no meio
rural.

Os processos atualmente empregados
nos paises mais evoluidos, na conservagio
do leite “in natura”, baseiam-se exclusiva.
mente no emprégo de meios fisicos: filtra-
¢do ¢ clarificacio, refrigeragfio e aqueci-
mento.

O frio, pela inibiciio que produz no de-
senvolvimento da flora microbiana, com a
vantagem da ndo alteracfo do valor nutri-
tivo do leite, é incapaz de destruir os ger-
mes patogénicos, passando pois & catego.
ria de processo auxiliar, antecedendo e su-
cedendo a outra forma mais eficaz de be-
neficlamento, e principalmente utilizado no

transporte do leite do interior 4s cidades.

O emprégo do calor para o préagueci-
mento ¢ processe somente utilizado no
Brasil; antecede a pasteurizaclio e € rea-
lizado em aparelho com contréle automdtico
de temperatura, tempo ¢ volume do leite e
jamais poderd ser pretexto para a conser-
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vagdo, pela reducfio parcial da flora micro-
biana excessiva, de leites de m& qualidade.

O emprégo do calor na pastewrizacio do
leite vem sendo realizado pelo método ri-
pido gue emprega aparelhos em placas em
funcio da combinacgiio do tempo e da tem.
peratura no aquecimento do leite em ca-
madas laminares, obtendo-se total elimina-
¢fio dog germes patogénicos, e considerdvel
reducdo na flora global,

O efeito fundamental da pasteurizacio,
como téenica industrial, incluida no domi-
nio dos preceitos bromatoldgicos é, ndo 6
a profilaxia das contaminagbes humanas,
come também transmissio ao produto da
durabilidade necessaria & distribuicio e ao
CONSUmMo,

Mas, para despoluir o leite das suas im-
purezas mais grosseiras, antes do tratamen-
to caldrico, j& se impde, desde a fonte de
produgio, a filtragio do produto gue, nos
estAbulos € feitz com a utilizacio de telas
milimetradas mas, muitas vézes, negligen.
ciada ou feita através da utilizacio de pa-
nog rusticos, no transbdrdo do leite dos
baldes para os latdes e nos centros de re-
cepgio ¢ resfriamento para onde comnver-
gem aqueles leites, inicialmente pela pas-
sagem através de telas metilicas e, apds,
por filtracdo em apropriados filtros de fla-
nela ou, entdo clarificado por centrifuga-
¢do.

Mas ja nos entrepostos muitas vézes se
patenteiam, mesmo na operacio chamada
de telagem, os precarios cuidados com que
foi o leite obtido, pelo encontro dos mais
variados detritos — arfropodes, restos ve-
getals, pélos animais, naturalmente am grau
maior ou menor de acdrdo com a rona
produtora.

Outres melos fisicos empregados limita-
damente sfo utilizados pela radiacfo ioni-
zante, loz uitra-violeta, raios X, raios catd-
dicos, neutrons, raios gama e pelos ultra
som, pressdo ou eletricidade 9,

A radicatividade, o método do futuro,
esbarra ainda com uma série de problemas
de ordem técpica, na conservaciio do leite
“in natura”, ¢mbora j& esteja sendo ems
pregada no Canadd, E.U.A. ¢ Russia, na
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conservacio de alimentos; e nos EUA,
com a autorizacio do “Food and Drugs
Administration™, para a esterilizacio do
toucinho defumadoe, desinfestacfio do trigo
¢ inibicdo do brotamento das batatinhas,
pelo emprégo do Cobalto 6072,

~

Mas, para o destino A pasteurizacio, de-
ve o Ieite cru ser obrigatdriamente selecio-
nado desde 2 édrea de produciio, selecio
esta realizada pela inspegio higibnico-sa-
nitiria oficial, patenteando-se que certos
leites crus nfo tém condicho minima para
o envio ao beneficiamento, dada a sua po-
luigdo, acidez, composicio quimica em ge-
ral ¢ propricdades organolépticas anor-
mais.

Porém, ainda mais grave é o pro-
blema do adicionamento ao leite de con-
servadores antisséticos, o que implica na
dissimulacfo, com m4 8, da falta de cui-
dados higiénicos, na produgio.

Entio, por definicdo abreviada, segundo
0 nosso Regulamento Federal,® 4, e o “Co-
mité mixte d'éxperts de I'hygiene du lait”,
1957 19, Teite cru ¢ aquéle que foi submeti-
do em selecBo prévia, as operagdes comser-
vadoras de filtraclo e clarificaco, refrige-
racio, as quais ne Brasil se acrescenta a do
pré.aquecimento, sendo proibide, pois, o
emprégo de substincias gquimicas na con-
servagdo do leite, que nao deverd também
veicular qualguer elemento estranho a sua
composicio.

O processo combinado da conservagio,
pela filtracio e clarificagfio, resfriamento e
congelaciio parcial, préaquecimento e pes-
teurizagdc exige gastos de instalagio e ele-
vadeo custo de manutencio e operagio.

Hi longos anos a téenica industrial vem
estudando a possibilidade da obtencio do
meio conservante ideal, capaz, pelo seu
emprégo, de suprimir aquelas onerosas e
especializadas  operacbes. Entretanto, a
maioria dos conservadores quimicos e bio-
quimicos tém-se mostrado tdxica para o
consumidor, ou sensibilizante, de agdo con-
servante limitada, alterando o organolop-
tismo ¢ a composicio do leite ou interfe-
rindo na industrializagdo dos seus sub-pro-
dutos fermentados e, 0 que & absolutamen.

te grave, nfo destruindo as toxinas Dbacte-
rianas térmo-ldbeis e certos tipos de mi-
crorganismos patogénicos 9 20. 21, 22, 26, 28, 35

Os conservantes no leite se distribuem
em duas categorias principais: os que agem
como neuiralizantes ou como antisséticos.
Os neutralizantes atuam sdbre vm fato con-
sumade, a presenca do Acido ldtico deri-
vado da bio-atividade das bactérias sdbre a
lactose. NFo reduzem a flora microbiana,
mas apenas evitam a coagulaglo do leite
e, entre &stes, principalmente se colocam
o bicarbopato de sédio, o hidrézxido de
sédio ¢ o carbonato de cédlcio. Os con-
servantes antisséticos mostram relativo grau
de toxidez e modificam profundamente as
propriedades do leite ou podem ser pouco
alterantes e ndo {Oxicos. Entre os antisséti-
cos os mais conhecidos sfio o aldeido {01
mico ¢ o cloro.

O aldefdo férmico, na conceniragio de
1/1 000 ou 1/2 000, produz, durante as
primeiras 24 horas, um répido decréscimo
da flora bacteriana; apés, uma lenta mas
constante diminuicdo, até que, no fim de
5 dias, o leite cstard praticamente estéril,
agindo, pois, como uma verdadeira auto-
clave guimica; na proporcio de 1/20 000,
conserva o leite duas ou tr8s vézes mals
do que o mesmo sem tratamento algum,
mas, na cencentragae de 1/5 000 ou
1/10 GO0, ¢ o aldeido formico realmente um
bom conservante se ndo fora pela insolu-
bilizacio da casefna, o que val prejudicar
a digestibilidade do produtoe.

Quante ao dloro, t3o amplamente utili-
zado no sanecamento da Agua de consumo
das cidades, no leite o seu indice de apro-
veitamento mostrou ser muito baixo, dadas
as grandes alteracdes que produz no gdsto
e aroma do produto, mesmo em 50 e 100
p.p.ot., quando se sabe que em concen-
traches menores a sua aclo bacteriana no
leite é bem pequena¥ o 10,

Como conservantes antisséticos nfio téxi.
cos, temos os antibidticos e classicamente,
os compostos de amdnio quaterndrio ¢ o
perdxido de hidrogénio,

Os antibidticos, que sfo conservadores
bioguimicos, além de interferirem infensa.
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mente na industrializagio do leite, na pro-
duciio de derivados fermentados, e da sua
tnpcuidade para a maloria dos germes pa-
togénicos do produto, podem produzir fe
ndmenos de sensibilizagio em pessoas,
quando altamente sensibilizadas®,

Os compostos de amdnio quaternério
em concenfragio adequada, sfo atdxicos,
nfo irritantes, estiveis ao tratamento tér-
mico ¢ relativamente estiveis na presenca
de matéria orginica, tendo boa atividade
em qualquer pHL, nfo imprimindo ao leite
gdsto ou aroma indesejiveistt. 13,

Nos FEstados Unidos, o aparecimento
constante do amobnio quaterndric no leite
de consumo originou vultuosa literatura,
sendo considerado como resultante do tra-
tamento quimico, na higienizacfio em Ia-
ticinios!® 13,

No Brasil, em laticinios, o amdnio qua-
terpirio nfio & empregado como agente de
kigienizaclio de aparelhagens e utensilios,
sendo utilizado, entre outros, o cloro, liber.
tado de solugdio de hipociorito de sédio.

Finalmente, o perdxido de hidrogénio,
amplamente conhecido em nosso pais,
pela maioria dos produtores de leite, como
conservante efetivo do produto e sob o
nome de dgua oxigenada ou peridrol, foi
empregado desde os fins do século passado
por Budde, na Alemanha, no processo
conhecido come Budderizacio do leite,

A reduco microbiana obtida € de ordem
de 509 ou mais, com ligeiro acrescenta-
menio ao produto de um sabor metilico
ou makhtado ¢ com o desaparecimento es-
pontineo do conservante, decomposto pelas
diastdses, com liberagfio de oxigénio nas-
cente.

A inocuidade déste precesso se patenteou
nas observacBes realizadas na Itdlia na
nuirigio experimental de 37 lactentes com
feite ao qual foi acrescentada agua oxige.
nada obiida por meios cletroliticos 24 22,

Em 1948, na Checoslovaguia, e em
1950, na Franga, pesquisadores recomen.
daram o seu uso. Mas dignas de refe-
réncias sdo as experiéncias oficiais italia-
nas, em 1941, presididas pelo Professor
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Satta, Dirstor do Instituto de Higiene
da Universidade do Siena, que confirmaram
as observacdes realizadas em Roma, Mildo,
Génova, Turim, Népoles, Bolonha ¢ Flo-
renga € em ouiras cidades, ¢ gue culmi
naram com a autorizacfio do emprégo do
referido antissético, desde que observadas
algumas condicOes, tais como o uso de pe-
réxido de hidrogénio obtido por meio ele-
trolitico, de 130 volumes, ¢ aplicado no
leite na quantidade de 1 a 2/1 000 e sem-
pre 5 horas antes do envie ao consu-
midor®,

Conforme acentwa CECILIAS, o empré.
go do perdxide de hidrogénio s serd tole-
rodo em regibes extremamente subdesen.
valvidas e, mesmo assim, como elemento
conservador para o transporte do leite, da-
da a falta da refrigeracdo, ou em épocas
excepcionais, como durante as conflagra.
cbes mundiais,

De fato, o adicionamento do perdxido
de hidrogénio nfo oferece a garantia da
eliminag@o dos germes patogénicos, e re-
petidas investigacBes provaram que a sua
adigho ao leite produz perda de 10 a 20%
da vitamina A, 50% da B, ¢ a quase to-
talidade da vitamina C.

Embora o peréxido de hidrogénio con.
tinue presente no leite, em quantidades
menores ¢ decrescentes, apds cerca de 6
horas da sua colocagio, nfo hi meio cor-
rente conhecido para avaliar a sua presenca.
Constituindo tal fato um estimulo para a
transgressdo do que preceitna o Regula-
mento Federal, elaboramos 8&ste trabalho,
no intuito de fornecer um processo capaz
de determinar, embora indiretamente, a
presenca do peréxido de hidrogénio como
antissético, além daguelas 5 horas, ¢ en-
quanto durar o seu efeito inibidor micro-
biano,

METODOS

METODG DE DUPOY, MODIFICADO E
DA OXIDACAC DO IODETO

Sao os dois métodos classicos de pes-
gquisa do perdxido de hidrogénio. O de
Dupoy modificado foi empregado pelo uso
da soluglo alcodlica de gualacol a 1%,
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classicamente?.  Pela inferferéncia da pe-
roxidase existente no leite cru ou pasteu-
rizado, surgiu, ao adicionamento do guaia-
col, uma coloracio vermeiho-salmio. O
segundo método da oxidagio do iodeto foi
realizado segundo as recomendagdes d
PIEN, DESIRENT & LAFONTAINE?Y,
pelo acrescentamento do amido surgiu no
leite wma nitida coloragio azulado-viole.a,
quando da presenga do peréxido de hidro-
génio,

CONTAGEM GLOBAL MICROBIANA EM
PLACAS E PELO METODO DE BREED

As contagens foram realizadas segundo
técnica preceituada pelo “Standard Me-
thods™ 2, A contagem global em placas,
contendo gelose-padrio, foi feita apds 48
horas de imcubacfio a 32°C. A contagem
microbiana direta, pelo métode de Breed,
foi realizada quase que imediatamente com
a utilizacBo da coloracfo da lAmina con-
tendo ¢ leite, pelo azul de metileno.

ACITDIMETRIA, POTENCIOMETRIA, RE-
DUTASE PELO AZUL DE METILENO &
CONTAGEM DE COLIFORMES

A dosagem da acidez do leite fol rea-
lizada pelo processo de Dornic, a poteacio-
metria através do emprigo do potencidme-
tro. A redutase do azul de metileno e
a contagem de coliformes, utilizando pla-
cas contendo “violet-red-bile-agar”, foram
realizadas segundo processos indicados pelo
“Stardard Methods™ e pelo livro da MILK
INDUSTRY FOUNDATION?® — “Labo-
ratory manual of analysis of milk and its
products”,

PESQUISA DE INIBIDORES EM GERAL

COM O EMPREGO DAS PROVAS DO

C.T.T., GOAGULACAQO DO LEITE E DA
PLACA AGAR-GERME DE PROVA

O emprégo do C.T.T. que, em dltima
andlise, é também wma prova de redutase,
foi feito de ac6rdo com método por nds
ja descrito™, apés o aquecimento das amos-
tras de leite a 80°C, 5 iminutos, para a
inativacdo dos inibidores naturais do leite,

semeadura de germes fermentadores da
lactose — 8, thermophilus ¢ L. bulgaricus,
¢ incubacio a 37°C, 2 horas e meia, apss
adicionamento do C.T.T. Com a multi-
plicagfio dos germes, surgio no leite uma
cdr vermelha, a do C.T.T., reduzido. Na
presenca de inibidor do crescimento bacte-
riano, nfo se den a multiplicacfio micro-
biana, ¢ o C.T.T. permaneceu inalterado,
nz sua leucoforma. A prova da coagu-
lacio do leite foi realizada pelo mesmo
principio, mas sem o acrescentamento do
C.T.T.

Na auséncia de inibidores, o leite sob
agBo bacteriana se acidificou e coagulou;
em casd conifrario, permanecen liquido.
Tal acidez foi testada pelo processo de
Dornic e pela potenciometria. O método
da placa agar-germ¢ de prova, contendo,
pois, esporos de B. subtilis A T.C.C.
6.633 ou 8. lutea A.T.C.C. 9.431, pela
colocagio nessas placas das amosiras dos
leites problemas, embebidas em discos de
papel de filtro, fez surgir halos de inibicio
do cruscimento dagueles germes de prova,
quando da incubacio. Este Gltimo pro-
cesgo entretanto funciopa muite bem para
a presenca de antibidticos e sulfamidicos,
pio acusando a presenga do perdxido de
hidrogénio ¢ de alguns outros inibidores
quimicos®® 22,

PESQUISA DA PENICILINA PELO EMPRE-
GO DA PENICILINASE

O processo obedeceu, em linhas gerais,
ac anteriormente citado. Enfretanto, uma
vez obtida a presenca do halo de inibigéo,
adicionamos 4 amostra de leite cm causa a
enzima penicilino-inativante especifica — a
penicilinase. O leite assim tratado nfio
mais evidencion a presenga de inibidor bio-
quimico — a penicilina, comprovando espe-
cificamente a presenca qualitativa e quan-
titativa do antibidtico 20 .

PESQUISA DA FOSFATASE PELO METO-
DO RAPIDO DE SHARER

Foi realizada de acbrdo com O processo
proposto por SCHARER # .,

&9
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METODO PARA A OBTENCAO DA
CATALASE

A catalase foi obtida pela sua extracfo
do figado fresco de bovinos, triturado, sus-
penso em #dgua destilada, tratado pelo clo-
roférmio e 4lcool etilico; a pasta resultante,
filtrada, ressuspensa, centrifugada, decanta.
da, novamente suspensa em &dgua destilada,
refrigerada, 12 a 14 horas em repouso.
Apés ésse perfodo, a catalase surgiu cris-
talizada, na forma de agulhas, em suspen-
sBo, A atividade da catalase assim ob.
tida foi a seguir testada com a Katalase
15674 EDKA BOEHRYNGER, origindria
da Repiblica Federal Alem3d®, na forma
de suspensfo cristalina — 100 mg/5 mlL

PROVAS SURBSIDIARIAS

As amostras do leite cru ou pasteurizado
gue demoenstraram, pela prova da pesquisa
de inibidores em geral, presenga daquelas
substincias, foram sistemiticamente cxami-
nadas pelo processo de Bratton-Marshall
modificado® e de Miller-Elliker®”, para ex-
cluir respectivamente a presenga de com-
postos sulfamidicos e de amdnio quater-
nério. A possivel presenga dos demais
conservantes de naturcza qufmica, pringi-
palmente o formaldeico, foi testada pelos
processos preconizados pelos livros “Me-
todos Analiticos de Laboratério Lactologt-
co vy Microbiologla de las Industrias Lic-
teas?? e “Métodos de analises Dbromatold-
gicas'” do Instituto Adolfo Lutz.

RESULTAOS

Tendo ficado estabelecidos os métodos
de exame, dividimos as pesquisas a serem
realizadas em trés ctapas distintas:

1. Pesquisa do comportamento enzi-
matico ¢ da flora bacteriana do leite cru
padriio, deixado durante 30 min, em tem-
peratura ambiente, a seguir, examinado e
apds re-examinado, 5, 10 e 24 horas apds
ter ficado em ambiente, ¢ sob refrigeragio
a3 a 8°C.

2. Determinacfio em temperatura am-
biente ¢ sob refrigeracfio, pelos métodos
clissicos de e¢xame, da mais longa perma-

(*} Genifimente cedida pele Prof. Kiaus Zinner do
Departamento de Bloguimica e Farmacia da U, 8. P,

20

néncia determindvel do perdxido de hidro-
génio acrescentado ao leite padrio (1/ 1000
mi), em estado de cru, fervido e pasten-
rizado.

3. Emprégo do conjunto de métodos
ja relacionados e dos cldssicos, nos exames
de amostras do leite tipo “C” e “B” de
consumo da Capital pasteurizado ou em
estado de cru.

1. PESQUISA DO COMPORTAMENTO
ENZIMATICO E DO DA FLORA BAC-
TERIANA NO LEITE CRU, PADRAO,
ACRESCENTADO OU NAO DO PERG-
ZIDOQ DE HIDROGEGIO E DA CA-

TALASE.

A duas aomstras do mesmo leite, acres.
centamos perdxide de hidrogénio (30%,
120 vol, U.S.A., Baker), na razio de
1/1 000 ml; porém, em wma delas, 5 mi
nutos apds esta operagio, adicionamos A
Catalase 2 gbtas/10 ml de leite. A se
guir, realizamos em ambas as amostras as
pesquisas relacionadas acima, nos mesmos
ritmos hordrios §A citados (2, 5, 10 ¢ 24
bhoras), em temperatura ambiente e sob
refrigeracio.

Visamoes também avaliar a capacidade
do conjunto dos métodos ji citados, na
determinagio da presenca daquele inibidor,
por nds experimentalmente adicionado ao
Ieite, além das 5 primeiras horas da sua
coloragio, f{azendo, portanto, confronto
com os resultados obtidos pelos métodos
clissicos correntes, empregados qualitativa.
mente para os mesmos fins — o do gnaia
col e o da oxidag8o do iodeto.

A base para estabelecimento de paralelos
foi fondamentalmente a comparagfio dos
resultados obtidos com o leite cru, padrio,
deixado 30 min, 5, 10 e 24 horas 4 tem-
peratura ambiente e refrigerado, com as
informaches colhidas no exame do mesmo
leite, em idénticas circunstincias, mas com
a adicdo de perdxido de hidrogénio e com
o peréxido de hidrogénio e a catalase, con-
forma resuitados relacionados no quadro L

Conforme os resuitados relacionados nés-
te quadro, o leite padriio apresenton con-
tagem global, em placas, de 25 000 000
colénias por mililitro e um valor bacte-
rimétrico muito semelhante, 27 000 000,
pela microscopia direta de Breed, A
densidade coliférmica em placas foi a de
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300 000 coldnias por mililitro, o tempo
da redutase do azul de metileno — 50 mi
nutos, a acidez — 18°D, correspondente
a0 pH 6,38, potenciométricamente medido.
A prova do C.T.7T., pelo aparccimento de
coloragfio roseo-avermelhada, negatividade
da presenga de inibidores, coagulagio do
leite mais “ipoculum” de prova ¢ aucéncia
de inibicho em placas com agar-germs ex.
clufram a presenca ativa de quaisquer ini-
bidores do crescimento bacteriano (Fig. 1).

geral
Inibicio
Piacas

coagulado
liguido
coaculado

de inihidores em
Coagulagio

Pezguisa
LT,

As provas que empregam o guaiacol em :
sclucdio ou iodeto de potdssio, cbviamente
ndo demonstraram presenca do  perd- | ‘
xido de hidrogénio. Em face dos resul :
tados obtidos para o leite cru padrio, con-
sideramos o mesmo isento de conservadores
antisséticos, desenvolvendo-se a sna flora
bacteriana global nas condicbes habituais.

.y
Indeto
}

Pelo exposto no quadro [, que apresents
também os resultados obtidos para o leite
cru, adicionado recentemente do perdxido
de hidrogénio --- 30 minutos antes da pro-
va - verificamos néstes resuitados as
mesmas acentuadas alteractes, perfeitamen-
te notadas em comparacio com os resul-
tados obtidos para o mesmo leite, padrio,
Realcamos a reducdo considerdvel da flora
glebal computada pela contagem em pla-
cas, ¢ a sua relativa pio modificacio
quando avaliada pelo método de Breed,
gque consignou tddas as bactérias - as
recentemente desvitalizadas ¢ as em ati.
vidade.

De fato, enguanto o método da semea-
dura =m placas acusou a flora viva exis-
tente ¢ 4 reduzida, o método de Breed
computou todas as bactérias, desde que re-
centemente desvitalizadas, nao levando em
conta siquer o seu estado disgendtico. A
contagem giobal em placas foi a de
i1 000 000 colonias/ml ¢ a referida pelo
método de Breed, 22 000 000 colonias/ml,
dado &ste muito préximo ao abtido para
o leite padrio. Houve, em decorréacia da
diminuicfio da densidade da tlora bacteriana
em geral e da coliférmica, consideravel
aumenic do tempo de redutase do azul de
metileno que, de 50 minutos para o leite
padrio, foi a 3 horas ¢ 15 minulos para o
acrescentado com o perdxido de hidrogé-
pio. A prova do C.T.T. mosirou, pelo
surgimento de uma cbr részo-clara, positi-

Posquisa de H O

Guatacol
i

Acidez
oD
18
8
18

raetria
minutos
58
315
110 -

Redutasi

GUADRO I
Leite eru cmaminedo opés 30 minutos
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col./mi
13 000
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360 000

Colimetria
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Méiodo Breed
27 800 00
22 000 600

bactérias/mi
23 000 000

Bacterimetria

Placas
25 080 000
20 000 000

Negativo
+ Tosiitvo

Leite
e,
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Padrio
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Fig. 1 — Leite cru, padrio.

Tubos A e B — cores brancas — provas de guaiacol
e iodeto, negativas. Tubo C — c¢o6r vermelha —
prova do C.T.T. negativa.

vidade para a presenga do perdxido, o
mesmo acontecendo com as demais provas,
para tais fins (fig. 2). Apenas a prova
que emprcga a placa-agar-germe silenciou,
ndo demonstrando inibi¢do das suas bacté-
rias, ao contrario do que acontece quando
na presenca de antibidticos ou sulfamidicos.

Nesse mesmo quadro I podemos apreciar
que o leite cru acrescentado de peréxido
de hidrogénio e, apds, de catalase, mostrou
comportamento intermediirio, demonstran-
do com isso a ag@o apenas inicial do pe-
roxido de hidrogénio, logo desdobrado em
oxigénio molecular e 4gua e inativado
como antissético, pela agdo enzimatica da
catalase. A sua flora bacteriana de indice
intermediario entre a do leite padrao e a do
leite adicionado somente ao perdxido de hi-
drogénio; a sua redutasimetria feita no tem.
po de 110 minutos, em contraposicdo aos
50 minutos, e 315 minutos (5 horas e 15
minutos) dos demais, 'monstraram o efeito
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Fig. 2 —

Leite cru, mais o perdxido de hidrogénio,
recentemente colocado,

Tubos A. B e C — cbres réseo-salméo, roxo-violeta e
réseo-clara — provas do guaiacol, iodeto e C.T.T,,
positivas.

nitido daquela acdo bactericida inicial. As
provas da pesquisa de substdncias inibido-
ras nao acusaram o peroxido de hidrogénio
ja desdobrado, o mesmo acontecendo com
o método que utilisa o guaiacol e o iodeto.
E como ésse leite, nas provas subseqiien-
tes, apés 5, 10 e 24 horas passadas, pros-
seguiu mostrando auséncia do conservador
e tendo um comportamento parecido com
o do leito padrdo, com a diferenga somente
devida a parcela de florz inicialmente re-
duzida, ndo mais computamos os seus resul-
tados, pois 0 mesmo passou a funcionar
como um leite, também padrio, mas com
flora microbiana menor.

Cinco horas passadas do exame dos
leites-testes, as amostras dos mesmos, con-
servadas refrigeradas, e em ambiente, fo-
ram re-examinadas, para estudo do seu
comportamento.

Os dados obtidos estdo demonstrados
comparativamente nos quadros II e III:
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Mesmo nfo entrando em detalhes, po-
demos ver entretanto que a flora do leite
padrdio, quer em ambiente ou frigorificada,
aumentou considerivelmente, o mesmo
acontecendo com o seu grau de acidez que,
de 18°D, passou respectivamentc a 20 ¢
28°D, enquanto que, no leite quimicamente
conservado, mostrou o de 18 a 21°D, ¢
flora consideravelmente mais baixa. A
presencga ativa do peroxido foi demonstrada
pelo emprégo do guaiacol, iodeto, C.T.T.
e coagulacdo de prova. Nogdo ja conhe-
cida, mas digna de nota, foi a somacdo do
efeito conservador dos dois conservantes,
isto €, acdo do perdxido aliada a frigori-
ficacdo. E note-se que a frigorificagdo é
norma rotineira, de exigéncia regulamentar,
no transporte e estocagem do leite.

Dez horas passadas, foram mantidas as
diferengas para o leite padrdo conservado
em ambiente e refrigerado, e acentuadas,

Fig. 3 — Leite cru, mais o peréxido de hidrogénio
colocado ha cérca de 10 horas,

Tubos A € B — cdres brancas — provas de guaiacol
e iodeto, negativas, Tubo C — cbr rdseo-clara —
prova do CT.T., positiva.
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na sua réplica, com o perdxido de hidro-
génio (quadros IV e V, pag. seguinte) .

Os dados obtidos mantém as mesmas
diferencas, com uma excecfio, excegdo esta
que é a base déste trabalho. Enquanto
0s processos classicos nao mais acusam a
presenca do peréxido de hidrogénio, os
métodos da presenca de substdncias inibi-
doras indicam nitidamente a sua presenca,
pelo C.T.T. — positiva, roseo-claro —
e a incoagulabilidade do leite mais o ino-

culwmn dos germes fermentadores da lacto-
se. (Fig. 3).

Quanto aos demais valores, deixaremos
de tecer comentarios a respeito, pois po-
derdo ser avaliados, inclusive por compa-
racdo, entre os diversos quadros apresen-
tados e, dai, retiradas as miltiplas impli-
cacoes.

Apos 24 horas do inicio das pesquisas
o leite padrdo conservado em ambiente
sofren coagulacdo e ficou pcrianto sem
condi¢des de exame, sendo apenas consig-
nada a sua acidez (55°D). Tal fato pode
ser observado no quadro VI. Os valores
obtidos para o mesmo leite frigorificado
al também estdo.

Entretanto conforme dados do quadro
VII, o leite que foi adicionado com o pe-
roxido de hidrogénio, 24 horas passadas,
mesmo deixado em temperatura ambiente,
ainda tem condicdes de exame e qualidade
muito melhor do que a apresentada pelo
leite padrido, mesmo quando conservado gob
refrigeracédo, a 8°C.

Note-se, e isto ¢ fundamental, que en-
quanto prossegue o siléncio conivente das
provas cldssicas, na rotina da pesquisa do
peréxido de hidrogénio, as provas do C.T.T.
e cnagulacio acusam ainda a presenga,
decrescente mas ativa, daquele conservador.
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Fig. 4 — Placa com gelose. padfﬁq, _semeada com Fig. 5 — Placa com gelose, padrao, semeada com
leite padrio, isento de inibidor (diluigdo 1/1000 000) leite cru ao qual se acrescentou peroxido de hidro-
génio a 1/1 000 (diluicdo 1/1 000 000).

Fig. 6 — Leite cru  padrio. Fig. 7 — Leite cru ao qual se adicionou peréxido de
Tubo A — cor_vermelha — C.T.T. negativa para a hidrogénio.
I presenca de inibidores. Tubo B — cor branca — Tubo A — cor réseo-clara — C.T.T, positiva para
I\ Azul de metileno ja reduzido pela flora bacteriana. a presenca de inibidores. Tubo B — cor azul —
Relacionar com a fig. 4. indicativa de azul de metileno, ndo reduzido.

Relacionar com a fig. 5.
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Passemos agora as duas demais etapas
da trilogia proposta no inicio do trabaiho.

2. PESQUISA DA MAIS LONGA PERMA-
NENCIA DETERMINAVEL DO PERO-
XIiDO DE HIDROGENIO (1/1 900mi),
QUANDO ADICIONADO AO LEITE PA-
DRAC — CRU, FERVIDO, PASTEURI-
ZADO COM OS RECURSOS DOS ME-

TODOS CLASSICOS,

No leite cru, guer em ambienie como
sob frigorificacfio, apds cérea de 5 a 6
horas, & auséncia analitica do perdxido,
sub-detectdvel, foi a norma. Enfretanto,
para o leite pasteurizado, mesmo conser-
vado em meio ambiente, o tempo de posi-
tividade das provas cldssicas fol bem mais
amplo — 16 horas.

Na amostra do mesmo leite frigorificado
a 89C, 240 horas ou mais, o perdxido de
hidrogénio continuou presents; ao fim de
10 dias, suspendemos as pesquisas a éle
relativas. Com © mesmo leite, porém fer-
vido, no qual a presenca de perdxide foi
constatada pelo método do guaiacoel, auxilia-
do pelo processo de TAPERNOUX #2, on
pelo da oxidagBo do iodeto, as resposias fo-
ram semelhantes, com permanéncia muito
longa do perdxido de hidrogénio, nfio des.
dobrado, pela destruicfio térmica havida,
das diastases do leite.

3. EXAME DO LEITE TirQ “B” R
“C”, DE CONSUMO NA CAPITAL PE-
LOS METODOS CLASSICOS E PELOS

ATUALMENTE PROPOSTOS.

De posse dos dados j4 analisados, pas-
samos a0 exame didrio de amostras de
leite cru destinado 2 producfio do leite tipo
“C”, chegadas a Sfo Paulo nas condigdes
correntes, isto €, refrigeradas, e amostras
de leite tipo “C” adquiridas no Comércio
e obtidas simultdneamente em pontos diver.
sos, em dias diferentes e de t6das as prin.
cipals marcas comerciais existentes & venda,
principaimente Leco, Paulista, Pogos de
Caldas, Unifio e Vigor, Também foram
adquiridas, nas mesmas condicdes, amos-
tras do leite tipo “B”: Itahyvé, Leco, Paulis-
ta, Unifio e Vigor.

Foram examinados cérca de 100 amos-
tras de cada grupo, num total de 300
amostras.
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Conforme nogfio conhecida, pela sua nio
utilidade no caso, deixamos de realizar, pa-
ra os leites pastenrizados, a bacterimetria
pelo método de Breed e a redutasimetria,

Pelos métodos cldssicos, o peréxido de
hidrogénio ndo foi evidenciado, estando
ausentes os sulfamidicos, aldeldo férmico,
compostos de aménio guaternario ¢ outros
conservadores.

Nio obstante, a pesquisa da presenca de
mibidores pelo C.T.T. e coagulagio de
prova revelou, no leite tipo “C” e no seu
homénimo em estado de eru, a presenca
ativa de inibidor do crescimento bacteriano,
na percentagem de 8% das amostras ¢xa-
minadas. O processo das placas com
agar-germe manteve-se silencioso, ndo acu.
sando a presenca de inibidores nestas
amostras.

No leite tipo “B”, os inibidores foram
apontados em 11% das amostras, tendo o
processo da placa-germe evidenciado, em
uma delas, a presenca da penicilina, na po-
téncia de 0,03 U/ml.  Insistimos em assi-
naiar que o perdxido de hidrogénio nfio foi
identificado em nenhuma das amostras, com
03 recursos da técnica cldssica.

DISCUSSOES E CONCLUSOES

Hmbora affrmem os autores que o pe-
roxido de hidrogénio, quando colocado no
leite cru, continua a agir, mesmo 10 a 20
ou mais horas apds o seu adicionamento,
ndo hd meios conhecidos, pelo menos cor-
rentes, para determinar tal feito.

O mesmo nio acontece com o aldeido
formico, aménio guaterndrio, sulfamidicos,
antibidticos e demais conservantes antissé.
ticos, que continuam a ser determindvels,
quantitativa ¢ qualitativamente, dezenas de
horas ou dias apds a sua colocagHo.

O aldefco férmico € evidenciado facil-
mente até em 10 p.p.m., 0 amdbnio qua.
terndrio, ou seus compostos, até S p.p.m.,
os sulfamidicos, em 0,005%, a penicilina,
tetraciclina e cloranfenicol, a estreptomici-
na, respectivamente em 0,005 U/mli, 0.5
Mg/.ﬂﬁ e 5 U/ﬂﬁzﬁ’ el
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Bm contraposicio, a restricfio horéria se
faz apenas para © peréxido de hidrgénio
gue, apds 6 horas, nfio pode mais ser de.
tactado no leite cru, guande pesquisado pe-
fos métodos cldssicos,

Dada a sua acentuada acfo antissética,
com reduciio de mais de 50 a 80% da
flora microbiana, o seu baixo custo mesmo
a 130 volumes, a pequena alteracfio do
sabor do leite e principaimente a perda ré-
pida da capacidade da determinagio da sua
presenca, éstes fatos constituem inegavel-
mente um considerivel estimulo ao seu
emprégo.

Na verdade, no interior, o leite cru des-
tinado A constituigdo do tipo “C” tem pra-
zo de 24 horas para ser conduzido do local
da ordenha e do entreposto de refrigerag@o
3 cidade, para a pasteurizacfo. Pasteuri-
zado, recebe mais 24 horas dec prazo para
a soa distribuigio ao consumo, num fotal
de 48 horas desde a ordenha 58

Mas, excetvando ¢ perfodo ipicial, nos
locais de produgio, onde geralmente o leite
fica sob a refrigeracio apenas da dgua cor-
rente, a norma, no enireposto do interlor,
na usina de pasteurizagfio e na distribuicao,
& 2 da rigorosa frigorificacio do produto,
em temperatura nio superior a 5°C.

Entio o calcanhar de Aquiles da produ-
¢do leiteira, mesmo quando bem conduzida,
reside juntamente naquele perfodo inicial,
quando apds a ordenha € o leite transpor-
tado em latbes, que aguardam & beira das
gstradas ¢ rodovias, sob a protegdo precd-
ria de abrigos risticos, sob o impacto da
temperatura ambiente, o momento de serem
recolhidos ¢ enviados ao entreposto.

Essa geralmente ¢ a norma para os pe-
quenos produtores de leite, devido & sua
menor capacidade financeira, ¢ que, embo-
ra nfo contribuam com o malor volume
de leite per capita, s constituem na grande
e absoluta maioria numérica,

E ao leite ordenhado principalmente pe-
la madrugada, na chamada primeira orde.
nha, é facultado o prazo de até as 12 horas
para dar entrada no entreposto de refri-

geragdio, fornecendo portanto, & minoria

infratora, mais de 6 horas habeis para o

da triagem higienico-sanitiria realizada pela
inspecho técnica, oficial.

Para o leite pasteurizado, o emprégo
désse conservante & desnecessdrio ¢ impra-
ticivel. Desnecessdrio, dada a gualidade
do tratamento térmico, ¢ a acio cabal da
frigorificacio. Impraticdvel porgue a re-
dugiio caldrica da flora bacteriana ¢ das
enzimas do leite permite uma longa per-
manéncia do peréxido de hidrogénio o que
o torna facilmente determindvel, mesmo pe-
los recursos cldssicos,

Levando em consideragfio tais fatos ¢ os
resultados das pesquisas que fizemos em
1966 ¢ 1967 — Presenca de inibidores bac-
terianos no leite de consumo da Capital —
com o encontro de 15 a 20% e de 9% de
amostras do leite com inibidores, a maloria
nfo identificada, a nossa atencio se voltou
naturalmente para a possibilidade de ser
o perdxido de hidrogénio essa presenca
incognita 1% 20,

Os resultados obtidos experimentalmentsa
com a colocaciio do conservador no leite
cru e a sua pesquisa determindvel, mesmo
24 horas apds, j4 em pleno siléacio dos
imétodos  classicos, veio reforcar a nossa
presungio.

E ressalta-se que, dos métodos classicos,
segundo os autdres, os mais sensiveis sfo
0s que empregam as reagdes diastdsicas 27 32
baseadas no fato de que a peroxidase no
leite decompbe o perdxido de hidrogénio,
libertando oxigénio atdmico, nascente, ca-
paz de sc {ixar sdbre substincias oxiddveis
e, em piitas,. produzir a formagéo de subs-
tincias coloridas 12 4 3,

Entre essas substiincias oxidéveis, em ge-
ral, se encontram os polifenocis, como o
guaiacol, certas aminas, como o p-fenileno-
-diamina, certos leuco-corantes, como a
leuco-fenclftaleina e um ndmero miscelénico
de materiais, incluindo o 4cido ascdrbico, o
triptofane, o 4cido vanddico, os nitritos ¢
os iodetos 2780, 86,

Entretanto, a reacfo rotinciramente em-
pregada deriva do tradicional processo de
Dupuy ¥ 18 30 ¢ pe em evidéncia a oxi-
dacdo do guaiacol que, em presenca do
sistema perdxido-peroxidase, se transforma
em guaiacoguinona, comunicando ao leite

emprégo do perdxido de hidrogépio, anfes®>#®um nitida coloragio vermelho-salmgo,
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Mas, se o leite foi fervido, houve destrui.
¢fo da peroxidase e o processo falha. Nes-
se caso, podemos langar mio do 'meio pra-
tico de TAPERNOUX?®? repondo no leite
a peroxidase pelo acrescentamento da sa-
liva ou utilizar um método puramente
quimico, como o da oxidagdo de potissio,
ou do vanadato de amboio ou Acido vana.
dico, 1. % %,

Mas quaisquer gue sejam 8sscs métodos,
na pratica esbarram com a restrigio Hmi.
tante daguele periodo méaximo de 6 horas
nas suas capacidades de determinacfo iden-
tificadora.

E quais seriam as conseqiiéncias do ém-
prégo do perdxido de hidrogénio no leite,
como conservador?

Do ponto de vista de Inspecdo Sanitiria,
pelo falscamento induzido pela sua presen.
¢a incopnmita, através da bacteriostase, na
justeza da apreciacfio dos exames bacte.
riolégicos e fisico-quimicos de rotina, sb
permitindo avaliar a qualidade atual do pro-
duto examinado, levando a considerar um
leite altamente poluido como de bda qua.
lidade, retira daqueles exames a sua cleva.

da capacidade julgadora.

Tal prdtica, se disseminada, poderd, pela
concorréneia desleal, até o moments nio
passivel de coibic@o, criar o desestimulo da
produgfio higiénica do leite,

Na verdade o Regulamento Federal Bra.
sileiro %%, no seu artigo 540, estipula para
o leite cru a prova da redutase, anunciando,
no artigo 537, que $6 pode ser beneficiado
leite considerade normal, proibindo o bene-
ficlamento do leite que revele, na prova da
redutase, contaminagdo excessiva, com des-
coramento em tempo inferior a 5 horas pa-
ra o tipo “A”, 3h30m para o tipo “B” ¢
2h 30 m para os demais tipos. Diz ainda,
no artigo 540, pardgrafo 2, que o nmero
de germes por ml, antes da pasteurizacdo,
nfio deve ser superior a 10 000 para o Iei-
te tipo “A” e 500 000 para o tipo “B” e
para os demais tipos, sem padriio bacterio-
logico determinado, quando em estado de
cri gue mantenha a acidez néo inferior a
15°D nem superior a 20°D, ¢ o seu tempo
de redutase nfo inferior a2 2h30m.
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E» embora o artigo 514 advirta no seu
pardgrafo Gnico que é proibido o emprégo
de substéncias guimicas na conservagio do
leite, a n#o realizacio em carater liminar da
pesquisa da presenca de substincias inibi.
doras pode subverter a capacidade julga.
dora dagueles métodos de exame exigidos.

Ent8o, podendo tddas essas provas so-
frer influéneia marcante dos inibidores,
cuja presenca é capaz de determinar um
tipo ficticio de leite, deve ser exigida Hmi-
narmente a sua auséneia, para poderem
ser aceitos como vilidos os resultados for-
necidos por aguelas provas de rotina,

Mas a veiculaglo, no leite, de conser-
vantes antisséticos diversos, de antibidticos
resultantes ou nfoc do tratamento veterini-
rio do rebanho leiteiro, de vestigios de subs-
tAncias quimicas usadas na higienizag®o em
laticinios: somente determindveis com o em-
prégo de técnicas ainda ndo correnfes no
Brasil, traz implicagbes malores do que as
gque possaml imaginar a priore.

Como um iceberg, a parte visualizavel do
problema ¢ muito pequena, e faz surgir
uma reflex@o ponderdvel: até a que ponto
as estatisticas elaboradas pelos trabalhos
que vém sendo publicados, a respeito da
avaliagio bacterimétrica e coliférmica dos
diversos tipos de leite consumidos no Bra-
sil, podem ter sofrido a influéneia da pre-
senca incognita das substineias inibidoras
do crescimento bacteriano? E até que
ponto o nosso Regulamento quer periodica-
mente, ao se reformular se baseia nos dados
obtidos por aqueles trabalhos, pode ter si-
do afetado?

Também ¢ necessdrio entretanto ponde-
rar, com TERPLAN ¢ ZAADHOF* que
no leite existe uma série de inibidores na-
turais, na verdade quase todos termo-labeis,
que, segundo a opinifio dos autbres, ndo
teriam influéneia marcante nog processos
vistos.

Do ponto de vista da industrializagio do
leite, principalmente na elaborac@o dos de-
rivados fermentados — iogurte, coalhada e
outros — as substincias inibidoras inclusive
o peréxido de hidrogénio, tém interferéncia
sensivel, com baixa da produciio de acido
laticor ¢ desmerecimento das suas boas
gualidades organolépticas.
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Sob o ponfo de vista nutricional, ressal-
tarernos a reducio do teor das diversag vi-
taminas, quando da presenga do peréxido
de hidrogénio no leite, agiio desnaturante
sébre as suas proteinas, produzindo modi-
ficacdio na estrutura macro-molecular das
mesmas®®,

E com relacio ao emprégo oficial do pe-
réxido de hidrogénio, como conservador,
transcreveremos literalmente a opinifio da
Organizagdo Mundial da Sadde, exarada ja
em 1960 ¢ manifesta pelo seu Comité Mixto
FAO/OMS d’Experts de 'Hygiéne du Lait®:
“Le Comité approuve les conclusions aux.
quelles est parvenue la Réunion dexperts
d’Interlaken {septembre 19537) sur Pemploi
de I'eau oxygénée ct autres agents de pré-
servation du lait, 4 savoir; 1) Qu'en géneral
Pemploi d'agents de préservation dans le
lait n’est pas sovhaitable ot qw'en fait il ne
peut &tre considéré que comme un mal né
cessaire. Ce procédé ne peut étre toléré que
dans des cas exceptionnels et dans les pays
chauds ou sous développés olt il n'est pas
possible de transporter rapidement le lait
du licu de production au centre de traitment
ou d’assurer son refroidissement efficace...”

No item 5, adverte: “Qu’étant donné que
Veau oxygénée sert uniquement a retarder
Facidification du lait et qu'aux doses non
nocives elle ne peut détruire certains types
de micro-organismes pathogénes(notamment
Myco. tuberculosis), le lait traité a I'eau
oxygénée doit étre soumis ensuvite 4 un
traitement thermique efficace avant sa dis-
tribution aux consommateurs ou au COUrs
de sa transformation en produits laitiers.

No item 7, descreve: “Que si Fon a re-
cours & la catalase pour faire disparaitre les
dernieres traces d’eau oxvgénée dans le lait,
il faut s’assurer que la préparation soit irré.
prochable du triple point de vue enzymati.
que, chimique et bactériologigue”,

E assinala ainda no item 9: “En outre, le
Comité voit un autre inconvénient trés sé.
rieux & employer Peau oxygénée pour la
préservation du lait dans le fait que cette
pratique, si cle était appliguée systémati-
quement, inciterait presque certainement les
producteurs de fait & abandonner tout nou-
vel effort powr améliorer les conditions

d’hygiene a la ferme et se traduirait sans
doute par une baisse génerale du rendement
des élevages d’animaux laitiers”.

Finalmente, consideramos que os dados
déste presente trabalbo, tendo em vista o
nimero pequeno das amostras examinadas,
sfio relativamente deficientes para uma con-
clusfio mais efetiva, julgamos que o mesmo
deve ser repetido em carater mais ampilo,
de preferéncia com o leite crn advindo do
interior e regifio por regifo, visando locali-
zar os focos do leite inquinado e o seu sa-
peamento dentro do prazoe mais curto
possivel,

Tendo em vista o interesse do assunto,
a Divisgo de Contréle de Qualidade e Pes-
quisa da Cooperativa Cenfral da Laticinios
do Estado de Sfio Paulo elaborou estas m-
vestigacdes, visando fornecer elementos que
evitem a transgressfo do Regulamente Fe-
deral, em legitima defesa dos intercsses dos
bons produtores de leite e dos mais clemen-
tares principios de Sadde Pablica, como
incentivo & melbhora da real qualidade do
leite,

RESUMO

Conforme recomendacfio de regulamento
federal brasileiro — Regulamento da Ins-
peciio Industrial e Sanitdria de Produtos de
Origem Animal - o leite in naturg, da
fonte de producio ao centro de beneficia-
mento, somente poderd ser conservado por
meios fisicos, princiaplmente pela refrige.
ragio e apos, pasteurizado. O emprégo
de outres conservantes ~— quimicos on bio-
quimicos - constituird flagrante transgres-
sfo regulamentar.

Além do mais, a longa permanéncia no
leite dos comservadores a éle adicionados e
a sua facil determinacfio torna o emprégo
dessas substdncias impraticdvel para fins
excusos. Porém, tal fato nfo acontece
com o peréxido de hidrogénio que, apds 6
horas da sua colocagfio, nfo mais pode ser
dectado, o gue constitue um considerdvel
estimulo para o seu emprégo.

Levando em consideracio o exposio e
os resultados das pesquisas que fizeram
os autdres, em 1966 e 1967, que eviden-
claram respectivamente 15.20% e 9% de
presenca de substdncias inibidoras do cres-
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cimento bacteriano no leite de consumo de
Sao Paulo, Capital, ¢ na spa maioria néo
identificadas, tomaram os autores a inicia-
tiva de elaborar éste trabatho, no intuito de
relacionar o peréxido de hidrogénio com
aquelas substancias incégnitas. Os proces-
sos empregados foram bioquimicos ¢ foram
utilizadas, entre ouiras, a provado C.T.T.,
redutase do azul de metileno e emprége da
placa com agar-germe de prova,

Qs auidres conseguiram determinar, @mes-
mo 24 horas ow mais da sua colocagio no
leite cru, a presenga atuante do perézido
de hidrogénio, portanto, muitas horas apds
a sua nfo mais determinacfio pelos métodos
cléssicos correntes. Tals processos foram
a seguir empregados no exame de amostras
do leite tipo “B” e tipo “C” do consumo
da capital de S#o Paulo.
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CONTRIBUICAO PARA O ESTUDO EPIDEMIOLOGICO DA TOXOPLASMOSE.
LEVANTAMENTO SOROLOGICO EM INDIOS DO ALTO XINGU,
BRASIL CENTRAL

CONTRIBUTION TO THE STUDY OF THE TOXOPLASMOSIS EPIDEMIOLOGY.

SEROLOGIC SURVEY AMONG THE INDIANS OF THE

UPPER XINGU RIVER,

CENTRAL BRAZIL

Rorerto G. Baruzzl %

SUMMARY

The survey of antibodies to Tozoplasmae gondii in 254 indians of the Upper
Xingu River, Ceniral Brazil, by means of the indirect immunofluorescence revealed
51.6% of positive reactions of tifres equal or superior to 1/16. The aboriginal
population of the Upper Xingu River is estimated in 600 indians, distribuied into
g iribes, living In a staie of relative isolation maintaining their primitive hahits
and customs. The resuits have been compared with those of 2 other surveys
made in different geographical areas of Brazil (in the Territory of Amapd and
in the city of Sfo Paulo), where the authors have used a serologic fechnigue
superposable to the one used in our survey. The resulis of the Upper Xingu,
in its whole, do not significantly differ - a8 one might suppose, considering the
life conditions of the indian -~ from those observed in the Territory of Amapd
and in the city of Sfo Paulo, i.e. in populations of & more advanced degree
of eivilization,

I — INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii & am parasita am-
plamente difundido do ponto de vista geo-
grifico ¢ biolégico. Considerado como um
protozodrio, sua posiclo sistemética ainda
se discute,

Foi pela primeira vez observado por
SPLENDORE?®, em juiho de 1908, cau-
sando uma infecclio mortal em coethos de
seu laboratério. O exame microscopico
das lesbes evidenciadas no bago, figado,
génglios linfaticos e intestino grosso, reve.
lou a presenca de corpisculos parasitiirios,
isolados ou agrupados, intra ou extra-celu-
iargs. Coube, entretanto, 3 NICOLLE &
MANCEAUXY, em 1909, a denominacio
de Toxoplasma gondii, dada ao parasita, o
qual tinha sido observado por éstes autores,
em outubro de 1908, na Tunisia, no roedor
africano gondi {Ctenodactylus gondiiy, usa-
do como animal de laboratorio.

(1} Tese de doutormmentc apreseniads & Escola Paulista de Medicina,
{2) Do Departamente de Medicina Preventiva da Mscola

Iuneg), S&o Paulo, Brasi,

A partir das observacdes de SPLLENDO-
RE e NICOLLE & MANCEAUX, foi
progressivamente crescendo o nfmero de
espécies animais encontradas, naturalmente
infectadas pelo T, gondii, Mesmo em nos-
sos dias, a relacio dos animais infectados
ainda nio pode ser considerada como de-
finitiva. Esta relagfio inclui animais do-
mésticos, como o cdo ¢ o gato, grande
nimero de roedores peridomiciliares e sel-
vagens, como o coelho, lebre, esquilo, co-
baia, camundongos ¢ ratos. Macacos de
virias espécies foram encontrados parasi-
tados. Entre as aves, também, muitas 530
as espécies apontadas, como pombos, per-
dizes, galinhas, patos, corvos e canérios.
QO T. gondii tem sido identificado como o
agente causador da morte de animais man-
tidos em cativeiro nos Jardins Zoolbgicos
(RATCLIFFE & WORTH®, 1951; MQL-

S#&o Paulo, Brasil, 1888,

Paulista de BMedicina (Prof. Dr. Magid
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LER*, 1962), e de animais de vida livre
(CHRISTIANSEN & STIM®, 1951).

Embora, em sua grande maioria, o en-
contro do T. gondii se tenha registrado em
casos isolados, t8m sido descritas epizootias
enire carneiros, na Inglaterra, por BEVER-
LEY & MACKAY?, em 1962; em canis,
nos E.U.A., por COLE et alil'¥, em 1953,
entre pombos e coellros, no Conge, por
WIKTORS, em 1950; entre ratos silves-
tres, na Escécia, por ELTON et alii™®, em
1935; ¢ entre galinhas, na Norusega, por
ERICHSEN & HARBOE®, em 1933 e
em Sio Pauloy, por NOBREGA®, em 1955,

Os estudos sdbre a toxoplasmose, inici-
almente ligados as espécies animais, desper-
taram grande interésse com o aparecimento
dos primeiros casos humanos.

O primeiro caso teria sido registrado
por CASTELLANI®, em 1914, no Ceildo,
Tratava-se de um jovem de 14 anos, fale-
cido apds um longo periodo de febre inter
mitente, tendo sido encontrado no bhago
microrganismos, morfoldgicamente idénti.
cos ao toxoplasma, FEDOROVICH®, em
1916, ao examinar o sangue de um menor
de [0 anos, com febre e esplenomegalia,
encontrou parasitas comparaveis aos deseri-
tos por CASTELILANI.

CHALMERS & KAMARSE, em 1920, no
Sudfo, referem a morte de trés soldados,
acometidos de processo febril, com hepa-
to-esplenomegalia. Realizada a necrdpsia
de um déles, verificaram, em esfregacos do
bago, ac presenca de microrganismos idén.
ticos ao T gondii,

TORRESH, em 1927, no exame de um
recém-nascido, falecido no 29% dia de vida,
com um quadro de contratura muscular
generalizada o convulsdes, refere o acha-
do em cortes histologicos do cérebro, mio-
cardio, misculos esqueléticos e tecido ce-
lular subcutineo, de um parasita que iden-
tificou como Toxoplasma ou Encephali-
tozoon, lembrando a possibilidade de tra-
tar-se de uma afeccho congénita.

Nos E.UA., o primeiro caso humano foi
descrito por WOLF & COWEN®, em 1937,
em recém-nascido, morte com um gquadro
de meningo-encefalomielite. WOLF, CO-
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WEN & PAIGE®, em 1939, apresentaram
wm novo caso, referente a uma crianca fa-
lecida no 31¢ dia de vida, com dispnéia
¢ cianose infensas, Registraram a pre-
senga do parasita em lesSes do sistema
nervoso ¢ conseguiram transmitir a doenga
a animais de laboratdrio, que revelaram
lesGes e parasitas semelhantes aos verifica-
dos na espécie humana.

Estas primeiras ovservactes, indicando
a possibilidade do T. gondii atingir o ho-
mem, foram seguidas de numerosas comu-
nicacGes que vieram confirmar a existéncia
da toxoplasmose como doenca adquirida
on congénita,

Considerdvel progresso no estudo deste
parasita foi possivel com o aparecimento
de técnicas laboratoriais, permitindo o diag-
néstico soroldgico da toxoplasmose.

O teste de neuiralizacdo, de SABIN &
OLITSKY®, em 1937, foi o primeiro uti-
lizado. Consistia na inje¢io intradérmica,
ne dorso de coelho, de uma mistura do
séro em estudo com toxoplasmas vives.
A injecfio de toxoplasmas produzia no local
da inoculacdc uma zona eritemato-papulosa
ou papulo-necrética, atingindo seu méaximo
no 79 ou 8 dia. A existéncia no séro
injetado de anticorpos toxoplasmdticos neu-
tralizantes impedia o aparecimento da lesfio
cutinea (teste positivo}, Atualmente, nio
¢ mais usado, sendo substituido por outros
testes soroldgicos, introduzidos no correr
dos anos seguintes, conforme a relacio
seguinte:

a) Teste de fixagio do complemento,
NICOLAU & RAVELO*® 1937,
WARREN & SABIN®, 1942,

b) Teste do corante, SABIN & FELD.
MANT, 1948,

¢} Teste de hemaglutinacdo, JACOBS
& LUNDE#S, 1957,

d) Teste de inibiciio de fluorescéncia,
GOLDMAN®, 1957,

¢} Teste de aglutinacio direta, FUL-
TON & TURK®, 1959, e FUL-
TON5, 1963,

£y Teste de floculagdo, SIIM &
LIND®, 1960.

g) Teste de imunofluorescéncia indire-
ta, KELEN et alif®, 1962.
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Deve-se, ainda, lembrar a prova de sen-
sibilidade cutnea com a toxoplasmina, in-
froduzida por FRENKELX em 1948,

A divulgacio destas provas laboratoriais
trouxe considerdvel auxflio para o diagnés-
tico clinico desta parasitose e permitiu a
realizacdo de iaquéritas soroldgicos, que
vieram demonstrar a existéneia de grande
nimero de individuos portadores de anti-
corpos toxoplasmdticos, sem qualquer sin-
tomatologia,

Ficou assim constatada a grande disse-
minagio da “toxoplasmose-infeccdo” no
homem e em animajs, sendo relativamente
rara a ocorréncia da “toxoplasmose-doen-
ca”,

Duas comunicacBes recentes séhre a
ocorréacia de surtos epidémicos em cole.
tividades humanas, verificados em Braganca
(MAGALDI et alii*2, 1967) e em Sio José
dos Campos (MAGALDI et alii®, 1967)
no FEstado de S&c Paulo, demonstraram
outro aspecto importantissimo da toxoplas-
mose,

Apesar de transcorridos 60 anos desde
a descricfio inicial de SPLENDORE ¢ das
numerosas investigacdes cientificas realiza-
das, ainda se desconhece o mecanismo de
transmissido do T. gondii, com exceciio da
forma conginita,

LEVI er alii*®, 1968, obtiveram o isola-
mento do parasiia, a partir da saliva de
9 entre 10 doentes, acometidos de toxo-
plasmose, confirmando o achado de CA.
THIE?, em 1954, Tais observacdes re-
vestem-se de grande interésse, indicando,
eventualmente, uma forma de transmissio
inter-humana, a ser pesquisada.

Acidentes de laboratérios tém demonstra-
do a possibilidade de o homem sc infectar,
quer por via oral, ao aspirar por &mro de
p;ipetagem material contaminado, quer por
via cutdnea através da picada com agulha
contaminada (BEVERLEY & MACKAY?,
1955}, ¢ mesmo pela mordedura de ani-
mais inoculados com o parasita (UMDENS-
TOCK er afii®s, 1963).

O encontro de cistos de T. gondii em
musculos esqueléticos do porco, vaca e
carneire (JACOBS et alii¥, 1960) ou em

determinados 6rglos, particnlarmente o cé-
rebro, e ainda, sua presenca no leite, po-
deria sugerir uma forma de transmissdo
através déstes alimentos, quando ingeridos
crus ou mal cozidos (DESMONTS erf alii's,
1965). No entanto a constatacio de igual
prevaléncia de anticorpos ao toxoplasma,
em vegetarianos, por RAWALS, em. 1959,
e em individuos gue ingerem inicamente
carne bem cozida e leite pasteurizado, in-
dica a existéneia de outras formas de trans-
nissdo do parasita. O toxoplasma foi tam-
bém encontrado em ovos de galinha, por
PANDE et alii™, 1961,

A capacidade do parasita, em sua forma
cistica, de resistir a acfio dos sucos diges-
tivos JACOBS et alii®® (1960) permite sua
manutenciic na nafureza, entre animais com
hihitos de canibalismo e entre os carni-
VOTOS,

A grande freqiléncia da toxoplasmose
em cies e gatos, e a comprovagio de que
na fase aguda da infecgHo ©s parasitas po-
dem ser eliminados pela saliva, urina e
fezes, indicaria um provivel meio de trans-
missfio, considerando-se o intimo contato
déstes animais com o homem,

A possibilidade da transmissio da toxo-
plasmose por artrépodos tem sido investi-
gada. Através da inoculagio de material,
obtido pela trituragiio de insetos infecta-
dos, foi observada a transmissfio do para-
sita a animais de laboratério (GIROUD
et alifft, 1952; NUSSENZWEIG & DEA-
NE®, 1958), sendo no entanto, em con-
dicfies experimentais, excepeional a trans-
missdo pela picada de insetos infectados
(M: DEANE, 1958},

A presenga de toxoplasmas em ovos de
Toxocara cati, evidenciada por HUTCHI-
SON®, em 1965, veio chamar a atencdo
sébre a eventual importincia dos nemato-
dos na transmissfio do parasita, abrindo
novo campo de pesquisa,

Assim, constata-se que, apesar das virias
teorias aventadas, nfio se conseguiu até o
momento determinar o ciclo de vida do
T. gondii. A ampla distribvicio do pa-
rasita sugere um modo de transmissfio sim-
ples e altamente eficaz, vu mesmo a exis-
téncia de vérios mecanismos de transmissio.
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Inquéritos baseados no levantamento da
prevaléncia de anticorpos ao toxoplasma
em difetentes grupos humanos, ao lado
do estudo dos hédbitos e costumes dessas
populagbes e dos falbres ecolégicos pre-
sentes, representarn um ¢os caminhos a
serem percorridos no sentido de obtermos
maiores conbecimentos sObre a cadeia de
transmissfio do parasita.

Dentro desta linha de investigacfio, re-
solvemos estudar os indios do Alto Xingu,
no Brasil Central, Tratase de um grupo
humano que, em virtude do isolamento em
que se manfeve até recentemente, no cen-
tro de extensa regifio de cerrados ¢ flo.
restas virgens, preservou seus hébitos ¢
costumes primitivos. Da mesma forma a
favna ¢ a flora da regifo permanecem ao
abrigo das modificagdes impostas pela pe.
nefragio do homem civilizado. Conside-
ramos digno de interésse o confronto dos
resultados observados neste grupo indigena,
com os registrados em inquéritos, realiza-
dos em populagdes com condigdes de vida
muito diversas.

II - MATERIAL

A drea abrangida pelo inguérito faz
parte do Parque Nacional do Xingu, uma
reserva indigena situada no norte do Esta-
do de Mato Grosso.

O Parque Nacional do Xingu foi criado
pelo govémo federal em 1961, ocasifio em
que o interlsse despertado pelas terras do
Brasil Central, para a exploragio agro-
pecudria, punha em risco a existéneia das
tribos indigenas localizadas na regifo, O
Parque temn uma superficie de 22.000 km?,
estendendo-se ao longo do rio Xingy, tendo
como limite norte uma linha que passa
pela cachoeira de von Martius, e snl, uma
linha que passa pela juncdio dos rics Culue-
ne e Culisevu. Localizada na zona de
transicio do Brasil Central para a Ama-
zOnia, a 4rea do Parque apresenta caracte-
risticas natorais, fauna e flora, destas duas
grandes regiGes brasiletras. No sul, avis.
tam-se ainda as Gltimas manchas do cer
rado do planalto central e o restanie é mata
densa, que por sua exuberincia e coloragio
se enquadra no tipo amazdnico.
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O Parque Nacional do Xingu pode ser
dividido do ponto de vista administrativo
e em relacfo &s caracteristicas de vida das
tribos indigenas, situadas em seu interior,
em duas partes: uma norte, tendo como
ceniro o PoOsto de Diauarum, e oufra sul,
tendo como centro o Pésto Leonardo Vil
las Boas.

Neo presente inquérito, estudamos a parte
sul do Parque, que representa cerca de 50%
de sua drea total e abriga uma populagBo
indigena mais homogénea em seus hébitos
e costurnes. Esta regifio é conhecida como
ALTO XINGU ¢ assim serd por nds refe-
rida.

O Alto Xingu situa-se entre 12° e 13°
de latitude sul e 50° ¢ 54° de longitude
oeste de Greenwich. Sua altitude média
é de 250 metros. Apresenta duas estagdes
no ano, o “inverno” ou estaclo das chuvas,
de outubro a margo; e “verdo” ou estagio
da séca, de abril a setembro. A tempe-
ratora méxima didria mantém-se elevada
no decorrer do ano, oscilando entre 26°
a 34°C. Durante a noite registra-se que-
da acentuada da temperatura, mais mat-
cante no periodo da séea.

A regifio é cortada por muitos rios, des-
tacando-se os rios Culuene, Ronuro e Ba-
tovi, que, no lendério ponto, chamado
pelos ndios de Morend, se unem para
formar o rio Xingu. Encontram-se ainda
virias lagoas extensas e DuImerosOs Curscs
de dgua de pequeno vulto. O rio Xipgu
cruza o Parque do sul para o norte, indo
lancarse no rio Amazonas apds um per-
curso de 1.200 km. As cachoeiras inter-
mindveis do médio curso (180 km) sempre
constituiram um sério obsticulo aos via-
jantes vindos do norte. Isto aliado a exis.
téncia de tribos indigenag arredias, locali-
zadas acima das cachoeiras, torparam a
regitio do Alto Xingu um refigio seguro
para alguns grupos indigenas.

Representa o avifo o principal meio de
comunicacio com o Alto Xingu, sendo a
penetragfio por terra dificil, de certa forma
impraticdvel. O nicleo civilizado mais pro-
ximo, Xavantinag, dista 300 km. Ocasio-
nalmente, no periodo da cheia, cargas, vin-
das de S#o Paulo por camiphfio, podem
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ser transportadas por dgua, a partir de
Garapu, &s margens do rio Sete de Setem.
bro, até o Parque, com o uso de bateldes
ou balsas, durando a viagem, cérca de oito
dias.

No Posto Leonardo Villas Boas perma-
nece o Diretor do Parque Nacional do
Xingu, alguns auvxiliares e, por vézes, pes.
quisadores. S#o os Gnicos individuos de
raca branca encontrados na regifio.

Os indics do Alto Xingu nfio tém con.
tato com outros grupos humanos sitwvados
fora de sua 4rea e raramente com os indi-
genas que habitam a parte norte do Par.
que. Podem ser considerados como wm
grupo hunmpane isolado, uma ilha popula-
cional,

HABITANTES DA AREA PESQUISADA

A drea pesquisada ¢ habitada por nove
tribos indigenas que, segundo estimativas
da Administracio do Parque, em 1966,
compreendiam 610 individuos.

Estas tribos vém sendo estudadas por
equipes médicas ligadas ao Instituto de
Medicina Preventiva da FHscola Paulista de
Medicina, com as seguintes finalidades:

1~ Determinar as condicBes de satde
do indio do Alto Xingu;

2 — Bstudar suas condicdes biol6gicas;

3 — Estabelecer as medidas médico-
profiliticas necessarias & sua preservagio.

Como membro integrante destas equipes
médicas, realizamos o inquérito soroldgi-
co sdbre a ocorréncia de anticorpos ao
Toxoplasma gondii entre os individuos exa-
minadores, em jutho e setembro de 1966.

a) Distribuigdo por tribos

As tribos indigenas do Brasil se dividem
em quatro grandes grupos, conforme o
tronco lingiifstico a que pertencem. No
Alto Xingu estdo ausentes, apenas, repre-
sentantes do grupo J&. Assim temos:

Tribo Grupo lingiiistico

Aueti (Aweti) Tupi
Camaiurd (Kamaivra) Tupi
Taualapiti (Yawalapiti) Arunaque
Meinaco {Meinaku) Aruaque
Uaurd (Waurd) Aruaque
Calapalo  (Kalapalo) Caribe
Cuicuro (Kuikuro) Caribe
Matipu (Matipuhy) Caribe
Nafuqud (Nahugqui) Caribe

Segundo VILLAS BOAS™, em 1968,
“indicios de ocupagio da drea, com grandes
dreas derrubadas a machado de pedra, ves-
tigios de antigas aldeias, cacos de cerimi-
cas ete., levam-nos a crer que a OCupacao
do Alto Xingu remonta ha séculos”.

Narrativas de viajantes do século passado
fazem mengbes aos indios do Alto Xingn.
Descrigio primorosa dos Iidbitos ¢ costumes
destas fribos encosntra-se no liveo: “Enire
0s Aborigenes do Brasil Ceniral”, de Karl
von den STEINEN®, publicado em 1894.

Idade e sexo dos individuos
examinados

b)

Em geral os indios compareciam ao local
do exame em grupos pertencentes a wma
mesma tribo. Apresentavam-se com a esps-
sa e filhos, insistindo para que todos fossem
ignalmente examinados. Salvo a natural re-
sisténeia das criangas menores, nio tivemos
nenhuma recusa por parte dos demais.
Alguns indios que, evenfualmente, estavam
pescando ou trabathando na lavoura, com-
pareciam nos dias imediatos ou eram exa-
minados por ocasiio de nossas visitas as
aldeias. Foram examinados 254 individuos,
sendo 130 do sexo masculino e 124 do sexo
teminino,

A idade do indic foi calculada de forma
aproximada. Baseamo-nos no aspecto fisi-
co, em alguns informes fornecidos pelo pes-
soal auxiliar do Parque e no relacionamento
com os demais familares, Para as criancas
¢ jovens contavamos também com o auxi-
lio da ficha odontolégica. A representagio
por grupos etarios figura no quadro I
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QUADRO I

Indios examinados no Alfo Xingu, 1968, distribiuicdo
segundo o grups etdrio e o sexo.

Grupo Sexo Taotal
etédrie
(anos) e | e | N |
Ql— & 18 5 43 18,9
B 1= 1 pa 17 a8 148
10 j— 20 25 23 49 15,3
20 {— 30 27 22 49 125
30 e 40 24 26 4 2.4
40 e 50 8 7 15 5.9
50 f— 80 4 4 g 21
Total 130 124 4 1800

¢} Distribuiciio por familias

Entre os indios do Alto Xingu, a poli-
gamia é aceita, mas nfo é fregliente, e o
mimero de espdsas nfo ultrapassa trés. O
casamento nasce em geyal de acordos rea-
lizados entre as familias, evitando-se uniBes

entre consanguineos proximos.

O homem logo apés a puberdade perma-
nece preso no interior da taba por periodoes
de trés a quatro meses, recebendo alimenta.
¢Ho abundante, destinada a favorecer seu
desenvolvimento fisico. Os que revelam
forea e agilidade para as lutas corporais
permanecem reclusos por perfodos maiores,
como futuros hutadores da tribo.

A jovem, marcado o casamento, inicia
um periodo de reclusfio no interior da oca,
em média de dez meses, durante os guais
pode ser vista {inicamente pelos parentes,
Casa-se ao deixar a reclusfo.

De maneira geral, o homem casa-se em
idade superior & da mulher. Dos 14 aos
I8 anos (14 |— 18), registramos a presen-
¢a de 7 homens, nenhum casado, e 12 mu-
theres, das quais 10 eram casadas. Dos 18
408 22 anos (18 j—— 22) tivemos 15 ho.
mens, dos guais 7 casados, e 10 mulheres,
todas casadas. A idade minima observada,
entre os individuos casados, foi de 18 anos
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para ¢ sexo masculino ¢ 14 para o femi-
bilnlo

No Alto Xingu sfic freqiientes os casa-
mentos inter-tribais, fato j4 registrado por
STEINEN?®, em 1887. Tal pritica talvez
se fenha acentuado nos dltimos anos, em
virtude do reduzido namero de membros
de cada tribo e da proibicdo dos casamen-
tos consagtifneos.

Encontramos certa dificuldade para esta-
belecer os grupos famitiares entre os indivi-
duos examinados, pois, além dos pais,
irmdos e filhos, ndo se conseguiu determi-
nar com exatidfo ouiros graus de paren-
tesco e existe a recusa dos indios de pro-
nuneciarem o nome dos parentes por parte
do cbnjuge, ou seja, sogros ¢ cunhados, por
acreditarem que trariam maleficios & pessoa
citada. Segundo o levantamento realizado,
0s 254 indfgenas incluidos no inguérito es-
tariam distribuidos por 83 familias:

QUADRO IX

Ntmero de fomilios do Alte Xingu, segundo o
wimero de seus membros incluidos no inguérito
soroldgico pava toxoplasmose, 1966.

Némero de pessoas Nttmero
it fambias

i 21

2 16

3 15

4 14

5 10

6 2

g 2

b 1

10 1

Total 83

A existéneia de 21 eventuais familias re-
presentadas por um Ginico membro decorren,
principaimente, da presenca de individuos
solteiros, para os quais n3o se conseguiu
estabelecer o relacionamento familiar.
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CARACTERISTICAS DA VIDA INDIGERA

Cada tribo do Alto Xingu tem sua pro-
pria aldeia, com exceco dos Nafuqui o
Matipu que, pelo pequeno ntmero de mem-
bros de ambas, constitairam aldeia em co-
mum.,

As aldeias do Alto Xingu obedecem a
um mesmo tipo geral, sio formadas por
varias casas ou ocas, dispostas em circulo
em torno de wm patio extenso, no qual sio
realizadas as festas e ceriménias e sepulta-
dos os mortos importantes da tribo. As
aideias distam entre si, por vézes, dezenas
de quilémetros ¢ se situam proximas de
rio ou lago, onde os indfgenas se abastecem
de 4gua,

As ocas sflo, as vézes, bastante espaco-
sas, chegande a medir 24 m de comprimen-
to, 12 m de largura ¢ 8 m de altura. S&o
cobertas com fOlhas de sapé ou buriti, s6-
bre uma estrutura formada por varas amar-
radas. O interior da oca mantém-se no
decorrer do dia na penumbra ¢ sua tempe-
ratura é amena em relacio ao exterior. Os
habitantes de uma mesma oca esto ligados
entre si por lagos de parentesco. Na aldeia
Camaiurd encontram-se 7 ocas, habitadas
por 110 indios; na aldeia Tauslapiti s3o 4
ocas para 39 habitantes.

Os indios utilizam rédes para dormir, as
quais sfio dispostas em grupos no interior
da oca, de forma a deixarem a parte central
livre para a circulagfio. As rédes sfo teci-
das pelas mulberes a partir do algodio na-
tivo e da fibra da palmeira buriti. Durante
a noite, junto a cada grupo de rédes &
mantida vma pequena fogueira para forne-
cer o aquecimento necessirio,

Cada aldeia tem seu chefe, o qual pos-
sui autoridade apenas relativa sdbre os de-
mais, sendo o responsdvel pelas festas e
cerimdnias, bem como pela observancia das
tradigbes da tribo. O pajé & o chefe espiri-
tual e os indios The atribuem ¢ dom de curar
as doengas, provocadas pela influéneia dos
espiritos,

Na vida familiar, homens e mulheres
t8m obrigagdes definidas. Os trabathos da
lavoura, caca e pesca sfo atribuigbes mas-

culinas. Na pesca utilizam habitualmente o
arco ¢ a flecha, mas na ocasifio da vazante
ha pescarias coletivas, nas quais empregam
o timbé, um cipé que macerado e agitado
na Agua desprende uma substéinica tdxica
para os peixes. Sfo fungbes da mulher: o
preparo dos alimentos, a fabricagio de pa-
nelas de barro, a confecgdo de rédes e a re-
tirada de dgua do rio ou lago préximo
para uso doméstico.

Os indios tém agricultura extensiva ¢
itinerante, cujo principal produto é a man-
dioca (Manhiot suculenta), seguida do mi-
iho (Zea mays} e da batata-doce (Ipomoea
batatas).

A alimentacio do indio do Alto Xingu,
baseia-se fundamentalmente na mandioca e
no peixe. Este, assado s0bre um braseiro ou
cozido em Agua, constitui a principal fonte
proteica, Quando desejam copservar 0§
peixes por véarios dias, os mesmos sd0 mo-
queados sobre a fogueira. Apreciam Uni-
camente og peixes de escamas, enire os
quais destacam-se os seguintes: tucumaré
(Cichla multifasciata), matrinchil (Brycon
hilariy, curimatd (Prochilodus hartii) ¢ plan
{ Astvanax sp) .

Na alimentagdo habitual nfio figura ani-
mal de pélo ou de pena. Em raras ocasides
comem macacos (Allonata caraya ou Cebus
sp}, reservados para determinados doentes.
Entre as aves apreciam o mutum (Crax sp)
¢ 0 jach (Penelope pileata), também rara-
mente consumidos.

A mandioca estd sempre presente na ali-
mentaciio, sob a forma de mingan ou de
biju, massa assada sdbre o fogo. Segundo
SILVA™, 1966, pode-se caleular por adulto
o consumo de 1 a 1,5 litro de mingau e
400 gramas de peixe ao dia, péso do peixe
inteiro, cru.

Além do peixe ¢ da mandioca, figuram
na alimentacio, mas de forma menos fre-
qilente, mitho, batata-doce e uma grande
variedade de frutos selvagens. Duranfe o
més de agbsto, quando o tracajd (Podoc-
mémis cayennensis) deposita seus ovos nas
praias, 8stes sfo recojhidos pelos indigenas,
sendo as gemas ingeridas cruas ou cozidas,
Novembro é o més do piqui (Caryocar sp),
um fruto de polpa gordurosa, muito aprecia-
do pelos indios.
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Os habitantes do Alto Xingu desconhe-
cem 0 uso do mosso sal de cozinha, mas
utilizam em algumas ocasides um “sal”
obtido das fothas do aguapé, uma planta
aguatica. As folhas sfo sfcas ao sol e a
seguir incineradas. Das cinzas € extraido o
“sal”, que apresenta cbr esbranquicada e
tem em sua composicBo T4g% de cloreto
de potissio ¢ 0,194 g% de cloreto de sodio.

Os indios nfo possuem hordrios deter-
minados para as refeicles, comem de for-
ma moderada virias vézes ao dia. As crian-
¢cas s@o alimentadas no seio materno até
mais. ou menos trés anos de idade, com um
suplemento alimentar fornecido pelo min-
gau de mandioca ou pelo caldo de peixe
cozido.

ANIMAIS DOMICILIARES ¥ PERL-DOMICILIARES

Presenca de Vetores

O indio do Alto Xingu nfo possui ani-
mais de criacBo ou carga. Nas aldeias nio
existem cavalos, burros, bois, porcos, ca-
bras, coethos e gatos, animais comuns nos
povoados brasileiros.

-

O cao é o animal mais encontrado nas
aldeias, sendo sua introducfo na drea rela-
tivamente recente. STEINEN®, em 1887,
assinala a auséncia do cfo doméstico no
Alto Xingu, admitindo.se que foi istrodu-
zido por ocasiio da Expedico Roncador-
-Xingu, em 1946. S#o vistos com fregiiencia
no interior da habitagio em contato cons-
tante com seus moradores, principalmente
criangas e muitas vézes comem em recipicn.
tes usados igualmente pelo homem.

No interior da oca encontra.se com fre
giiéncia o macaco, sendo 0§ mais comuns o
macaco-prego {Cebus libidinosus) e o ma-
caco de cheiro (Saimiri sciurus).

Algumas aves sfio mantidas presas no
interior da habitac®o, como papagaios {vi.-
rias espécies do género Amazona) periqui-
tos {Brotogeris tirica), araras (Arg macao
¢ Ara araruana) e tucanos (Rhamphastos
toco & Rhamphastos m. monilisy . Destas
aves 0s indios retiram penas para a confec-
¢io de cocares, brincos, colares, etc, Por
vézes em tOrno da habitacBo enconira-se o
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mutum {Crax sp), ave selvagem, aprisiona-
da ¢ domesticada. Auséncia de galinhas e
patos. No centro das aldeias pode-se ver
um cone formade por troncos ¢ gathos,
dentro do gual os indios aprisionam um ga-
viflo real { Harpia harpya), muito apreciado
pOr sua penas.

Existem vérias espécies de ratos silvestres
que a noite invadem a oca, 4 cata de restos
alimentares. Em relagio aos artrépodos,
registra-se a presenga, em grande quantida-
de, de baratas (Periplaneta americana e
Blatelia germdnica). Até o momento nio
foram observados triatomideos domésticos.
Raros muscidios silvestres e presenca em
pequence nbmero da mosca doméstica
(Musce domestica). Quanfo aos insetos
hematdfagos, destacam-se pela presenca re-
lativamente abundante em suas épocas de
maior densidade: mutucas (tabanideos),
pium (simulideos) e maruvim (culicdides),
Entre os anofelinos predomina no interior
das habitacbes o Awnopheles (Nyssorhyn.
chus) darlingi, ¢ em capturas efetuadas no
exterior encontram-se 0 Anopheles (Nyssor-
hynchus) darlingi, Anopheles (Nyssorhyn-
chus) albitarsis ¢ Anopheles (Arribalzagia)
minor.

Deve-se, destacar, ainda, a presenga de
pulgas (Ctenocephalides felis) que, princi-
palmente na época da séca, podem ser en-
contradas em grande nidmero. Os indige-
nas do Alto Xingu sfo portadores fregiien-
tes de piolhos da cabeca, cuja identificac8o
estd sendo realizada por CONTINHO &
TANDRETTA®, 1968, tendo sido adian-
tada que se trata de espécie do grupo para-
sita de antropdides.

O HOMEM DO ALTO XINGU, SUAS
CARACTERISTICAS FISICAS

Os fndios, do Alto Xingu vivem habitual-
mente nus, usando apenas alguns ornamen-
tos como brincos ¢ colares. Os pélos do
corpo sfo retirados por arrancamento.

Oy homens passam sdbre 0 corpo uma
tinta vermelha, obtida do maceramento de
sementes do urucum com dleo de palmeira,
que persiste por vérios dias e ¢ periodica-
mente renovada. Nos dias de festa exe-
cutam desenhos caprichoses, utilizando
também uma {inta preta, retirada do ge-
nipapo.
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As mutheres tém cabelos longos, soltos
sdbre os ombros e enfeitam-se com colares
de contas e penas. Usam sbbre o piibis
uma pequena membrana, o “uluri” feita
com casca de uma drvore e préso por um

fino corddo. Seu uso constitui uma carac-
teristica marcante das tribos do Alio Xingu.

A determinagiio da estatura ¢ do péso
corporal de 118 indios examinados, adultos,
dos quais 64 eram do sexo masculino e 54
do sexo ferninino, acusou:

QUADRO III

Indios de Alto Xingw adulics, segundo a estefura e péso, 1966,

Estatura {m} Péso corporal (kg)
Sexo Média Besvio-padrio Média Besvio-padric
Masculine 1,620 0,051 63,07 241
Feminino 1.500 0,047 45,35 5,58
QUADROC IV
Indios do Ao Xingu, adultos segundo a estalurg € o sewo, 1966,
e Sexo
Betaturg Masculino Feminino Total
(m)
142 |— 146 — 12 12
146 F— 130 1 20 21
158 po 154 4 12 i6
154 P 158 9 8 17
158 e 162 13 H 14
162 +— 186 25 —_ 25
166 — 170 9 1 19
170 |— 174 I - 1
174 1 178 z e 2
TFotal 64 54 118

QUADRO V

Indios do Alio Xingu, adulios, segundo ¢ péso € o sexo, 1968,

Paso Masculing Feminino Total
kg
B 42 — 4 4
42 — 46 — 15 i5
% — 50 3 16 1
30 |— 54 4 & 10
54 - 58 9 1c 19
58— 62 15 2 17
62 | 66 15 3 16
66 |— 0 8 - 8
0 |— 74 H —_ 5
4 |- 78 4 — 4
78— 82 1 — i
Fotal 64 54 1i8
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ESTADC DE SAUBRE DA POPULACAC EXAMINADA

a) Exame clinico

Todos os individuos incluidos no presen.
te inquérito foram submetidos a exame cii
nico. O interrogatérip referente aos ante-
cedentes pesscais ¢ sintomatologia atual,
pouca ou penhuma informagiio pdde forne.
cer, em virtude das dificuldades linguisticas
existentes.

Nos habitos pessoais menciona-se o ba-
rho nos rios ou lagos vérias vézes ao dia
A fgua para beber ¢ para o preparo dos
alimentos & recolhida pelas mulheres, em
grandes. panclas de barro, em rio ou lago
proximo da aldein.  As dejecBes humanas
sd30 feitas dentro da mata, nac sendo, em
geral, encontradas fezes humanas ao redor
da habitacfio.

O indio do Alto Xingu tem compleiciio
atlética, musculatura forte, cintura escapular
bem desenvolvida e cintura pélvica pequena.
Auséncia de obesidade.

Ao exame fisico nio foram observados
individuos ictéricos. Ausénecia de lesdes
cuthneas sugestivas de leishmaniose, Uma
mulher, com cérea de 36 anos, apresentava
Iesfo na face, na regifio geniana esquerda,
por possivel carcinoma baso-celular. Nio
foi observada a ocorréacia de bécio.

Em 35 fndios registrouse elevagio da
temperatura axilar: entre 37°C e 37,5°C,
em 30 examinados, e entre 37,6°C e 38°C
nos 5 restantes. A ocorréncia de febre,
em 11 desses individuos, fol atribuida a pro-
cesso gripal, em virtude das manifestacGes
catarrals das vias aéreas superiores, pre-
sentes.  Sinais de amigdalite crnica foram
vistos em 20 pessoas, sem elevacio da tem-
peratura axilar.

Os exames odontolégicos de 123 indios,
incluidos na populacdo estudada, foram rea-
lizados por TUMANG & PIEDADE®2, em
1966 e comparados com exames feitos entre
habitantes de Piracicaba, Estado de Sao
Paulo. A prevaléncia de céries foi mais
elevada no grupo civilizado, com excegio
da dentigfo mista, na qual houve prédomi.
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nincia de cdries nos indios. A prevaléncia
de doengas periodontais foi maior no grupo
indigena.

LesQes oculares foram evidenciadas, em
vma mulher de 45 ancs, com catarata bila.
teral, ¢ em um homem de 52 anos, com
lesGes granulomatosas no globo ocular es-
querdo © secregfo purulenta. Este indio,
fol o Gnico a presentar comprometimento
acenfuado do estado geral, caquexia.

Ao exame dos ginglios linfaticos nio foi
observada a presenca de compromeiimento
gangliopar generalizado em nenhum dos in-
dividuos examinados. Aumento de gan.
glios Hnfaticos regionais foi registrado em
15 indios ¢ ocorreu com mais freqikncia
nas cadeias ganglionares submaxilares e in-
guinais. Os ghnglios, aumentados & palpa.
cho, nfo apresentavam sinais de fistuliza-
cdio ¢ nio ultrapassavam 2 x 1 cm.

Na propedéutica pulmonar evidenciou-se
a presenca de roncos e estertores sub-cre-
pitantes de grossas bolhas, em 6 indios.
Nio foram encontrados sinais propedéuticos
sugestivos de asma brdnquica.

No sistema cardio-vascular nfio se regis-
trou a ocorréncia de insuficidneia cardiaca.
Auséncia de arritmia cardiaca. Presenca
em alguns individuos de sOpro sist6lico,
pouco intense, audivel no mesocérdio ou
no féco mitral, sem outros achados na pro-
pedéutica cardiaca. As cifras de presséo
arterial variavam de 90 a 120 mm Hg para
a méxima, de 60 a 80 para a minima.

Ao exame do abdomen constatou-se gra-
videz em trés indias, em tormo do 4% ¢ 59
més. Quatro criangas menores de 3 anos,
apresentavam hérnla umbelical.

O figado foi palpdvel na maioria dos in-
dividuos examinados. Se considerarmos
8ste Orpdo, para efeitos priticos, aumenta-
do de volume quando palpdvel a mais de
4 ¢m (dois dedos) da reborda costal direi-
ta, na direcio da linha hemi-clavicular di-
reita, pode-se admitir a presenca de¢ hepa-
tomegalia em 66 indios. A hepatomegalia
foi acompanhada, nos 66 casos, de aumen-
to de volume do bago,
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A esplenomegalia foi o achado mais fre.
gliente do exame fisico. Para a sua avalia-
cdo recorremos ao indice espiénico de Boyd,
que adota 4 tipos, desde bago 0, quando o
6rgdo ndo € palpével, até baco 4, estenden-
do-se além da cicatriz umbilical. Entre

éstes dois extremos temos o baco 1, palps-
vel na reborda costal, o baco 2 até a meta-

de da linha costo-umbilical € o 3 entre esta
linha e a cicatriz vmbilical. Os resultados

sfio vistos no quadro VI,

QUADRO VI
Indios do 4dlc Xingu, 1988, segundo o indice esplénico e a idade

Indice esplénico

Idade
(anos) o 1 2 3 4 Total
0 |— 2 4 - & 1 — 11
2 = 10 16 15 30 8 1 8
10— 20 5 11 16 9 2 43
2% b 30 3 2 15 12 4 48
30— 60 g 8 20 19 14 70
Total 38 36 87 47 31 240
Um rapaz, de 18 anos, apresentava um Hemoglobina
quadro neuroldgico de polinevrite.  Os in- v o .
) Y L - alores em g% Ind
dios atribuiam seu estado fisico & agfio de g . gl 5 Z?OS
uma erva, administrada aos jovens do sexo up eri(;rgs a 5 pos
masculino para estimular o desenvolvimen- cntre el
inferiores  a 10 2

to fisico.

As criancas examinadas mosiraram bom
estado nutritive, NAo se observou caso de
distrofia.

b} Provas de laboratorio

Para melthor avaliagio das condigdes de
sande do indigena, sfo apresentados os re-
suftados do estudo hematolégico realizado
por SILVA®, 1966, ¢ do inquéritio sObre
a ocorréncia de éntero--parasitas, efetuado
por FANDRETTAL, 1968.

Foram os seguintes os resultados do exa-
me hematolégico de 69 indios do Alto
Kingu:

Exame hematologico

1. Série Vermelha
ne gl/ml Indios
acima de 4 300 000 34
de 4 000 000 a 4 500 000 30
inferior a 4 000 000 4

Dosagem de ferro sérico

Congiderando-se o valor normal de
ferro sérico, situado entre 60 e
150 ug%, foram encontrados apenas
4 indios com valores abaixo do nor-
mal {1 mulher e 3 criancas)

2. Série branca

no gl/ml Indios
acima de 9 000 i1
de 5 000 a 9 000 53
inferior a 5 000 5

Quando & forma leucocitiria, os acha-
dos mais fregientes foram: neutropenia em
52% dos casos estudados, eosinofilia em
88% e lnfocitose em 46% .

O inquérito sObre éntero-parasitas infes-

tinais incluiu 139 indios do Alio Xingu.
As amosiras de fezes foram mantidas no
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MIF, meio conservador, até o momento de
serem examinadas. O exame proto-parasi-
toldgico obedeceu & seguinte seqiiéncia:

a) centrifugagiio, exame do sedimento
b) Willis, a partir do sedimento
¢} Sedimentacio {método de Hoffmann

et aliiy, de 24 horas.

Na pesquisa de helmintos, 116 amosiras
foram positivas. A ancilostomfase esteve
presente em 81% dos individuos examina-
dos; Ascaris lumbricoides em 18%; Enfe-
robius vermicularis em 13%,; Strongyloi-
des stercoralis em 11%. Nio foram obser-
vados ovos de Trichuris wrichivra, O ni-
mero de exames negativos para helmintos
foi de 23, ou seia, 17% do total de amos-
tras examinadas.

Dos individuos com ancilostomiase, 101
apresentaram menos de 2 600 ovos por
grama de¢ fezes, sendo considerados como
portadores de infecclo leve, 12 ulirapassa-
ram tal limite.

Quanto aos protozodrios, a Entamoeba
coli esteve présente em 87% dos exames;
o complexo “histolytica™, em 61%%; a loda-
moeba butschlii, em 39% : a Endolimax na-
na, em 38%; a Giardia lamblia, em 28%;
o Chilomastix mesnilii, em 17%; o Balanti-
diym coli, presente apenas em um exame.
Dos 139 individues examinados, 20 ou seja
149% apresentaram exame de fezes negati-
V08 para protozoarios.

¢) Comentdrios sébre os achados clinicos
e laboratoriais

A esplenomegalia, presente em grande nd-
mero dos individuos examinados, mersce
alguns comentérios. O inquérito sébre a
ocorréncia de parasitas intestinais no acu.
sou a presenga de ovos de Schistosoma man-
soni em nenhuma das amostras de feres.

Durante a permanéncia das equipes mé-
dicas no Alto Xingu, foram atendidos virios
indigenas, principalmente criancas, com sur-
tos febris, provocados pela maldria. Para
determinar a prevalfncia da maldria na re-
gido, ANDRETTA et alii** vém realizando
inquérito parasitirio através de gotas es-
péssas e esfregacos de sangue de scus habi-
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tantes. Resultados parciais referentes a
127 indios, mostraram 70 casos positivos,
ou seja 55%, dos quais 3 apresentaram
parasitismo concomitante pelo P. vivax e
P, falciparum. WNos demais (67} a distri-
buicho percentual foi a seguinte:

Positivos para %
Plasmodinm vivax 47,7
Plasmodium falciparum 35,8
Plasmodium malariae 16,4

Para uma apreciagio superficial, foi feita
investigagio soroldgica através da pesquisa
de anticorpos ao plasmédio, pela téenica
da imunoftuorescéneia indireta, em 23 soros
de criangas menores de 10 anos, escolhidos
a0 acaso entre as amostras utilizadas no io-
quérito de toxoplasmose. As reacBes fo.
ram cfetvadas pelo Dr. J. Meuwissen, no
Departamento de Higiépe da Universidade
Catélica de Nijmegen, Holanda, sendo em-
pregado como antigeno o Plasmodium fieldi.

Conforme se verifica pelo Quadro VI
houve apenas uma reagio negativa conside-
rando-se 1:20 como a dilnicdo inicial. Os
soros pertencentes a trés criangas, com 45
dias, 60 dias ¢ 12 meses de idade, apresen-
taram, respectivamente, titulos de 1:160,
1:80 e 1:40, demonstrando, pela presenca
de anticorpos ac plasmédic, gue a maliria
na regido incide precocemente. Das 23
criancas examinadas, 17 apresentavam es-
plenomegalia ao exame fisico,

QUADRO ViI

Ocorréneia de anticorpos séricos ao plasmddico,
em %3 eriangas do Alte Xingu, 1966, pele idonica
da imunofluorescéncia indireta

1
Tituie do sbro a
i: Freqiténcia

< 20
20
40
80

5
|
P

B e

320
640

LndR TN [+ o ta

Total
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As consideragdes anteriores permitem le-
vantar a hipdtese de que a esplenomegalia,
presente em grande parte da populagio
examinada, decorre de surtos repetidos de
malaria.

IIT — METODOS

As atividades da equipe médica eram
centralizadas no Pdsto Leonardo Villas
Boas, onde se podiam contar com algumas
instalacOes, tais como farmécia, ambulats-
rie médico e um pequeno laboratdrio, que
dispunha de centrifugador, microscépio, ge-
ladeira e estufa. Qs indigenag para malor
facilidade do trabalho, eram instados a com-
precerem ao Pdsto, sendo posteriormente
visitadas algumas aldeias para exame dos
individuos que, por razdes varias, nfo ti-
vessem atendido a solicitacBo dos respon-
sdveis pelo Parque,

Estabeleceu-se uma rotina de trabatho,
pela qual o indio era inicialmente identifi-
cado, com © registro do nome, tribo ¢ aldeia
em gue morava. Seguia-se o registro do
sexo, idade aparente, estado civil, mimero
de filhos e sexo, nome dos pais ¢ tribos
a que pertenciam. A identificacfio pessoal
era complementada com uma foto 3 x4 cm
e com a impressiio digital do polegar direito.
Procedia-se, enifio, ao exame fisico geral e
examse odontoldgico, € retirava-se por pun-
cho venosa, 3 a 10 ml de sangue.

O sangue obtido era colocado em tubos
secos, ocorrendo a retracdo do ceagolo &
temperatura ambiente. Os soros eram se-
parados por centrifugacdo, em seguida as-
pirados e injetados em frascos estérels.
Estes, colocados em geladeira, 4 temnpera-
tura de 4°C, apds um periodo nfio superior
a oito dias, foram trapsportados por avido
no interior de recipientes de isopor, cop-
tendo blocos de gélo, diretamente & Sho
Paulo, onde foram conservados 4 tempera-
tura de -20°C.

THECNICA
1. Reacdo de imunofluorescéncia indireta

Para a pesquisa de anticorpos sericos
contra o Toxoplasma gondii, na populacio
estudada, usamos a reagdc de imunofiuo-
rescéncia indireta, conforme técmica preco-

nizada por CAMARGOY (1964).  As rea.
¢Bes foram por nés realizadas, no segundo
semestre de 1966, no “Instituto de Medicl-
na Tropical de Sio Paulo”, apds um periodo
de treinamento destinado a nos familiarizar-
mos com seus detalhes téenicos.

A reacZo usada consiste genéricamente
em colocarse o sOro a ser examinado, em
vérias diluicBes, sdbre toxoplasmas fixados
em ldminas de microscopia. Em seguida
as iAminas sfo lavadas e sdbre elas deposi-
ta.se o sbro antiglobulina humana, marca-
do pela substéncia fluorescénte. Apds uma
nova lavagem para a retirada da antigiobu-
lina humana marcada, ndo fixada imuno-
logicamente, as laminas, sdo montadas e
examinadas ao microscdpio de fluorescén-
cia,

a) Anligeno

Como antigeno para a reagio de imuno-
fluorescéneia indireta, foram usados toxo-
plasmas da cepa M, isolada pela Dra, Ma-
ria P. Deane e que vem sendo utilizada h4
varios anos no Departamento de Parasito-
jogia da Faculdade de Medicina de S&o
Paulo ¢ no “Instituto de Medicina Tropical
de SHo Paulo”.

Os parasitas sio obtides por lavagem
com solucfc salina (NaCl a 0,8°%) da
cavidade peritoneal de camundongos, ino-
culados por via peritoneal 48 horas antes.
Ao liquido de lavagem adiciona-se igual vo-
lume de solucBo salina, contendo formalina
a 2%. <Colocase a mistura por 30 a 60
minutos a 37° e centrifuga-se em seguida
por 10 minutos 2 2.000 r.p.m. O sedi-
mento € ressuspensc em volume adequado
de solucfio salina, em concentracio suflicien-
te para fornecer cérca de 10 parasitas por
campo microscopico (auwm. 400 x). Go-
tas de suspensio de parasitas sfo imediata-
mente distribuidas em pequenas 4reas deli-
mitadas sébre 1Aminas e fixadas por simples
dissecacio em estufa a 37°C.

b)Y Caracteristicas dos conjugados
artiglobulinicos

Bstes conjugados foram preparados a par-
tir de soros imunes de coelhos, inoculados
com seluciio de globulinas humanas obtidas
por precipitagio de soros com sulfato de
amdnio em meia saturagfo.  As globulinas
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dos soros imunes foram marcadas por iso-
tiocianato de fluoresceina (de The Syivana
Company}.

Para a reagfo utilizaram-se diluicdes do
conjugado capazes de reatividade méxima
na auséneia de coloracBes inespecificas
{diluigo de 1/100 e 1/200, em geral).

¢} Desenvolvimento da reacio

As lAminas eram retiradas do congelador
alguns minutos antes de serem usadas ¢
postas a secar 4 temperafura ambiente, sob
um ventilador. Cada pequeno quadrado
circunscrito na lAmina recebia 0,01 ml da
diluicdo do sfro a ser examinado. Assim
cada grupe de cinco pequenos guadrados
destinava-se a um séro, em cinco diluigOes
crescentes, ou seja 1/16, 1/64, 1/256,
1/1024 ¢ 1/4096. Qs soros positivos até
1/4096 eram submetidos a nova diluicfo a
partir de 1/4000, na razio 2. Em se.
guida as lAminas eram colocadas a 379C
durante uma hora, para desenvolverse a
reaco. Impedia-se o ressecamento, co-
brindo-se as ldminas com uma placa de
Petri, revestida com papel de filiro umede-
cido. Apds o intervalo de tempo mencio-
nado, as JAminas eram mergulhadas dorante
15 minutos em solugdo salina tamponada,
a qual era renovada cada 5 minutos, AS
[Aminas eram submpetidas a uma secagem
sumaria com papel de filtro.  Depositava-
-se em cada pequena superficie da reagfio
0,01 mi de uma solucfo contendo o conju-
gado, solugfio salna e Azul de Evans a
0,001 g%. As lAminas eram novamente
postas a 37°C durante uma hora, em atmos-
fera dmida.  Repetia-se a lavagem ¢ a se-
cagent da Himina, na forma ji descrita. A
seguir, cobria-se a drea dos pequenos qua-
drados com uma gbta de glicerina tampona-
da ¢ com uma laminuola. Evitava-se o des-
lizamento da laminula, ao exame microscéd-
pico, prendendo-a com esmalte de unha em
seus cantos.

Ag lAminas prontas para a leitura podiam
ser conservadas no congelador para exame
posterior. Procediamos & leitura de ime-
diato, utilizando wm microscdpio Zeiss, bi-
-ocular, com objetiva de imersio 40, pro-
vido de diafragma, de oculares 10 ou 12,5x%,
campo escuro, com condensador cardidide,
A tuz era fornecida por uma ldmpada
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MBO-200, filtro excitador BG 12 de 3 mm
¢ filtro barreira n9 50 (Zeiss).

Em cada séric de reagBes empregivamos
um séro positive de titulo conhecido e um
negativo, nas vérias difuigdes, como teste-
munhos.

As reaches positivas apresentavam fhuo-
rescéncia dos toxoplasmas, mais evidente
na periferia do parasita, onde formavam um
limite brithante, uniforme, cuja intensidade
dimipuia com o awmento progressivo das
diluicbes dos soros. O titulo do sbro era
dado pela maior diluicio, capaz de determi-
nar algum grau de flucrescéneia nos toxo-
plasmas. Nas reacles negativas, os para-
sitas apfresentavam uma coloragfo averme-
thada, ténue, dada pelo Azul de Evans, oy,
por vézes, discreta fluorescéocia localizada
em uma das extremidades,

2. Técnica de van NUNEN & van der
VEEN

Realizada a reagfio de imunofiuorescén.
cia descrita, 0s soros permaneceram guar-
dados a - 20°C. Cérea de um ano apds
escolbemos 30 amostras désses soros, para

serem novamente examinados pela imuno-
fluorescéneia indireta, agora com o empre.
go da técaica apresentada por van NUNEN
& van der VEEN®®, em 1963,

As reacGes foram feitas no Departamen.
to de Higiéne da Universidade Catdlica de
Nijmegen, Holanda, sendo utilizados como
antigenos cories de cérebro de camundon-
gos contendo toxoplasmas da cepa Deelen.
Os camundongos eram inoculados com o
paragita intracerebralmente, trés dias apds
os cérebros eram removidos e congelados
rapidamente a - 190°C com nitrogénio H-
quido e conservados a seguir a - 20°C, du-
rante wma semana, no maximo. Cada cé.
rebro cortado por criostato fornecia de 400
a 500 cortes de 5 . O corte de cérebro
era colocado em lamina ¢ sObre sua super-
ficie adicionava-se o sdro a examinar, em
diluicOes crescentes, Apds um periode de
incubacfo para permitir a reaglo antigeno-
-anticorpo, a lAmina era lavada e recebia
o conjugado contendo anticorpos antiglobu.
lina humana e a substincia fluorescente.
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O conjugado era fornecido por Roboz Sur-
gical Instruments Co. (EUA}. A leitura
era feita em microscopio fluorescente Zeiss.

Os toxoplasmas localizavam-se principal-
mente nas meninges e fecidos adjacentes,

Quando no sbéro examinado estavam presen-
tes anticorpos toxoplasméaticos, observava-se

fluorescéncia dos parasitas. O titulo do so-
ro era dado pela maior diluicio capaz de
evidenciar fluorescéneia nos toxoplasmas.

O quadro VIII mostra os resultados refe-
rentes aos 30 soros examinados, em Sio

Paulo € em Nijmegen (Holanda), pelas duas
técnicas descritas.

QUADRO VIIL

Resullados comparatives de 3 seros de indics do Alto XKingw, Brasil Ceniral,

egamingios pora g determindgio de anticorpas oo

7. gondid, pela téonice da

imunocfluorescéneia indirete, em Sdo Powle, Brasil (1968) e em Nijmegen,
Holanda (1967

Titulo das reagdes (1)

Nijmegen
i Negativo 64 236 024 > 44600 Total
Sdo  Paulo —_—

& Negativo 7 _ s — — 7
@
g 64 — 4 — - o 4
g
$ 256 — 1 e 2 — 3
2 1024 — 1 2 4 o 7
-1
& 406000 e - 2 3 1 &
=
& >, 8005 - e — 2 1 3

Total 7 § 4 1 2 30

MuETCDO ESTATISTICO

Em virtude da natureza dos nossos dados,
preferimos empregar testes nfo paramétri-
cos. Utilizamos a decomposicio do X2 nos
moldes preconizados por COCHRANW
(19543, e o teste do X* em quadros de
2 x 2 {associacfo), usando, quando neces-
sario, o método exato de Fisher, tendo em
vista as restrigBes impostas por Cochran.

IV e RESULTADOS

Nas 254 amostras de soros dos indios do
Alto Xingu, submetidas a reagfio de imuno-
fluprescéneia indireta para toxoplasmose, ze-
gistramos 131 soros positives, ou seja,
51,6%, cujos titulos foram iguais ou supe-
riores a 1:16.

a} Resultados, segundo o sexo e o grupo
etdrio

Na populagio examinada, para um total
de 130 homens, tivemos 61 reagles positi-
vas, ou seja, 46,9% e para umn total de 124
mutheres, tivemos 70 reagdes positivas, ou
seja 56,5%.

O Quadro TX e o grafico 1, mosiram a
distribuicfo das reagdes positivas nos dois
sexos, dentro dos grupos etirios adotados
(0 |— 5,5 |— 10, 10 |—20, 20 |— 30,
30 |- 40, 40 | 50 e 50 |— 60 anos}, atri-
buindo-se a cada classe um sfmbolo para fa-
cilitar o trabalho posterior, As proporgdes
foram expressas com 6 casas decimais tendo
em vista o método analitico a ser usado,
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QUADRO IX

Proporeio de reacdes soroldgicas positivas, pela tdenica da imunofluorescéncia indireta, seqgundo O 58I0 € 0S8 (TUPOS

etdrics, em indios do Alto Xingu, Brasil Central, 1966.

Grupo M a 8 ¢ uw 1 i n o F e m i n i n o

etario

{anos) |Positive]Negative|Total| Propor¢ao(+) Simbolo|Positive [Negative|Total | Proporgao{+) iSimbole

(Pr) )

0F S5 5 13 18 0,277777 T, 9 16 25 0,360000 T,
5 10 8 13 21 ¢,380952 T3 7 10 17 0,411764 T4
10 =20 i5 il 26 0,576923 TS 14 9 23 0,608695 Te
20 30 i3 14 27 0,481481 TT 12 10 22 0,545454 TB
30 40 12 14 26 0,461538 Tg 20 6 26 0,769230 *rw
40 150 6 2 8 04750000 Tyy 4 3 7 0,571428 T,
50 60 3 2 4 0,500000 T, 4 o 3 1,000000 LI

Total 61 69 139 ,469230 70 54 124 0,564516
X = 22762193 *

2
X 18GL-005 = 22,36

-[eajua) {SEIE NBUTX O}V OD solpup we 091So)
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MOBC o
Reagoes 707 toms -
e { )} ne reagoes
positivas positivas
%
(4)
100, b

0 16 7V I 30 =) )
idade {(anos)

Grdfico 1 -~ Distribuicdo percentual das reagbes soroldgicas positives poere fozoplusmose, se-
gundo o Sexo ¢ os grupes efdrios, entre indios do Alto Xingu, Brasil Cenirel, 15¢6.
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QUADRO X

Decomposicio de X* para as reagdes sorologicas positivas, segundo os sexos ¢ o8
grupos eldrios em indios do Alto Xingu, Brasil Central, 1966.

b &
C o m p e n e n t e 8 Goka ) 4 Xc
(T1¢T2+T3+T4)x(T$+?6+T7+T8+Tg+T10+T11+T12+T13+Tl4) 1 11,845342 *5*
(TI+T3) x (r2+T4) 1 0,183643 0,199550
T, x T 1 0,413097 0,464274
T, x T, 1 0,108571 0,114982
(T1+T2 + T3+T4) 3 0,705311 0,766409
(T5+T7+T9+T11+T13) x (T6+T8+T10+T12+T14) 1 2,966582 3,061965
(T5+T7+T9) x (T11+T13) 1 1,072391 1,074573
{TS + T7)x Ty 1 0,311204 0,310946
Tg x T, 1 0,483159 0,484231
Ty * T3 1 0,667352 0,750024
(T6+T8+T10)x (T12+T14) 1 04240375 0,266976
(T6+T8) x T, ' 1 2,418399 2647624
Te x Tg 1 0,180082 0,184365
Tio X Ty, 1 1,872001 2,357161
(T5+T6+T7+T8+T9+T}G+Tl1+T12+T13+T}4) 9 104211545 10,539872
T o t a 1 13 22,762198 *
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Para estudarmos o comportamento das
reaghes positivas em relacfo a0 sexo e aos
grupos etdrios, adotamos a decomposicio
aditiva do X*, nos moldes preconizados por
COCHRAN® (1954). Nossa hipdtese de
nulidade & de que as proporgdes de reagdes
positivas, nos dois sexos e nos diversos gru.
pos etarios, sfio iguais. A hipdtese alter-
nativa estabelecida é a de que tais propor-
ghes sfo diferentes; n&o dispomos de razdes
tedricas para atribuir préviamente um deter.
minado sentido a essa diferenca, Adota.
mos €,05 como nivel de rejeicfio da hipdtese
de nulidade, assinalando.se com um asieris.
co (*) os valores de X% que uvltrapassam o
nivel critico correspondente ac namero de
graus de liberdade para cada caso.

Com o valor encontrado para X?, a hipo-
tese de nulidade para a iguaidade de propor-
gbes de reagOes positivas em todas as clas-
ses, nfio pode ser aceita. Passamios, entéo,
3 decomposi¢do do valor do X7, segundo
Cochran. A inspegiio dos valores de P
leva-nos & formagfio de dois grupos, o pri-
meire com individuos do sexo masculino ¢
feminino pertencentes aos grupos etirios de
0 [~5 ¢ 5 |— 10 anos, & o segundo com 08
individuos de 10 |— 60 anos. Os valores
obtidos, por esta decomposigio do XZ
encontram-s¢ no quadro X, onde também
fisuram os valores do X2, néo aditivos, obti-

(o

dos adotando-se como valor esperade ndo
a proporciio no total geral de casos, mas
a referente ao total dos casos nas classes
confrontadas. Verificamos, entfio, que o8
dois grupos que foram formados diferem
significativamente.

* — 884, X . 11,845342)

IGL—0.03 calculado
ou seja, o grupo etirio de 0 |— 10 anos
difere significativamente do grupo de |— 60

anocs,

Os demais resultados que figuram no
quadro X permitem verificar que, no gru-
po O |— 10 anos a hipétese de nulidade
ndo pode ser rejeitada, quer para a dife-
renga entre o0$ sexos, quer para as dife-
rencas entre Idades, em cada sexo. Da
mesma forma do grupo de 10 1 60 anos,
essa hipOtese nfio pode ser rejeitada para
a diferenca entre os sexos ¢ para as dife.
rencas entre idades, em cada sexo.

b)Y Resultados, segundo o titulo das reaces

Passamos, em seguida, & apdlise dos re-
sultados do Alto Xingu, segundo o titulo
das reacOes soroldgicas. O quadro Xl e o
grafico 2 mostram a distribuicao dos 254
soros examinados, segundo o titulo das rea-
¢Oes, considerando-se como positivos os
soros que apresentaram titulo igual ou su.
petior a 1:16, ¢ como negativos os demajs,
No total de soros examinados, temos 131
positivos e 123 negativos,

QUADRO XI

Reagfes sorcidgicas paera toxoplasmose, wpela

téenicq da imunofiuorescénoin indirete, scgundo

o titule das reagdes, enire tndios do Allo Xingu,
Brosil Centrgl, 1988,

Titulos da rveagio Boros examinados
) No %
< 16 123 48 4
16 25 9.8

64 23 91
256 K 15.4
4 29 114
4,000 9 3,5
8,000 4 16
16,600 1 0,4
32,000 1 0,4
Total 254 10,0

¢) Resultados, segundeo o grupo eldrio e
o titulo das reacdes

No quadro XII sfo apresentados os re-
sultados observados no Alte Xingu, segun-
do o grupo etirio e o titulo das reagOes.
Foram reunidos, face aos resultados ante-
viormente obtidos, os dados referentes aos
dois sexos, em cada grupo etdrio,

123



BARUGZZI, 1. ¢ — Contribuigio para o estude epxlemioldgico da toxoplasmose, Levaniamenic soro.
légico em Indios do Alte Xingu, Brasil Central, Rev, Inst. Adoifo Lata 29/30; 105-189, 1983 /70,

Niimero de

reactes

b

124

1004

80.

40+

204

0 [ i P ]
=16 18 64 256 1024 4000 8000 18000 32000

Titulo das reagfes {1:)

Grdficn 72 — Reowgbes soroldgicas parg thwoplasmose, pela féevice da imunofluorescéncie indireta,
segundo ¢ tilulc das reagbes, enire indios do Alte Xingu, Brosil Ceniral, 19646,
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Reagdes sorclibgicas positivas pore foxoplasmose, pela téenica do

das reagies, entre os indios do Alio Xiwngu, Brasil Ceniral, 1866 .

QUADRO XII

imaunicfluorescéneio indivela, segundo os grupos eldrics ¢ os {Hulos

Titulo das

reagdes (1)}

Reagles posifivas

Grupo etdrio Sorps

{anos} examinados
i 64 256 1024 4008 8000 16600 32000 N %
0 |~ 5 43 z 3 ;3 N 1 1 1 o 1 N i4 2.6
5 — 10 38 s 2 ., 3 2 - 1 o 15 39,5
0 = 20 48 8 6 6 5 Z 2 — — 29 39,5
20 A!-—- k- 49 7 3 9 7 — — — — h 23 31.0
0 - 48 52 2 4 13 9 3 1 — w —_ 2 61,5
mw;;w f— 50 15 - 3 3 a - — B - — ) i 66,7
50 |— 68 § 1 1 3 — 1 — —_ — 6 5.0
Total 254 25 23 39 28 9 4 1 - 1 131 31,6

i
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Como fato digno de interésse, observa-
mos que, nos individuos dos grupos etarios
mais idosos, hd uma major proporgio das
reagdes de titulos 1:256 e 1:024, do que
nos mais jovens. A partir desta observa-
¢do, propomos-nos analisar se as reagdes
de titules baixos (1:16 e 1:64), de titulos
médios (1:256 ¢ 1:1024) e de titulos altos
(1:4 00C em diante) estdio presentes, nas

mesmas proporgles, na populagic de
0 |— 20 anos e de 20 |— 60 anos, ou se
h& uma diferenca significante, do ponto de
vista estatistico, nessa distribuicio.

O quadro XIII e os grificos 3a e 3b
mostram a distrivucfo das reacdes positi-
vas, segundo os titulos das mesmas, nas

QUADRO XIii
Proporede de reacdes sorolégicas positivas, pela téenica da imunocfluorescéneia indirety, segun-
do os Hiulos de reacdes @ grupos etdrics, em indios do Alto Xingu, Brasil Cenirgl, 1966

Titulo Individuos examinados

- das P~ B
Simbolo 0 fo 20 20 e 60 Total

reagdes
T 1 16 15 10 25 8.600000
'}:‘2 64 i3 10 23 0,565217
'{‘3 256 i 28 3 (, 282051
T 4 1024 9 20 2% 04,310344
T, > 4000 10 5 15 0,666666

Total 58 73 13 0,442748

X2 .. 13.094712¢ X* = 9,49
4G — 0805

duas populacbes consideradas. Na andlise
estatistica dos dados désse quadro, usamos
igualmente a decomposicio do X? segundo
COCHRAN!,
P, reunimos os titulos das reacbes em dois

Em funcio dos valores de

grupos, o primeiro compreendendo os titu.
fos 1:256 e 1:1024 e o segundo, os demais
titulos. A decomposicio do X2 é apresen-

tada no quadro X1V,
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A analise estatistica mostra diferenca
significante entre os dois grupos formados
2

w00 0 X ede”

H4 assim, major proporcio de reacdes

de titulos médios ou seja 1:256 e 1:1024,

nos individuos de 20 [— 60 anos, e portan-

to maior proporgfio de reacBes de titulos

baixos (1:16 e 1:164) e de titulos altos

(1:4000 em diante) nos individuos de
0 j 20 anos.

12,660273).
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Grifico 3a

Namero de

reacdes positivas

0 |~ 20 anos
304

20.

L4

"

0 + + + + +
16 64 256 1024 3 4000

Titulo das reacles (1)

Grifico 3b

20 [~ 60 anos
30'
L
204 o
104 [ J .
[
0 16 64 256 1024 3 4000

Titulos das reagies (1)

Grdficos 32 ¢ &b - Reagfes soroldgices para foxoplasmose, segundo o titulp das
reacfies, mos grupos etdrios de O |— 20 ancs (grdfico %) e de W — 6 onos
(grdfico Bb), entre Indics do Alte Xingw, Brasil Ceniragl, 1944,
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QUADRO XIV

Decomposicifo de X2 pura as reagfes sorologicas positives, segunde os tiitulos das reacoes e
gruncs etdrios, em indios do Allo Xingu, Brasil Ceniral, 1968,

Graus de 2 2
Componentes liberdade X Xc
! i EY R
(T3+T4)x(T1+T2+Ts) 1 12,660273 0,064143
T, x T, 1 0,053975 0,064143
(T, + T,) 1 0,053975 0,064143
(T1+T2) x T, 1 0,321706 0,331607
nx1 | 1 0,058758 0,059644
(Tl + Ty + T,) 2 0,380464 0,392174
Total 4 13,004712%%

V — COMENTARIOS

O estudo da prevaléncia da infeccBo pelo
T. gondii no homem e nos animais, baseia-
s¢ fundamentalmente na pesquisa dos an-
ticorpos séricos. No entanto, apesar da
existéneia de diversas técnicas laboratoriais
para a identificaciio de anticorpos ao toxo-
plasma, ndo contamos ainda com uma rea-
¢io ideal, perfeitamente padronizada, de
facil execugio, acessivel a grande nimero
de laboratérios em todo o mundo.

No presente inguérito utilizamos a reagfio
de 1munofluorescéneia indireta, introduzida
recentemente, (KELEN er alii®™®, 1962), que
apresenta algumas vanfagens em relagfo as
técnicas anteriores,

As primeiras observagdes sbbre o empré-
go das técnicas de imunofluorescéncia na
toxoplasmose, foram feitas por GOLD-
MAN® (1957). A partit de um sdro
positivo & reacio de Sabin.Feldman, de
titulo 1:4000, marcado pelo isocianato de
fluoresceina, pds em evidéncia a presenca
de toxoplasmas por fluorescéncia, guando
observados 4 luz violeta, em esfregagos
obtidos do exudato periteneal de camun-
dongos previamente infectados por via pe-
ritoneal. Demonstrou, ainda, a possibili-
dade de ser bioqueada a reagfio, por expo-
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sicfio prévia do antigeno a um séro nfo
marcado, contendo anticorpos toxoplasmé-
ticos. A seguir GOLDMAN®, (1957),
aplicou esta técnica de inibicfo da {luores.
¢éncia a pesquisa de anticorpos séricos, tra-
tando os esfregacos contendo toxoplasmas
pelos soros suspeitos e pelas globulinas es-
pecificas marcadas. A presenca de anti-
cOrpos ao parasita, nos soros examinados,
era evidenciada pela inibigdo total ou par-
cial da fluorescéneia dos toxoplasmas,

KELEN et ali®®, em 1962, empregaram
a técnica da imunoflzorescéncia indireta
para a pesquisa de anticorpos ao T. gondii.
Examinaram 617 soroes humanos pelas rea-
goes de imunofluorescéneia indireta, Sabin-
Feldman, fixacio do complemento ¢ henta-
glutinacfo. Enquanto 30,8% dos soros
foram positivos ao testé de Sabim-Feldman,
nas demais yeacOes os resultados foram
nitidamente inferiores: 5% para a imonu-
fluorescéneia indireta, 2,99 para a fixacfio
do complemento ¢ 3,9% para a hemaglu-
tinago. A principal discordéncia entre
as reacOes de imunofluorescéneia indireta
e de Sabin-Feldman registrom-se nos soros
com titulos de 1:64 ou inferior,

GARIN & AMBROISE-THOMAS?®, em
1963, examinaram [89 soros pela imuno-
fluorescéncia indireta ¢ pela reacfio de lise,
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esta dltima uma modificacio do teste de
Sabin-Feldman. Os soros foram testados
nas seguintes diluiges: 1:10, 1:100 ou
1:200 e 1:1000. Registraram boa corre-
lacBo entre os resultados, sendo que pela
imunofluorescéneia alguns soros mostraram
titulos mais elevados, correspondentes 2 uma
diluicio,

CAMARGOS, em 1964, trabalhando com
1000 soros humatnos, comparou os resul-
tados obtidos através das reacbes de imu-
nofluorescéneia indireta e Sabin-Feldman,
considerando-os positives a partir da dilui-
¢do 1:16. Obteve 225 soros negativos e
768 positivos em ambas as reagSes. S0O-
mente 7 soros foram negativos no teste de
Sabin-Feldman e positivos na imunofluores-
céncia, (titwlo 1:16). Considerando os
resuitados quantitativamente, houve concor-
dincia dos titelos ou variacBo de uma di-
lnigdo em 97,7% dos soros positivos e di-
ferenga de duas diluiges nos 2,3% res-
fantes.

FULTON & VOLLERY, em 1964, exa-
minaram 20 soros pelas reacdes de imuno-
fluorescéneia indireta, Sabin-Feldman, aglo-
tinacfio direta e fixagdo do complemento.
Obtiveram bda correlacio enire os resul-
tados destas diferentes reagdes, menos evi-
dente com a fixagio do complemento.

Van NUNEN & van der VEEN®, em
19653, preconizaram na imumofluorescéneia
indireta, o emprége de cortes congelados
de cérebros de camundongos, préviamente
inoculados com suspensfio de T. gondii in.
tracerebralmente. No exame de 341 soros
humanos observaram gue os resultados da
reagio de imunofluorescéncia indireta con-
cordavam com os da reagiio de Sabin-Feld-
man ou os titulos eram ligeiramente infe-
riores. Em coelhos infectados experimen-
talmente com toxoplasmas, encontraram
concordiincia no tempo de aparecimento
dos anticorpos séricos ¢ na elevagio do
titulo, em ambas as reacdes.

WALTON et alif®®, em 1966, examina-
ram 1000 soros recebidos do Panami e
Bolivia, pelas reagdes de imunofiuorescén-
cia indireta ¢ Sabin.Feldman, a partir da
dilviciio 1:8 e na razfio 2, com os seguintes
resultados:

negativos nas duas reagdes

positivos nas duas reagGes .....
positivos na IFI ¢ negativos ao SF 25
negativos na IFI e positivos ao SF 0

Dos 475 scros positivos, 331 apresenta-
ram em ambas as reagBes o mesmo titulo
ou diferenca de duas diluicbes, e 17 soros
apresentaram diferencas superiores a duas
diluicles,

A especialidade da reagfio de imunofluo-
rescéncia indireta na pesquisa de anticorpos
séricos ao T. gondii foi posta em evidéncia
por FULTON & VOLLERZ, em 1964 ¢
FLETCHER?, em 1965. Decterminaram
a especificidade da rcagfio através de testes
de absorcio e da verificagio da aunséncia
de reacdes cruzadas com soros de doentes
acometidos de maldria, tripanosomiase afri.
cana, filaricse, leishmaniose visceral e cutd.
néa, leptospirose, salmonelose e sifilis, além
de um individuo infectado cony Sarcocystis.

Em conclusdo, pode-se afirmar que a
imunofluorescéneia  indireta na toxoplas-
mose constitul uma reagiio especifica € sen-
sivel, cujos resultados, gracas ao aperfeicoa-
mento de sua técnica, sfo compariveis aos
obtidos pela reacio de Sabin-Feldman,
Esta constataciio merece destaque, pois a
reaciio de Sabin-Feldman permanece como
a reagio padrfio para a avaliagiio dos novos
testes soroldgicos, propostos para o estudo
da toxoplasmose.

A imunofluorescéncia indireta apresenta,
em relacio ao teste de Sabin-Feldman, al-
gumas vantagens:

1 — reduz em muito o manuseio com
toxoplasmas vivos;

2 - dispensa a presenca do fator aces-
sorio, encontrado no sangue fresco de de-
terminados individuos e sempre dificil de
ser obtido e conservado;

3 — permile maior rapidez na leitura
da reacfo;
4 — tratase de uma reaco de ficil

padronizacio, sendo que a distribuicfio do
antfgeno ¢ do conjugado pode ser feita a
partir de um laboratério central para cen.
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tros menores.  Destacando éste fato, FLET-
CHER, afirma: “In this way uniform re.
sults of great value in epidemiological work
could be obtained by peripheral laboratories
scattered over a very wide area”.

Consideramos justificada nfo s a ado-
cio do teste de imunofluorescéneia indireta,
no presente inguérito, assim como o con-
fronto dos seus resultados com aquéles
obtidos por vérios autores, utilizando a
reagfio de SabinFeldman.

Com o intuito de verificarmos o compor-
tamento dos soros por nds examinados e
testarmos a técnica laboratorial utilizada,
30 amostras de soros gue figuram no pre-
sente inquérito foram reexaminados cérca
de um ano apés, em Nijmegen, Holanda,
gragas 4 gentileza da Dra. van Nunen. Fol
empregada a reaclio de imunofluorescéncia
indireta, tendo como antigeno toxoplasmas
da cepa Declen, presentes em cortes de
cérebro de camundongos, segundo técnica
descrita anteriormente,

Conforme se comprova pelo guadro VI,
houve concordincia no total de reacBes
positivas (23) e negativas (7). Dos soros
positivos, 18 apresentaram o mesmo titulo
ou variacfio de uma diluicfio, na razdo 4,
e 0s soros restantes em néimero de 5, apre-
sentaram diferenca de duas diluigdes.  Den-
tro das diferencas assinaladas, as reagdes
realizadas em Nijmegen tiveram em geral
titulo menor,

A concordancia observada pode-se con-
siderar satisfatdria, em relacfio aos dados
da fiteratura (CAMARGOS, 1964; van NU-
NEN#, 1965), tendo-se em conta as dife-
rencas de técnicas entre as duas reacOes,
o emprégo de toxoplasmas de oufra cepa,
o uso de conjugados de procedéneia diver-
sa ¢ o mtervalo de tempo transcorrido.

Nosso empenho em estudar alguns as-
pectos epidemioldgicos da toxoplasmose no
Parque Nacional do Xingu, data de 19635,
quando tivemos o primeiro contato com
seus habitantes, Naguela oportunidade
participamos de um inguérifo soroldgico
sumério (BARUZZI & AMAT(OY 1965),
pela reag@io de Sabin-Feldman, em 92 indios
(38,04% de positivog).
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Aguéle trabalho inicial e o methor conhe-
cimento das tribos indigenas da regifio,
levaram.nos 4 realizacfio de vm estudo mais
amplo, através do presente inquérito, Em
seu planejamento procuramos escother uma
amostra representativa da populaciio do
Alto Xingu, no entanto, encontramos algu-
mas dificuldades. N3o conseguimos obter
nenhum dado informative sébre a sua dis-
tribuicio por grupo familiar, sexo ¢ idade,
g, nossas possibilidades de comunicag8o com
os habitantes da regifio eram limitados pelo
desconbiecimento das linguas indigenas, As
informacdes fornecidas pelos indios, que
falavam nosso idioma, eram em geral muito
precarias, mesmo em resposta a indagagdes
simples, como o ndmero de moradores de
uma oca ou & constituicio de uma familia.

Resolvemos, entfo, realizar o inquérito
sébre toxoplasmose paralelamente ao levan.
tamento da populacfio indigena executado
pelas equipes do Ipstituto de Medicina
Preventiva da Escola Paulista de Medicina
sob nossa orientacdo, em julho e setembro
de 1966.

Os indigenas ao comparecerem ao local
de trabalho da equipe médico-odontoidgica,
eram identificados, submetidos a exame ff.
sico e exame odontolégico, e 1etirava-se
uma amostra de sangue venoso para inves-
tigaches soroldgicas. O comparecimento
fazia-se por grupos familiares, o que vinha
facilitar nossa tentativa em determinar os
lacos de parentesco enfre os individuos exa-
minados, € & seguir a estrutura fribal. Dm
vigitas realizadas 3s aldeias procurava-se
completar o levantamento dos faltosos, den-
tro dos grupos familiares correspondentes,
Os indios doentes que vinham solicitar as-
sisténcia médica, eram atendidos por um
membro da equipe, encarregado do atendi-
mento clinico ¢ sdmente eram incluidos no
recenscamento geral da populago, por oca-
siio do exame dos seus grupos familiares.

Consideramos justificade o critério pot
nés adotado, que permitiv a inclusdo no
inquérito sorologico sébre a ocorréncia de
anticorpos ao T. gondii, de 254 indios, que
representavam cérea de 2/5 da populagio
do Alto Xingu.

Pode-se considerar satisfatéria, a distri-
buigio por sexo e grupo etdrio da popu-
lagio incluida mo presente inquérite. O
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nimero de individuos dos dois sexos € apro-
ximadamente o mesmo (130 homens e 124
mulheres)}, como seria de se esperar, na
auséneia de um fator moérbido conhecido,
que atuasse preferentemente sdbre um dos
SEX0S,

No levantamento de um grupe humano
primitivo é prevista uma certa margem de
érro, entre a idade avaliada e a idade real.
Procuramos nfo ultrapassar essa margem
de &rro, recorrendo ao auxilio da ficha
odontoldgica e adotando, a partir dos 10
anos, a divisdo dos individuos examinados
por grupos etdrios maiores.

Em nosso trabalho observamos, uma re-
ducfic acentuada no nadmero de individuos
examinados, com idade superior a 40 anos,
Assim, para um fofal de 254 indios, tive-
mos apenas 23 no grupo de 44 |— 60 anos
e nenhum no grupo etério que viria a se-
guir, Bste fato foi confirmado nas visitas
feitas s aldeias e também durante o pre-
enchimento da ficha utilizada no levanta.
mento da populagdo. A maioria dos in-
dividuos, de 25 a 35 anos de idade, quando
interrogados informavam que um dos pro-
genitores ou ambos j4 haviam falecido.

Nio temos elementoy suficientes para
explicar a pirdmide de idade dos indios
do Alto Xingu. Desconhecemos quals s%o
as causas de morte mais frequentes nesta
populacdo. Esperamos que, com o progre-
dir dos trabathos que vém sendo realizados
pela Escola Paulista de Medicina, encon-
trem.se respostas exatas a estas indagages.

O inquérito soroldgico sdbre a toxoplas-
mose, por nds efetuado, revelou 51,6%
de reacdes positivas, em 254 indios exa-
minados, a partir do titulo 1:16. Para
uma avaliagfio déste resultado, apresenta-
remos alguns inguéritos realizados por
vérios autores, em diferentes populacBes
americanas,

FELDMAN & MILLER, em 1956, estu-
daram 10 grupos humanos através da rea-
¢io de Sabin-Feldman, a pariir da dilui-
¢io 1:16. Incluiram individuos dog dois
sexos de diferentes idades, em aparente bom
estado de satide.

Bores emaminades
Populago Perceniagem
Nimero de positives
%
Esquimé 21 i3
Indios Navajos 236 4
Islandia 108 11
Portland, EUA 293 17
S8t. Louis, EUA 184 26
New Orleans, BUA 218 31
Pitishurgh, EUA 144 35
Haiti 164 36
Honduras 266 64
Tahiti 121 68

GIBSON ef alii 29, em 1936, entre 987
individuos da raca negra, habitantes da zona
rural, em Tennessee, E.U. A, encontraram
21,8% de positivos pela reacio de Sabin-
Feldman, g partir de 1:16,

GIBSON & COLEMAN®Y, em 1958,
examinaram 100 soros provenientes da
Guatemala, pertencentes a individuos de
descendéncia maia, malores de 16 anos de
idade, que habitavam uma propriedade agri-
cola préxima da costa do Pacifico. En-
contraram 94% das reacdes positivas. Em
Costa Rica, no exame de 156 individuos
maiores de 20 anos, cbhservaram 88,5% de
reacBes positivas.  Em ambos os inquéritos
psaram a reaco de Sabin-Feldman, a par-
tir do titulo 1:4.

LUNDE & JACOBS#, em 1958, em Tri-
nidad, através das reagSes de Sabin- Feld-
man e de hemaglutinacfio, tiveram 54,4%
de positivos, a partir da diluigBo 1:16, em
121 individuos examinados,

MORALES et alif*®, em 1961, na jlha
de Pascoa, sitvada a 4.800km da costa
chilena ¢ habitada por 1.180 pessoas, exa-
minaram os soros de 63 individuos, cujas
idades variavam de 11 a 75 amos. Regis.
traram 92% de reagles positivas a partir
de 1:16. Os resultados foram confirmados
pela reagdo de hemaglutinagdo.
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DELASCIOY, em 1956, na cidade de
S0 Paulo, cobservou entrc gestantes nor-
mais, 42% de reaces positivas pela reagfo
de Sabin.Feldman, com titulos de 1:4 a
1:256,

NUSSENZWEIG®, em 1957, também
na cidade de S3o Paulo, registrou 71,2%
de reaghes posifivas, entre 334 doadores
de sangune. Empregou a reacfo de Sabin.
-Feldman, a partir da dilwiglio 1:16.

DEANE ef alii*®, em 1963, no Territd-
rio do Amap4, tiveram 68,1% de reagdes
positivas em 334 individuos maiores de 10
anos, niilizando a reacdo de Sabin-Feldman
com o titulo inicial 1:16,

JAMRA®, em 1964, realizou um ingué.
rito entre 300 habitantes da uma 4rea pré-
viamente delimitada, nos subdistritos do
Jardim América e Vila Madalena, na cidade
de 8dc Paulo, A reacfio de Sabin-Feldman,
mosirou 67% de positivos, a partic do th
tulo 1:16.

Os trabalhos apresentados, mostram que
entre as populagdes estudadas, hid uma
ampla variagdo na percentagem de indivi-
duos com reacBes posifivas.  Assim, entre
os esquimds, Mmdios Navajos (Arizona,
F.U.A.) e habitantes de Tenesee
(E.U.A.), foram registrados, respectiva-
mente, 0%, 4% e 21,8% de positives, con-
tra 88,5% em Costa Rica, 92% na itha
de Pascoa e 94% na Guatemala.

As diferengas sfo indubitivelmente gran-
des, mesmo se considerarmos que aiguns
dos inguéritos citados incluem grupos eti-
rios diferentes ¢ que as pirimides de idade
dos individuos examinados nfo 8o iguais.

Procuramos confrontar os nossos resulta.
dos, com aguéles obtidos em dois oufros
inguéritos realizados no Brasil. O primei.
ro efetwado por DEANE et alii’® (1963),
no exiremo norte do pais, no Territorio do
Amapa, em wma populagio aparentemente
radicada na regio desde o nascimento, vi.
vendo em peguenos nicleos populacionais,
e o segundo, realizado por JAMRAZ
{1964, ), entre habitantes de uma 4rea re-
sidencial da cidade de S3o Paulo. Nos
trés levantamentos soroldgicos citados, fo-
ram usados, como antigenos, toxoplasmas
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da cepa M e as reagbes foram considera-
das como positivas a partir do fitulo 1:16,

No Alto Xingu, ao estudarmos a distri-
buicdo das reagBes positivas nos dois sexos,
registramos 46,9% de reaches positivas en-
tre os homens e 65,5% de reacdes positi-
vas enfre as mulheres. A andlise estatisti-
ca utilizada ndo mostrou diferenca signifi-
cante na propor¢io de reagles positivas
entre 0s sexos, nos diferentes grupos etirios.

DEANE e alii'®, (1963), no Amapé,
examinando 118 homens ¢ 236 mulheres,
encontraram, respectivamente, 71,2% e
66,5% de reacBes positivas.

JAMRA3S (1964), em 300 habitantes
de Sfo Paulo (119 homens ¢ 181 mulhe-
res), registron 63% de reacdes positivag
no sexo masculing & 69,6% no sexo femi-
nino. A analise estatistica utiizada, no re-
ferido trabalho, ndo mostrou diferenca signi-
pificante entre os dois sexos, na proporcio
de reagdes positivas nos diferenies grupos
etdrios.

Por é&stes resultados, pode-se presumir
que ndo hé predomindncia de reagdes soro-
16gicas positivas para toxeplasmose em ne-
phum dos sexos e que as diferencas, even-
tualmente registradas traduzem variagles
ocasionais. Esta impressfio € reforcada pe-
lo trabalho de FELDMAN & MILLER*
(1956}, que no exame de 1.191 individuos
{548 homens e 643 mulheres), pertencentes
a seis grupos populacionais diferentes, en-
contraram. 36% de reagles positivas no
sexe masculino ¢ 36% no sexo feminino,
Neo eatanto, no exame isolado de cada wma
dessas populacbes, observaram ligeira pre-
dominfncia das reacBes positivas, ora en-
tre os homens, ora entre as mulheres,

Os levantamentos soroldgicos efetuados,
por nés, no Alo Xingu, por DEANE et
alii ** {1963}, no Amapéd e por JAMRAS
(1964}, em Sdc Paulo, permitem estabe.
lecer uma comparagiio entre os resultados
observados, dentro de cada grupo etério,
nas trés populagbes estudadas. Isto &, en-
tre criangas, jovens e adultos, incluidos nog
inquéritos citados. Os dados respectivos
sfio apresentados nos quadros XV, XVI
¢ XVII ¢ no grafico 4.
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QUADRO XV

Reagées sorologicas positivas pora towoplosmose, em fndios do Alto Xingu, 1966,

Grupos Individuos Reagbes positivas
etadrios examinados No N

8 — 3 43 14 36

5 |}— 1 38 15 345

0 — 20 49 26 58,5

0 |— 3 45 25 31,0

30 }— 40 52 32 61,5

4 j— 350 15 ig 66,7

56 |-~ 60 8 6 5.0
Total 254 131 516

QUADRO XVI

Eeacdes soroldgicos posilives pare foroplasmose, em habilantes do Awmapd

L)
DEANE et alir  , 1863

Grupos Tndividuos Reagdes positivas
etadrios examinados No 4

0 f— 20 112 61 4.3

20 [ 30 117 81 69,2

3 | 40 64 53 82,8

48 | 50 22 i5 68,2

56 [— 60 4 i7 0.8

60 | ou mais 15 14 933
Total 354 241 68,1
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QUADRO XVII

Reaedes sorolégicas positivas pare toroplasmose, em habifenies de Sdo Paulo

(TAMRA®S | 1084).

Grupos Individuos Reacles positivas
etadrios examinados N.O 9
j— 3 18 2 1,1
[— 10 20 5 25,0
M — 2 53 21 386
28— 30 56 43 76,7
i — 40 67 53 791
48 - 5D 41 34 82,9
30 {— 60 i3 12 92.3
60 [ ou mais 32 3 96,6
Total 300 201 67,0
Reagoes
positivas
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Crdfice 4 —  Distribuiefo percentual das reagles sorolGgicas positivas pare

toxoplusmose, segundo o8 grupos eldrios, registradas no Alto Xingu (1968), dwmapd

(DEANE et alit®® | 1953) o em S0 Paulo (7aMREA®E, 1960
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Inicialmente comparamos nossos resuita-
tados com os registrados no Amapi (DEA-
NE ef qlif** 1963), em cada um dos grupos
etarios seguintes: 10 |— 20, 20 |— 30,
30 |—30, 40 |— 50 ¢ 50 |— 60 anos.
Para a andlise estatistica usamos o teste
do X? em quadros de 2x2 (associacfo),
empregando quando necessdrio o método
exato de Fisher, tendo em vista as restri.
¢des impostas por COCHRAN!,

A andlise estatistica permite.nos re-

jeitar  a hipStese de igualdade,
na proporcioc de reac¢des positivas
nos grupos etarios de 20 — 30 anos
x* = 383, X = 4205)
IGL—4,05 calculado
e nos grupos etdrios de 30 |-— 40 anos
= 384, X = 5588)
IGL—5.05 calenlado

Nos demais gropos etirios nfo hi sienifi-
clncia para o valor X? calculado. Assim, a
menor proporgfio de reacdes positivas obser.
vadas no Alto Xingu em refacfio ao Amapé,
¢ significante tanto para o grupo de 20 |—
30 anos , como para o de 30 [— 40 anos,

O mesmo estudo comparativo foi feito
entre 0o Alto Xingu ¢ S&o Paulo (JAM-
RA®, 1964}, nos grupos etirios com-
preendidos entre 0 |— 60 anos. En.
contramos diferenca significante, apenas,
no grupo etdrio de 20 |— 30 anos

= 388 X =

IGL—0 08 caleuiado
com uma menor proporeiio de reacdes posi-
tivas entre os indios. Nos demais gropos
etarios as diferencas nfo sfo significantes.

6,51503,

Interessa-nos, também, verificar qual o
comportamento das reagBes positivas, segun-
do o tftulo das reacBes. Constata-se, que
1:256 foi o titulo mais freqilente no ingué-
rito do Alte Xingu, o mesmo ocorrendo no
Amapd (DEANEY, 1963) e em Sio Paulo
(JAMRA®, 1964}, representando, respec-
tivamente, 29.8%, 34,4% e 34,8% do to-
tal de reacdes positivas. As quatro primei.
ras diluigdes {titulos de 1:16 2 1:1024), en-
globam 88,5% das reacdes positivas do Al-
to Xingu, 83,4% do Amapi e 92% de Sio
Paulo. O titulo mais alto, verificado no Al
to Xingu e em Sdo Paulo foi 1:32:000 € no
Amapa 1:64.000,

No Alto Xingu estudamos a proporcio de
reacOes soroldgicas, segundo o titulo das rea-
¢des, na populaciio de 0 |— 20 e 20 |— 60
anos. Verificamos que as reactes de inten-
sidade média (titulos 1:2536 e 1:1024), es-
tio presentes numa proporcdo significativa-
mente malor no grupo de 20 |- 60 anos,
e que tanto as reagdes de titulos baixo (1:16
e 1:64), como as de titulos altos (1:4 000
em diante), sfo mais freqilentes no grupo
de 0 |— 20 anos,

Consideramos, que o comportamento di-
verso das reacOes soroldgicas, com relagfio
ao titulo, em jovens e adultos, observado no
Alto Xingu, deverd ser investigado em ou-
tras populagfes, pois, talvez possa sugerir
hipéteses para explicar certas pecularidades
da epidemiologia da toxoplasmose, & mesmo
de sua patologia.

O presente trabalho, nos permite concluir
que, a prevaléncia de anticorpos ao toxo-
plasma numa populacio isolada, homogénea
do ponto de vista étnico e de habitos e cos-
tumes identificaveis aqueles dos homens
primitivos, ndo difere substancialmente,
quer daquela observada em uma populagio
de um grande centro civilizado, quer da-
quela verificada em pequenos nicleos po-
pulacionais da regifo amazoénica. Este
achado nos induz a inferir que a dissemi-

nacio da toxoplasmose nio ¢ influenciada
por hibitos civilizados,

VI—CONCLUSOGES

1. A validade dos nossos resuifados,
pela técnica da imunofluorescéncia indireta,
foi confirmada em um lote de 30 soros,
reexaminados cerca de um ano apds, no
Departamento de Higiéne da Universidade
Catélica de Nijmegen, Holanda.

2. Em 254 indios do Alto Xingu, Bra-
sil Central, registramos 131 reacBes posi-
tivas, ou seja, 51,6% a partir do titulo
1:16.

3. Nio observamos diferenca signifi-
cante, do ponto de vista estatistico, na pro-
porcio em cada grapo etdrio, de rcagbes
positivas nos dois sexos,
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4. Observamos wma proporgio sigpi-
cante menor de reacbes positivas no grupo
0 |— 10 anos, em relagdo ac grupo de 10
|— 60 anos,

5. Comparamos a proporgdo de rea-
¢Oes positivas no Alto Xingu, com as re-
gistradas noe Amapa (DEANE er aliis,
1963) e em SZo Paulo (JAMRA, 1964),
entre individuos dos mesmos grupos eté-
rios, Observamos no Alto Xingy, em re-
lacBo ao Amapa, wma propor¢io signifiti-
vamente menor de reacOes positivas no gru-
pode 20 — 30 e 30 |- 40 anos. No con-
fronto com Sio Paulo a populaciio do Alto
Xingu mostrou proporgio significantemente
menor no grupo de 20 |— 30 anos.

6. Os resultados do Alte Xingn, no
seun conjunto, néo diferem de forma acen-
tuada, como se poderiz supor pelas condi-
¢des de vida do indio, daquéles obhservados
ern uas populacdes brasileiras (Amapd e
S#o Paulo)}, com graus de civilizagfo mais
avancados. As diferencas observadas nfo
sfio de magnitude suficiente para fazer ad-
mitir a existéncia de estrutura epidemiols-
gica distinta para a toxoplasmoseé no Alto
Xingu, em relagdo ao Amapd e Sio Paulo,

7. Nossos resultados permitem afirmar
que os habitos civilizados nfo exercem in-
fluéncia sébre a prevaléncia de anticorpos
ao toxoplasma,

RESUMO

A pesquisa de anticorpos ao Toxoplas-
ma gondii em 254 indios do Alto Xingu,
Brasil Central, pela téenica da imunofluo-
rescéneia indireta revelou 51,6% de 1ea-
ebes positivas de titulo igual ou superior a
1/16. A populacio indigena do Alto
Xingu é avaliada em 600 indios, distribui.
dos por nove tribos, que vivem em relativo
estado de isolamento mantendo muito de
seus habitos e costumes primitivos. Os re-
sultados foram comparados com os de
outros dois inquéritos realizados em 4reas
geograficas diferentes do Brasil (no Terri-
torio do Amapd e na cidade de Sio Paulo),
nos quais os autores utilizaram técnica so-
rolégica  superponivel 2quela empregada
por nds.  Os resultados do Alto Xingu, no
seu conjunto, ndo diferem de forma acen-
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tuada, como se poderia supor pelas condi-
¢des de vida do indio, daqueles observados
1o Amapé e Sio Paulo, e mpopulacles com
graus de civilizagiio mais avangados.
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