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AOS COLABORADORES

A REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTE tem por finalidade a divalgagdo de
irabalhos especialmente relacionados com as atividades laboratoriais em Saide Pablica,

Os artigos destinados a Revista somente serdo recebidos quando redigidos de acordo
com as neTmas seguinfes:

NORMAS PARA PUBLICAGAO

Os originais deverdo ser redigidos na ortografia oficial (1943, com alt. Lei n.0 5.763
de 18.12.1971), apresentados em duas vias (original e primeira edpia), datilografados com
espace duplo em Jolhas de papel formato oficio, numeradas no dngulo superior direito,
com margens de 3 cm de ambos os lados. As ilustragdes (fotografias, desenhos, grificos,
formulas, equagdes, mapas, diagramas), legendas e rodapés deverdo ser apresenmtados d
parte, devidamente identificados, assinalando-se, no texto, onde serdo nseridos.

No preparo do texto, os autores obedecerds, sempre que possivel, 4 seguinte ordem:

Titulo em portagués
Titulo em inglés

Nome do autor ou autores (Fliagio clentifica em rodapé)
Resumo em inglés
Introducio

Material ¢ métodos
Resulados

Dhscussio

Conclusdes
Agradecimentos

Resumo em portugnés
Referéncies bibliograficas

TITULO - Deverd ser breve e indicativo da exata finalidade do trabalho. Nae deverdo ser
empregadas abreviaturas.

RESUMOS — Ndo deverdo exceder 200 palavras. Serdo concisos e claras, pondo em releve
de forma preciza o3 fatos essenciais necessirios d conclusdo,

ABREVIATURAS - No texto, deverdo ser evitadas, ou usadas apenas as que obedecem s
normas nacioneis ow, na falta destas, ds internacionais. Os pesos e medidas (inclusive suas
abreviaturas) deverdo ser expressos no Sistema Métrico Decimal.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS — Deverds ser apresentadas somente as de trabalhos
consultados Hgados ac assunto e citados no texto. Hovendo wm dwico autor, serd indicado
o wltimo sobrenome, seguido do(s) prenome(s} (ou das iniciais dos prenomes) BARBOSA,
A. ). Quando a obra tem dois autores, mencionam-se ambos, na ordem em que aparecem
na publicagdn, sempre o sobrenome antecedendo o prenome, Hgados por “& GOMES, J.
A. & TOURAINE, M. M. A. Para mais de dois auiores, quando a identificagdo da obra o
exigir, mencionam-se todos, separados por ;7 ROSENBERG, M.; YAKOVLEV, P.I;van
der HOEVE, J.; AMATO HNeto, V.; VOGT, H. Quande a identificagdo da obra o wdo
exigir, menciona-se primefro autor, seguido da expressdo et alil: RACHOU, R, G. et alii,

No texte — As referéncias serdo numeradas, em ordem crescente, escritas em versal,
com mimero alto ao lado do sobrenome do autor: .. . segundo GOMES® .

Na Hista de referéncias - Serdo ordenados numericamente, em ordem alfabética,
como s‘egue.'



Para artigos

Sobrenome do autor(es} seguido(s} das imiciais do(s) prenome(s), titulo do
trabalho, titulo do periddico (abreviaturas mo ‘“World List of Scientific
Periodicals”}, volume, nitmero, pagina inicial e final e ano de publicacdo. Ex.:

MALLORY, F.B. — Cirrhosis of the liver. Five different tyges of lesions
from which it may arise. Bull. Johms Hopk. Hosp., 221 69-75, 1911,

Para livros

Sobrenome do autor ou autores ou, na falta destes, do editor, seguido dos
prenomes, titulo, edigdo (se ndo primeira), traducdo (se for o caso), local de
publicacdo, editor, ano de publicagdo, nitmero de volume, pdginafs) citadals).
Ex.:

AMATO Neto, V.; CAMPOS, R.; FERREIRA, C. C, — Diagnéstico das
parasitoses intestinais pelo exame de feres. 23ed. Sio Paulo,
Atheneu, 1963, p. 125,

ILUSTRAGOES — Serdo citadas no texto como “Fig.", numeradas e virdo acompanha-
das de legendas explicativas. Os desenhos, graficos, férmulas, equagdes, mapas, diagra-
mas deverdo ser feitos a nanguim preta, em papel vegetal e confeccionados de modo a
poderem ser reduzidos na clicheria ¢ 1/2 ou 113 do tamanho original, sem perda de
nitidez ou legibilidade. As fotografias serdo apresentadas em envelope a parte; deverdo
ser nitidas ¢ de bom contraste, e trazer no verso o nome do autor, titulo do artigo ¢
nitmero com gue irdo figurar no texto.

QUADROS QU TABELAS — Ndo deverdo exceder as dimensdes do texto da Revista.
Os respectivos titulos deverdo indicar claramente o conteddo; se possivel, seguir as
“Normas de apresentagdo tabular™ estabelecidas pelo Conselho Nacional de Estatistica
(publicadas na Rev. Bras. Est., 24: 42.60, 1963).

No corpo da tabela ou guadro, wenhuma casa ficard vazia; segundo convencdo
internacional, a auséncia de dados numéricos serd representada por:

— (traco horizontal) quando o fendmenc ndo existe;

... {trés pontos) gquando o dado é desconhecido, nfo implicandag
porém, afirmativa de que o fendmeno exista
o TE0;

0; 0,0; 0,00 {zero) quando o fendmeno existe, sendo sua expres

sic, porém, tdo pequena que ndo atinja a
upidade adotada no quadro. Exemplos: se
todas as medidas figurarem em décimos de
miligrama e houver uma menor que 0,05 mg,
inscrever-se-a 0,0; se todas ﬁgurasem em cen-
tésimos de milfmetro ¢ houver menores que
0,005 mm, essas serdc representadas por

0,600,

DA PUBLICACAO

1. 4 publicagdo de artigos na Revista estd condicionada a aprovacdo da Comissdo de
Redagdo, que poderd sugerir ao autor, alteracGes do original.



~1

. Todo trabalho entregue para publicagdo deverd ser assinado pelo autor e trazer

endereco para correspondéncia. No caso de mais de wm autor, deverd ser
expressamente indicado o responsdvel pela publicagdo.

. Na publicagdo do artigo, constard obrigatoriamente, em rodapé, a data de

recebimento.

. A primeira prova tipogrifica serd revisada pela secretdria da redagdo e conferida pelo

autor, gue a rubricard.

. Os originais de trabalhos aceites para publicagdo ndo serdo devolvidos aos autores.

. Og antores terdo direito a 70 separatas; quando desejarem waior nivmero, deverdo

entender-se previamente com a secretdria da Revista.

E proibida a reproducdo no_odo ou em parte de trabalhos publicados na Revista, sem
prévia autorizacdo do autor e do Diretor Geral do Instituto Adolfo Lusz. E permitida,
entretanto, a reprodugdo de resumos, com a devida citagdo da fonte.



Necroidgio

BRUNO RANGEL PESTANA

“Servidor Emérito”

E com profundo pesar que esta Revista abre as pdginas deste nivmero para prestar homenagem
péstuma a Bruno Rangel Pestana, antigo colaborador desta Revista e ex-Diretor da Divisdo de
Bromatologia e Quimica deste Instituto, recentemente falecido nesta Capital.

Servidor exemplar e dedicado, possuidor de elevado valor moral e cientifico, serviu durante
guase meio século, procurando, no decorrer de toda a sua vida funcional, executar bem as tarefas
que lhe foram confiadas, preocupando-se acima de tudo com a defesa do bem e da saitde de seus
semelhantes,

Bruno Rangel Pestana nasceu no dia 15 de setembro de 1881, na capital do estado de Sdo
Paulo. Descendente de tradicional estirpe paulista, foram seus dignos genitores Francisco Rangel
Pestana e Damiana Quirfno Rangel Pestana,

Diplomado em Farmdcia no ano de 1902 pela Faculdade de Farmdcia anexa a Faculdade de
Medicina do Rio de Janeiro, foi convidado, em 1907, para integrar o guadro técnico do Instituto
Serunterdpico, instalado em Sdo Paulo por sugestdo e influéncia do cientista Adolfo Lutz.

Em 1911, representou o estado de Sdo Paulo na Exposicdo Internacional de Dresden, na
Alemarha, onde permanecen durante um ano aperfeicoando seus conhecimentos técnicos que
redundaram na publicagdo de um trabalho sobre a “Reagdo de Abderhalden”.

Em 1914, como assistente de Theodoro Bayma e em companhia de Sebastido de Camargo
Calazans, combateu e dizimou uma epidemia de febre tiféide que grassava em Sdo Paulo e em
Curitiba.
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Em 1915, ao lado de Vital Brasil, realizou esiudos sobre o ofidismo e sobre soros pegovhen-
tos, dedicando-se também a pesguisas sobre o molésiia de cdes denominada Nambyuviz, Nesse
mesmo ano dedicowse a estudos de lepra e difteria. Ainda, em 1915, trabalhoun ao lado de
Theodore Bayma e Adolfo Lindenberg; com o primeiro, estudow o parasitismo intestingl dos
imigrantes do Impéric Japonés 2, com o segundo estudou o guimioterapia das bactérias deido
resistentes.

B 1917, Artur Nefva, entdn divetor do Servige Sanisaric do Estodo de 3do Paule, enviou ao
divetor do Institute Bactericlégice, na ocasido Theodore Bayma, o oficio n® 2335, transmitindo
os elogics do Presidente do Estado, feitos a Brune Rangel Pesiana pelo “brilhante desempentic
em sua wmissdo em Curitiba, como infegrante da “Comissén da Febre Tifétde” de outubro de
1817,

Durante o surte de gripe epidémice de 1818, gue grassou em Sdo Paulo, prestou colaboragdo
eficiente na debelacdc do weal.

Em 1920, deniro das avribuicdes tnternas de atividades do Instituto Bacterioldgico, foi encar-
regado dos Servigos da Tuberculose, Lepra, Lues,Difteria ¢ Parasitos intestinais.

Em 1925, por Decrete de 23 de julho do mesmo anc, voltow a trabalhar no Instituto Butan-
tan, visto terem sido os Institutos Bactericlégico, Serunterapico e Vacimogénico integrados ao
primeire, onde permaneceu até 1831, Com Jalme Pereiva estudou as propriedades da advenaling
oxddada e, com Sebastido Camergo Calazans, eonstaton o valor do deido rosdlico no isolamento
dos germes colitificos desintéricos,

Em 1932, tomon parte ativa na Revelugdo Constitcionalista de 9 de julho, quando prestou
eficaz colaboragdo.

Em 1936, fer jus ao Oficic P/1051 do Diretor Geral do Servige Sanitdrio, de 28 de agosto
daguele ano, pelo seu esforgo, coadjuvado por outros servidores.

Ewm 1938, integrou a “Comissifo de Bstudos da Ledshmaniose™, com a colaboragdo de Humber-
to Poscale e Samuel Pessoa; terminados esses estudos, publicon, com o dltimo, imporiante mono-
grafia de grande significado para a bibliografia médica, referente a Leishmaniose.

Em outubro de 1948, com a criagdo do Imstimto Adolfo Lutz pela fusic do Instituto Bacte-
riolégice e do Laboratdvio de Andlises Quiwicas ¢ Bromatoldgicas, foi nomeado chefe da Sub-Di-
visdo de Bromatologia e Quimica.

Em 20 de novenbro dz 1941 foi designado para fazer parte da Comissiv que tinha por
finalidade a revisdo e atualizagdo do Regulamento do Policiamento Sanitdrio de Alimentagdo Ph-
blica, aprovado pelo Decreto n? 100637 de 21 de vutubro de 1939,

Emjulho de 1943, foi enviado ao Rio de Jureiro pelo enido nterventor Pederal em Sdo Paulo, ¢
fim de wliimar gntendimentos sobre a padronizagdo de paradigmas e métodos analiticos referen-
tes ds atividades bromatolégicas. Representando o estado de 8do Paulo, assinou o Convénio dos
Generos Alimenticios com o Prefeitura do Distrito Federal, no sentido de serem adotados os
mesmos padrdes, Hpos, caracterisicas, definicdes ¢ métodos enaliticos pelas duas maiores cidades
brasileiras - Sdo Paulo e Ric de Jeneira.

Em fevercirc de 1944, representou o Inssituto Adolfo Lutz junto ao Ministério da Agricultura,
wna Comissio de Fiscalizagdo dos Produtes Alimenticios de Origems Animal e, em agosto do
mesme ane, participou das conversacdes gue o referide Ministério realizon sobre a fiscalizagdo
das condigdes higidnicas e sanitdrias das empresas gue exploravam as douas engarrafadas, estabele-
cendo normas para a referida fiscalizacdo.

Em abril de 1946, representou oficialmente ¢ Instituto Adolfo Lutz na Primeira Jornada
Brasiletra de Bromatologia realizada na Capital de Sdo Paulo. Exerceu nessa jornada o cargo de
Presidente da Comissdo Clentifica, merecendo significativo e honroso voto de louvor.,

Em janeiro de 1947, através de decreta governamental, foi designado para assingr em nome do
Governo de Sdo Paulo o convénio entre este Esiade ¢ o Distrite Federal para adogdo do Regula-
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mento do Policiamento da Alimentacdo Poblica. Nesse mesmo més, na cidade de Porto Alegre,
participou do 59.Congresso Brasileiro de Quimica, patrocinado pela Associagdo Quimica do Brasil,

Em janeiro de 1948, integrou a comissdo encarregada de estudar a Regulamentacdo do empre-
go do guarand nas bebidas refrigerantes.

Ew setembre de 1951, foi nomeado Diretor da Diretoria de Bromatologia ¢ Quimica do
Instituto Adolfo Lutz, cargo criado pela lei n0 990151, que deu nova estrutura legal ao Laborato-
rio de Satde do Estado de Sdo Paulo.

Em 20 do mesmo més, foi designado pelo Governo do Estado para acomparnhar os trabathos
da Comissio Executive de Revisde da Parmacopéia, que redundaram wa aprovagde e edicdo de
swma nova Farmacopéia Brasileira.

Em 6 de feversiro de 1852, como fjusto prémio ds suas multiplas atividades, o Sr. Governador
do Estado de Sdo Paulo, pelo Decreto n0 21.188, conferiu-lhe o honroso titulo de “Servider
Emérito”. A sala onde trabalhou no Instituto Adolfo Lutz foi denominada “Sale Bruno Rangel
Pestaria™.

Apos a decorréncia de quase cingilenta anos de continuas e inestimdveis atividades funcionais,
foi colhido pela compuisiria e, no dia de seu setuagésimo aniversirio natalicio foi aposentado
mas, mesmo wnessa situagdo de jubilado, nunca deixou de se interessar pele vida do Instituto
Adolfo Luiz gue fazia parte integrante de sua vida.

Preixow Bruno Rangel Pestana vasta bagagem cieniifica, grande parie publicada nesta Revista,
destacando-se dentre seus irabathos os constantes da bibliografia seguinte:

BIBLIOGRAFIA

PEﬁ’E‘ANA B.R. — Algumas notas sobre a pharmaco- PESTANA, B.R. ~ A Iuie conira a diphteria. O sére
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4119~ '229 1919, Butantan, Anafs Fauf Med Cirurg, 403
58-61, 1915,

PESTANA, B.R. - ConsideracBes acerca de aiguns PESTANA, BR. ~ O Mambyuv, Rev. Med {SZo
protoZoariod o outros parasitas encontrados em Paulod, 13: 423428, 1918,

fezes humanas, Anals Paull Med Cinerg, B(5%:

103-.383, 1917,
* 1 PESTANA, B.R, ~ Notas sobre o Wratamento da le-

PESTANA, B.R. ~ ConsideracBes epidemiologicas a ;;;am Anals Bodl, Med. Cirurg, 3¢1): 10-13,
respeito da febve amareliz ¢ da febeo amarelia
sylvestre. Angis Poul, Med COirwg., 34(5%

441485, 1937, PESTANA, B.R. — Notas sobre o veneno de cobias

de especies brasileiras, A subsifncia hemoly-

3 7 sy a0 s _ -

PESTANA, B.R. ~ Consideracies epidemioldgicas a ?;?}5‘%&3 Faul. Med. Cirurg., 6(5): 108-112,

respeito do tifo exantsmético om 380 Paulo. ' '

Anels Faul Med, Cirurg., 48(4): 287-347,

1944, PESTANA, BR. — Motas sobre o veneno das cobras

brasileiras. Immunidade Nawtural, Anais Paul,

PESTANA, B.R. ~ Dz meningite tubercalosa. Diag- Hed. Cirurg., 5{2/4): 125130, 1915,

nGstico bacteriofdgico, freqiiéncia da meningite

tuberculose, ¢ tipe de bacile bovino em SHo PESTANA, B.R. — Profilaxia da leishmaniose. fr;
Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lurz, 30y 40-54, Anais da Jornedo de Evomomds Rurgl, B3o
P94, Paulo, Secretaria da Agriceltura, 1947, p. 116,

PESTANA, BR. — A febre typhoide em 8. Paalo. PESTANA, B.R. ~ Reacio de Abderhalden para diag:
Angis Paul, Med, Cirurg,, (53 101-115; %60 nostico da gmviden, dnais Poul. Med Cirnrg,,
123136907 149164, 1918, {23 8283, 1914
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PESTANA, B.R. — Serotherapia anti-ophidica. Anais
Paul, Med. Cirurg., 3(2): 27-37, 1914,

PESTANA, B.R. — Sobre o poder hemolytico das
peconhas de algumas espécies brasileiras, Ia:
CONGRESSO BRASILFIRO DF MEDICINA E
CIRURGIA, 2.9, Sio Paulo, 1907. Anais.

PESTANA, B.R. — Tipos de bacilos tificos e sen
valor epidemiologico. Angis Paul. Med. Cirurg.,
39(1): 19-25, 1940.

PESTANA, B.R. - Vaccina e 0 soro anti-pestosos do -

Instituto Serotherapico do Butantan. Anafs
Paul, Med. Cirurg., 3(3): 58—60, 1914,

PESTANA, B.R. & ANDRADE, M.C. — Contribui-
¢io a0 estudo do grupo coliforme e sua signifi-
cacdo nos exames de dgua. Aneis Poul. Med.

Cirurg., 39(6): 435466, 1940:

PESTANA, B.R. & FARACO, M.J. — Do emprego
do mefo de agar-desoxycholato de sodinm-ci-
trato (Leifson) para isolar bacilos disentéricos.
Anais Paul. Med. Cirurg,, 40(10): 307-314,
1940.

PESTANA, B.R. & FARACO, M.1. — Exame bacte-
rioldgico de fezes. Rev, Mnst. Adolfo Lutz.,
2(2): 269287, 1942,

PESTANA, B.R. & FERREIRA, M.F.QQ. — Conside-
raches sobre algumas propriedades bioguimicas
do bacilo da difteria. Rev. Inst. Adolfo Luiz,
3(1): 3243, 1943,

PESTANA, B.R. & FERREIRA M.F.Q. — Diagnésti-
co bacterioldgico da difteria por métodos rdpi-
dos. Anais Paul. Med. Cirurg., 38(5): 393-399,
1939.

PESTANA, B.R. & LIMA, E. — Estudo comparativo
da contagem de germes do leite em placas de
dgar standard e dgar-leite-iriptona-glicosado e
incubado 4s temperaturas de 32 e 37°C. Rev.
Insr. Adolfo Lutz., 2(1): 18-33, 1942,

PESTANA, B.R. & PESS0A, 5.B. — Leishmaniose
tegumentar autocione no municipio de Sdv
Pavlo. Anais Peul Med, Cirurg., 38(6):
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SUMMARY

HOFER, B.; HOVAES, J. R C. & PESS0A, 5. V. A, — Vi phage typing and fermentative types of
Salmonells 1yphi isolated in the siate of 580 Panlo, Brazil. Rev, Just ddolfo Lutz, 37 7-15,

1972,

The distribution of lisotypes and fermentative types, according to Kristensen’s
scheme, in 201 samples of Salmonella tvphi isolated in Sio Paulo, S.P. Brazil, from

1966 to 1971 was analysed.

Lisotypes A {37.81%), E 1 2 (27,36%), ¥ 1 {5,97%)}, negative vi-samples {5,97%) and

1.1 (4,47%) were the most prevalent.

In respect to the biochemical classification, 50,74% of the samples were classified as
of type 1, 48,25% as of type 11 and 0,39% as of vype 1T respectively.

INTRODUCAD

Destaca-se ainda a febre tifGids como uma
das doencas de maior irmportingia em mosso
meio principaiments em decorrdncia das cone
digBes insatisfaidrias de saneaments bisico
ofertadas ds populacBes de grande parie de
nossas cidades, Estas condigfes, associadas a
alguns outros {atores, podem ser responssbi
Hzadas pelo cardter endfmico dests enfermi-
dade, subsistindo mesmo sm regides conside-
radas mais desenvolvidas do ponto de vista sé-
cio-econfimico, come no case do Estado de
Sdo Faulo.

Fundamenta-se a andlise epidemioldgica da
febre tifdide nos dados adquiridos das investi-
gacOes laboratoriais, gque proporcionam o5
elementos necessirios para o esclarecimento

do curso e propagacio desta entidade noscld
gica 2m uma populagio.

Uma das primeiras tentativas para filiscio
dos casos de febye tifdide estd represeniada
pelo comportamento heterogoeo dag amos
tras de Salmonelia typhi, diante da arabinose e
xilose, preconizada por KRISTENSEN &
HENRIKSEN"' e 1926 ¢ 1938, Por esta
tdoenica & possivel classificar o8 bacilos tificos
ern guatro tipos, de acordo com as reacBes
observadas. Todavia, com o advento da fago-
fipagem ou lsotipla, que veio a se constituir
no procedimento mals apurado para a diferen-
clagio de tipos de  Sehaonells ppfd |, propor-
cionando condicBes mals amplas ¢ seguras pa-
ra as Inisrpretactes dazs andlizes epidemiold-
gicas, relepou-se a um segundo planc a classi-
ficacfo bioguimica de Kristensen.

1y Reatizado no Departamenio de Microbiologia » Imumologia do Institute Oswaldo Cruz, Guanshara, ¢ na
seedo de Bactericlogia do Instituto Adolo Lote, S80 Paulc.
{2} Do Departamento de Miczobiologia o Imunotogia do Instituto Oswaldo Cruz.

{3) Do Instituto Adolfo Lutz,
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Em 1936, pouco tempo ap0s a descoberta
da fragfio antigénica denominada Vi, em cultu.
ras de bacilos tfficos por FELIX & PITT®
quase que de modo simuitineo e independen-
temente, CRAIGIE & BRANDON** - SCHOL-
TENS* & SERTIC & BOULGAKOW?® des-
crevem o isolamento de bacteridpgafos com
aclo especifica para as amostras possuidoras,
com total integridade, do antigeno Vi.

Posteriormente, CRAIGIE & YEN®®,
constataram que um dos fagos, ac que deno-
minaram Vi I, apresentava um extraordinario
poder de adaptagio desenvolvendo uma ati-
vidade litica e seletiva para as amostras de
bacilos tificos, sobre os quais eram propaga-
dos. Utilizando-o, em diluicGes ditas criticas,
isto € — a maior diluicdo do fago que eviden-
cia lise total ou confluente nos crescimentos
de S.typhi — tiveram estes autores, possibi-
lidade de caracterizar pouco menos de duas
dezenas de lisotipos deste microrganismo.
Paulatinamente, foram acrescidos ao esquema
incipiente de Craigie ¢ Yen novas preparacOes
adaptadas ao fago Vi II, que atualmente capa-
citam individualizar 87 tipos figicos.

Considerando ser de excepcional interesse
epidemioldgico a avaliagio dos lisotipos inci-
dentes nas diferentes regiSes do Brasil e admi-
tindo-se as escassas referéncias bibliogrdficas
existentes a este respeito, em nosso meio,
tém-se na presente investigacfio, alguns dados
obtidos através da lisotipia Vi, em amosiras de
Salmonella typhi, oriundas de vdrias locali-
dades do Estado de S.Paulo. Afim de ampliar
os resultados da fagotipagem, fez-se concomi-
tantemente a determinacfo dos tipos fermen-
tativos, diante da arabinose ¢ xilose.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 20l amostras de Sal-
monella typhi, isoladas a partir de hemocul-
turas, efetuadas no perfodo de 1966 a 1971,
ne Laboratério de Enterobactérias do Insti-
tuto Adolfo Lutz, S.Paulo.

Em apenas 108 culturas foi possivel obter
as localizagbes dos enderegos dos doentes, re-
gistrando-se que 66 amostras originaram-se de
casos de febre tifdide, ocorridos no Municipio
de SPaulo e 42 resultaram de cidades ou lo-

(#) Difco

B

gradouros do interior do Estado.

Cumpre sallentar aue, antecedendo a liso-
tipia, as amosiras foram semeadas em placas
contendo 4gar nutriente®) com finalidade
precipua de selecionar as coldnias tipicamente
possuidoras de antigeno Vi, de acordo com a
técnica da iluminacfio obliqua, descrita por
NICOLLE, JUDE & LE MINOR™ e LAN—
DY'  Para maior seguranca, fez-se a confir-
magdo da presenca desta fragdo antigénica nas
culturas isoladas, pela aglutinacdo em ldmina,
com 0§ soro-somdticos “9” e “Vi”,

Na execugfio da lisotipia ou fagotipagem
Vi, com a respectiva leiture e interpretagio
dos resultados, adotamos a técnica recomen-
dada por CRAIGIE & FELIX ® com as devi-
das anotacSes introduzidas por ANDERSON
& WILLIAMS!. Para tal finalidade, foram
utilizadas 60 preparagles adaptadas do bacte-
ribfago Vi II, fomecidas pelo Centro Interna-
cional de Tipagem Figica de Enterobacte-
riaceae, Colindale, Inglaterra. Foram ainda
inclufdos os fagos nfo adaptados Vi l, IV ¢
Vi1, sendo, este titimo, elemento bdsico na
lisotipia complementar de amostras do liso-
tipo E 1, segundo BRANDIS %,

Para a investigagio da atividade fermenta-
tiva das amostras, diante da arabinose e xilose,
utilizamos, como meio bdsice, a dgua pepto-
nada a 1%, em pH 7,0, acrescida de 1% dos
carbo-hidratos e 1% de indicador de Andrade.
Como processo de esterilizacfo empregou-se a
filtragdo em Seitz, distribuindo-se asseptica-
mente em volumes de 2 2 3 mi, em tubos. A
leitura da presenca ou auséncia da fermenta-
cdo foi efetuada apés incubagiio a 37°C du-
rante 24 horas.

RESULTADOS

Para uma melhor apreciacdo epidemiold-
gica foram associados os resultados da lisotipia
a classificagdo biogufmica, distribuindo-se em
vérias tabelas, tendo como referéneia bisica os
diferentes perfodos de isolamento das 201
amostras.

Assim sendo, em 1966 foram analisadas 18
culturas, cujo comportamenio, nas provas
executadas, evidenciou os seguintes dados
{quadro [}
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Com as 24 amostras, referentes a2 1967,
obteve-se a seguinte distribuicio, inclusa no

quadro II.

Em 1968, foram coligidos dados de 53

QUADRO 1
Fregqiiéncia dos lisotipos e tipos fermentativos
de amostras de S. typhi isoladas em 1966

Tipos Lisotipos Nic
. .} Total
Fermentativos | E1a | A |Tipaveis
1 10 3 - 13
iI - 3 2 5
Total 10 6 y 18

quadro IV.

QUADRO 11

Lisotipos e tipos fermentativos de amostras de S.typhi ocorrentes em 1967

amostras, cuja freqiiéncia de lisotipos e bioti-
pos estd descriminada no quadro IH.

Foram registrados os seguintes resultados:
para as 33 amostras de 1969, apontados no

Tipos Lisotipos 3
i Vi1 Toal
Fermentativos DI | Ela Elb| Fi Gl I+1v |Negativas
I e ] 1 3 1 1 1 21
1§ 1 - 1 - - - - 2
HI - - - - 1 - - 1
Total 1 8 2 3 2 1 1 24
QUADRO i

Distribuicdo de lisotipos e tipos bioquimicos das amostras de S. typhi, isoladas em 1968

Tipos Lisotipos Nio Vi~
T tati P — sk . Tom}
CAMEmtAtVOS 1 A JETla [E1b|Ft | F2 | Gl | T | 38 |mIv [Hpiveis pegativas
I 8 |17 2 |4 |- 12|11 |2]3 ~ 40
I 2 B T I T I T A I O I A 5 13
Total 10 |18 12 (4 |t t2 |4 | 1|3 | 3 5 53
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QUADRO IV

Lisotipos e tipos fermentativos das amostras de S.typhi isoladas em 1969

Tipos Lisotipos Nio
) Tipdveis Total
Fermentativos A Ela B2 Fi Li 38
1 1 5 1 - - 8
ii 16 i - 2 3 2 25
Total 17 6 i 2 3 2 33
QUADRO V
Lisotipos e tipos fermentativos de amostras de S.typhiisoladas em 1979
. Lisotipos &
Tipos Néo . .
. ; Tipdveis Vineg. Total
Fermentativos A B2 Ela i Li I+iV
. ) - 9 5 _ - 1 13
8 30 - - - |6 3 ! 4 &
i - 1 - - - - !
Totat 31 1 9 2 6 3 1 5 58
QUADRO VI
Lisotipos e tipos fermentativos de amosiras de S. typhi ocorrentes em 1971
Tipos Lisotipes
Vi-neg. Total
Fermentativos A Elsa Li 18
i 2 4 - 7
13 5 - i 1 1 8
Total 7 4 1 1 1 i5

Com referfncia ds 58 culturas, representan
do o ano de 1970, a lisotipia e a classificacio
bioquimica revelaram a seguinte distribuicio,
como indica o quadro V. Finalmente o qua-
dro VI evidencia os aspectos das 15 amostras
isoladas em 1971.

Considerande individuslmente os resulta-

10

dos verificados através da caracterizacio fdgica
Vi ¢ da classificagio bioguimica, segundo
Kristensen, tém-se as seguintes freqiiéncias,
pela disposicdo cronoldgica dos isolamentos,
como estdo assinalados nos guadros VI a
VI
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QUADRO VI

Freqiiénciu dos lisotipos de amostras de S.typhi durante o periodo de 19661971

Lisotipos Nio
Anos e Vi-neg. | Total
A B2 | D1 |ElajElpi F1 | F2 | GL LT | T |38 |1+v |fpaveis
1966 6 - 1] -~ - i~ - ==~ - 2 - i8
1967 5 - 1 8 213 - 2 -1 |~-11 - 1 24
1968 | 10 - - |18 214 31 2 1 —-14 |13 3 5 33
1969 | 17 1 - 6} -2 |~ -2 i=-13| - 2 - 33
1670 | 31 1 -1 9 - 12 1= - i 6 i~ -13 1 5 58
1971 7 - A e L B T T B N - 1 15
Total | N 76 2 1 155 | 4 112 1 4 {9 31515 8 12 201
% 37,81 [0,99 [0,49127,36|1,99 (5,97 |0,4911,99]4,472,48 1 248| 3,48 3.98 5,97 99.98
QUADRO VIH

Seguindo o esquema de NICOLLE et
alii *® para a representagio dos resultados na
denominada férmula de lisotipia, determinada
pela fregiiéncia percentual decrescente dos
lisotipos encontrados em uma regifo, anota-
mos para as 201 amostras, baseados nos resul-
tados discriminados no quadro VIII, a seguin-
te configuragdo:

1. Lisotipos comuns, cuja soma dos per-
centuais fotaliza aproximadamente S0%: A
(37,819, £ 1 a(27,36%); F 1 (5,97%); Vi-ne-
gativas (5,97%); L 1 (4.47%); ndo tipdveis
(3,98%) ¢ 1 + IV (3,48%):

2. Lisotipos pouco fregiiéntes definidos
como sendo todos aqueles que revelaram, isola-
damente, percentagem ignal ou proximo a 1%
e ¢uja soma com a dos lisotipos comuns venha
a atingir cifra em torne de 99%: T (2,48%); 38
{2,48%):E 1b (1,99%) ¢ G1 {1,99%};

3. Lisotipos raros, cuja percentagem nio
ultrapassa de 1%: B, (0,99%); D1 (0,49% ¢ F2
(0,49%).

Distribuiciio dos tipos fermentativos em 201
amostras de 8. typhi

Tipos Fermentativos
Anos Total
I 11 13
1966 13 5 - 18
1567 21 2 1 24
1568 40 13 - 53
1969 8 28 o 33
1970 13 44 1 58
1971 i 8 - 15
NO 102 97 2 205
Total
% 50,74 | 48,25 1 0,98 9998

No que tange as 108 amosiras em que se
teve possibilidade de averipuar os paradeiros
dos doentes, fez-se uma distribuigdo dos lisoti-
pos e tipos fermentativos, reconhecidos segun-
do as origens (municipio de Sac Paulo e cida-
des do interior), constando estas especifica-
¢Bes nos quadros IX ¢ X.

Apalisando os resultados obtidos e catalo-
gados nos diferentes quadros, destaca-se de
modo insofismdvel 2 maior incidéncia dos liso-
tipos A ¢ E 1 a, presentes em todo o perfodo
do levantamento. Denota-se que durante a eta-

11
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QUADRO 1X
Incidéncia de lisotipos de 8. typhi no municipio de Sdo Paulo e cidades do interior do Estado
Lisotipos .
Ndo Vieneg. | Total
A [ Dl {Ela [F1 [F2 | Gl | Lt | T |38 [I+IvUipavels

Capital | 25 1 16 é 1 2 1 = 3 3 2 66
Interior [ 14 - 17 3 - - 2 2 1 2 1 42

Total 39 1 33 g 1 Z 3 2 4 5 3 108

QUADRO X

Tipos fermentativas de amostras de bacilos tificos da
capital e do interior do Estade de Séo Paulo

l'X‘ipos Fermentativos
Origem Total
¥ iI
Capital 29 37 66
Inierior 25 17 42
Total 54 54 108

pa de 1966 a 1968, as amostras do lsotipo
E 1 a predominaram sobre as do tipo A e fe-
némeno inverso foi observado no perfodo de
1969 a 1971. Alids este fato tem uma intima
relacio com os resultados encontrados na clas-
sificagio bioqufmica, uma vez que, no primei-
1o perfodo, notou-se acentuada sobrepujanca
do biotipo 1 sobre o tipo 11, reservando, para
este dltimo tipo, predomindncia na fase de
1969 — 1971.

Uma tentativa de explicag@o para este fend-
meno s¢ baseard na premissa de que 2 totalida-
de das amostras do lisotipo A'situa-se, na
classificagiio de Kristensen, no biotipo H, ¢ de
modo idéntico, porém inverso, verifica-se que as
amostras do lisotipo E 1 a apresentam acen-
tuada capacidade de fermentar a xilose, carac-
terfstica do biotipo L.

Através da inspe¢do dos quadros IX e X,
observamos naquelas amostras, cujas origens
eram conhecidas, alguns aspectos epidemio-
légicos de grande interesse, como a pre-
valéncia do lisotipo A sobre o iipo B 1 g,
nas culturas do mumnicipio de SPaulo e,

12

em contraposi¢io, domindncia do tipo E 1 a,
para aquelas provenientes do interior.

Assingla-se ainda, em relacfio aos resultados
na lisotipia, a ocorréncia circunscrita ao muni-
cipio de S.Paulo, dos lisotipos D1, G1, L1 ¢
F2. Em relagio ao tipo L1, foi inicialmente
detectado em 1969, de um caso ocorrido no
bairro de Pinheiros, sendo evidenciadas poste-
riormente, no perfodo de setembro a dezem-
bro de 1970, outras quatro amostras, tendo
ne entanto, proveniéneia de outra drea da ci-
dade de S.Paulo (bairro Ipiranga). Curiosa-
mente, todas as amostras deste tipo figico
comportaram-se bioquimicamente de modo
homogéneo, tendo sido classificadas no bioti-
po U, dando inclusive ensejo de advogar a hi-
potese de gue uma fonte de infecgdo comum,
ou uma mesma via de transmissfo, ou ambas
estiveram presentes na veiculagdo deste lso-
tipo, na cidade de 5.Paulo,

Na investigacfo do comportamenio biogui-
mico das amostras de origens definidas, obser-
va-se uma preponderancia do biotipo I sobre
o tipo 1, guando provenientes da capital. Em
contraste, as culturas oriundas das cidades do
interior, revelaram predominio do tipo 1.

Em apenas duas oportunidades, o lisotipo
B2 foi reconhecido neste levantamento, apre-
sentando a particularidade de pertencer ao
raro tipo bioquimico HL

Outro aspecto a ser destacado refere-se &
presenca do lisotipo E 1 b, até entdo de ocor-
réncia Ianitada a determinados pafses da Euro-
pa Central,
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DISCUSSAD

A caracterizaciio fagica em diferentes tipos
que constituem o sorotipo de S.fyphi, por
meio da lisotipia Vi, representa sem ddvida
alguma, o método fundamental de andlise para
a investigacfio epidemiologica da febre tifdide.
Recorrendo-se a este processo, tanto em situa-
¢hes endémicas como epidémicas, serd pos
sivel na majoria das vezes identificar a presen-
ca de um ou virios lisotipos de S.7vphi, envol-
vidos nestas condigBes epidemniologicas. Capa-
cita, ainda, revelar a introdugdo de tipos até
entdo inexistentes nesta drea e, como ponto
capital, visa estabelecer uma fregiiéneia dos
varios lisotipos prevalentes na regifio conside-
rada ',

Gragas 4 utiliza¢io desta técnica, tem-se
atualmente patenteade a existéneia de uma
distribuigfo geografica varidvel na maior parte
do mundo. Encontramos um determinado
nimero de lisotipos que fém generalizada
repartigdo nos virios continentes, dando ense-
jo de classificd-los nos chamados tipos cosmo-
polifas, tendo como representantes os lisoti-
pos A, El, C1DLFIN e T., e outros. De
ocorréncia restrita a determinadas regies,
como se observa com o tipo G1, freqiténte nas
dreas ribeirinhas ac Golfo Pérsice, no Oriente
Médio, e em algumas regifes da Africa e extre-
mo Oriente, excepcionalmente ocorre na Bu-
ropa e continente americano, o lisotipo MI,
predomina no exiremo Oriente e na costa oci-
dental da América do Sul (Chile, Pert e
Equador}; os tipos .1 ¢ 1.2, tém localizaciio
nas 4reas endémicas do norte da Africa, princi-
palmente Marrocos; o lisotipo B3, em Poriu-
gal, e podem citar-se inimeros outros exem-
plos caracterfsticos de localizagBes de deter-
minados tipos figicos *.

Analisando os levantamentos neste sentido
elaborados, nfo se poderfio olvidar os traba-
Ihos de NICOLLE & HAMON '® ¢ NICOLLE
et alii *® que estudaram o problema da distri-
buigdo geogrifica dos lisotipos em 1369 amos-
tras de S.fyphi, oriundas da Argentina, Uru-
guai, Chile, Peru, Equador, Venezuela e Guia-
nas Holandesa e Francesa. Verificaram no com-
puto geral a predomindncia do lisotipo E 1,

seguido dos tipos A, 46, M 1, F1,D1,N, 38
e I+IV. Em todos os pafses banhados pelo
QOceano Pacffico, encontraram maior incidén-
cia do tipo M 1, além da destacada prevaléncia
do lisotipo 46, aceniuadamente em todas as
dreas de influéncia da colonizagio ibérica.
Alids, advogam estes pesquisadores que, com
grande probabilidade, este lsotipo € de origem
sul-americano, implantando-se apds no conti-
nente europeu, em particular na Espanha.

Em regifes ou paises da América do Sul,
que nio tiveram influéncia tio evidente deste
elementio colenizador, como por exemplo, as
Guianas e o Brasil, o achado deste lisotipo é
excepeional ou mesmo desconhecido,

Qutro aspecto, realmente interessante, refe-
re-se & auséncia, até o momento, do lisotipo
M 1, principalmente nesta investigacfc, mes-
mo considerando que a populacio do estado
de 8. Paulo estd integrada de um mimero signi-
ficativo de individuos de origem asidtica,
admissivel para explicar sua ocorréncia. Tal-
vez, no presente levaniamento, a inexisténeia
de amostras deste lisotipo seja decorrente de
que as culturas analisadas provieram de dreas
com auséncia ou minoria de elementos porta-
dores desia origem.

Cotejando as virias férmulas de lisotipia
apresentadas por NICOLLE et alii *°, encon-
tramos para a freqliéncia percentual dos lisoti-
pos de S.Paulo uma certa similaridade com as

férmulas de alguns pafses europeus e, acima

de tudo, com aguelas assinaladas para a Afri-
ca, em cujas regides oscilam preponderante-
mente os lisotipos A e E 1. No entanto, como
ponto divergente para a lisotipia destas dreas,
podemos enfocar a anséneia do lisotipo C 1.

Estabelecendo um confronto com os resul-
tados encontrados por HOFER %!+ 12 no
estado da Guanabara, verifica-se 2 coalizagdo
dos tipos mais fregilentes, tendo porém uma
maior contigiiidade de percentuais entre os
lisatipos A e Ela, nas amostras do estado de
S.Paulo.

A pluralidade de lisotipos defrontados nes-
te inquérito, inclusive a ocomréncia de tipos
considerados raros ou ex6ticos para a América
doSul,comonocasode L 1,G1,E1b, e FZ,
atesta bem a relevincia da fagotipagem, princi-
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palmente em pafses como o nosso, de vasta
extensdc ‘erritorial e com o envolvimento de
nwiltiplos fatores éinicos, facilitando 4 febre
tifdéide manter-se inalterdvel sob a forma en-
démica, atingindo desde o meio rural até as
grandes metrbpoles, como a cidade de S.Pau-
lo. Como hipdtese para tornar mais explicito
este acontecimento, deve-se admitir como fun-
damental o problema do crescimento popula-
cional vertiginoso desta regifio, albergando um
grande afluxo de pessoas, provenientes de cor-
rentes migratdrias internas e externas, implan-
tando-se em uma area com precariedade de
saneamento biasico.

Quanto ao comportamento bioquimico,
diante da arabinose e xilose destas amostras,
registraram-se achados dissonantes de outras
investigacBes anteriormente realizadas.

A primeira refernecia nacional coube a
PESTANA ?* que, estudando este aspecto em
304 culturas, isoladas no Estado de SPaulo,
verificou que 76,6% das amostras pertenciam
a0 biotipo { e 23,3%, ao tipo 1. O maior con-
tingente de amostras provieram da capital do
estado, assinalando, como detalhe nos resulta-
dos, que a freqiténeia do tipo 1T foi proporcio-
nalmente mais elevada nas amostras oriundas
do interior.

Em 1955, COSTA, ALMEIDA & SILVA ?
analisando 17 amostras, registraram uma des-
tacada predominincia do tipo I (94,1%).em
relagdo ao tipo 1 (5,8%).

Se na presente investigagfo considerarmos
apenas as 95 amostras isoladas no perfodo de
1966 a 1968, verifica-se que as fregiiéncias
dos tipos bioquimicos praticamente sio idén-
ticas 4s referidas por Pestana. Em contraposi-
¢d0, na segunda etapa referente a 19691971,
tem-s¢ uma acentuada dominancia de amos
tras ¢lassificadas no biotipo 1.

Cabe ainda salientar que nos levantamentos
anteriores, em nenhuma oportunidade foram
anotadas culturas pertencentes ao tipo III,
cuja ocorréncia na presente investigacfo, foi
de cardter esporddico, nos anos de 1967 e
1970.

Estes resultados ndo sfo ainda capazes de
estabelecer uma configuracio epidemioldgica
definitiva da distribui¢do dos tipos de S.typhi
ocorrentes no Estado de S3o Paulo, em virfu-

de de nfo abranger todas as dreas endémicas,
que provavelmente revelardo outros aspectos
até entdo ndo figurados. Um exemplo, que
muito bem caracteriza esta afirmacfo, refere-
-s¢ aos resultados encontrados por um de nés,
{E.H.) em 30 amostras de S.typhi, isoladas no
Municipio de Ribeirfio Preto, identificadas
como lisotipos A e T e todas pertencendo ao
tipe bioquimice IL

Diante dos resultados observados, princi-
palmente sob o aspecto da caracterizagio f4gi-
ca, ndo nos cabe emitir outra apreciagdo sendo
a de ratificar a multiplicidade das possiveis fon-
tes de infecgdo de Salmonella typhi, existentes
no Estado de Sdo Paulo, decorrentes com toda
probabilidade de portadores oriundos das mais
variadas regifes.

RESUMO

HOFER, E.; NOVAES, LR.C. & PESS0A, G.V.A. ~
Lisotipos e tipos fermentativos de Sefmonella
typhi isoladas no Estado de Sdo Paulo. Rev.
Inst. Adolfo Lutz, 32: 7-15, 1972,

Na presente investigacfo, os autores anali-
saram a distribuigio de lsotipos e tipos fer-
mentativos em 201 amostras de Salmonella
typhi, isoladas no estado de Sfo Paulo, no pe-
riodo de 1966 a 1971.

Obtiveram, no cdmputo geral, a prevaléncia
dos lisotipos A (37.81%), E1 a (27,36%) e
F 1 (5,97%) amostras Vi-negativas, (5,97%) ¢
L 1(447%).

Em relagio 4 classificacdo bioquimica,
50,74% das amosiras pertenceram a0 tipo I,
48,25% ao tipo 11 e 0,99% ao tipo HI, respec-
tivamente.
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REACAO DE FIXACAO EM SUPERFICIE COMO METODO DIAGNOSTICO LABORATORIAL
DA FEBRE TIFOIDE (1)

USE OF SURFACE FIXATION IN THE LABORATORIAL
DIAGNOSIS OF TYPHOID FEVER

CELSO SOARES HABERBECK BRANDAQ (2)

SUMMARY

BRANDAD, C.H.B. — Use of surface fixation in the laboratorial diagnosis of typhoid fever. Rev.

Inst. Adolfo Lutz, 32: Y735, 1972,

Sera from 100 patients of typhoid fever had been tested by means of the surface
fixation and of the Widal test using somatic and flagelar antigens, in comparison with

the results of hemocultures,

There was strict accordance between the results obtained through the hemoculture
and the surface fixation reaction, while, for the same sera, the Widal test showed
negative results in 18 cases where the somatic antigen was used and in 24 cases where

the flagelar antigen was used.

In 200 sera of gatients with clinical and laboratorial diagnosis of infectious diseases

other than typhoi

fever, the surface fixation reaction showed always negative results;

the Widal test using somatic ‘antigen was positive in 52% of the cases and when the
flagelar antigen was used the results were positive in 14,5% of the cases.

The adoption of the surface fixation reaction is suggested for the laboratorial diag-
nosis of the typhoid fever due to its greater sensibility and specificity.

1. INTRODUCAO

O diagndstico da Febre Tifoide em nosso
meio continua sendo um dos problemas que
os laboratérios de Saide Pdblica tém de en-
frentar. Em 1969, o Instituto Adoifo Lutz,
em S#o Paulo, foi solicitado a elucidar 1129
casos suspeitos de febre tifbide, revelando 85
casos positivos por hemocultura ¢ muitos
outros pela reagfo de Widal. Em 1970, maio-
res ainda foram as solicitagGes, 1717 casos,
dos quais 192 foram confirmados por hemo-
cultura e muitos outros, também, pela reagfo
de Widal. Tratando-s¢ de meic onde as condi-

¢Oes epidemioldgicas, tanto na Capital quanto
no Interior, sfo ainda precérias, justificam-se,
pois, as cautelas habituais de nossos clinicos,
lembrando-se da febre tifdide toda vez que de-
param com casos de doenga febril de etiologia
obscura. A naturezs septicémica de doenca,
determinando abundincia de sintomas, bem
como o fato inconteste da sz existéncia endé-
mica no Estade de $do Paulo, levam muitos
clinicos a solicitarem a ajuda do laboratério
para esclarecimento do diagnostico.

Baseiz-se o diagndstico de laboratério de
febre tif6ide no isolamento e identificago do
agente infeccioso - Salmonelly typhi - ou na

{1) Tese apresentada & Faculdade de Odontologia de Sd0 José dos Campos para obtencio do titulo de Doutor
em Cigncias — Microbiologia e Imunologia, 530 fosé dos Campos, SP., 1971,
(2} Professor Assistente da Faculdade de Odontologia de 830 José dos Campos, S.P.
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verificagdo, no sangue dos pacientes, de anti-
corpos especificos para o bacilo tifico. O ideal
seria o isolamento e identificagio do agente
infeccioso o gue nem sempre é possfvel uma
vez que o germe, em certas fases da doenga,
desaparece da corrente sanguinea ou, como
hoje em dia ¢ freqiiente, o paciente ¢ precoce-
mente medicado com agentes antimicro-
bianos.

Fica, portanto, reservada ao diagnéstico so-
rolégico uma funcgio muito importante e, uma
vez utilizade em condi¢Bes adequadas, € de
grande valia na orientacdo diagndstica.

De todas as provas soroldgicas, descritas até
hoje para diagnéstico da infecgdo tifica, so-
mente 4 reago de aglutinago - reagdo de
Widal — tem sido largamente usada. Mas, em-
bora seja um bom meio diagnéstico, apresenta
falhas e, portanto, seriz de grande significagdo,
para evidenciagfo rdpida da febre tifdide, o
estudo de outra reagio soroldgica gue satis-
fizesse 0s objetivos colimados — sensibilidade,
especificidade, rapidez de execugiio e modici-
dade de custo — que nos propuzemos a fazer ¢
¢ o assunto do presente trabalho: estudo dz
reagdo de fixaciio em superficie de Castafieda,
como método diagnostico da febre tifdide, em
confronto com hemocultura e reacio de
Widal.

2. HISTORICO
2.1 Generalidades

Nio ha negar que a propriedade de certos
s0r0s, provenientes de animais, de se mostra-
rem capazes de promover “in vitro” a aglome-
ragio dos germes inoculados foi evidenciada
pela primeira vez por CHARRIN &
ROGER® , quando pesquisavam a “‘agio dos
humores sangufneos, nfio $6 sobre a vitalidade,
como também no que respeita as diversas pro-
priedades dos micrébios”. Esse trabalho dos
citados autores revelou, na realidade, o fené-
meno da “aghutinacdo”, que ‘‘consistia na
aglomeracdo dos micrébios em ajuntamentos
ou grumos mais ou menos volumosos”. Em-
bora tivessem descrito o fendmeno com no-
tdvel exatidfo, nfo se preocuparam em deno-
minar essa propriedade, observada nos soros

18

de animais vacinados com Pseudomonas aeru-
ginosa

Coube a GRUBER"® qualificé-la de “aglu-
tinina” e, com efeito, devesse a esse au-
tor a demonstragio de que soros de individuos
convalescentes de febre tiféide continham tais
anticorpos, pois com aqueles era possivel aglu-
tinar Salmonella typhi. Note-se, porém, que
GRUBER & DURHAN'# diziam que as aglu-
tininas antit{ficas eram encontradas em indiv{-
duos “gue conseguiam sobreviver 2 infeccdo
tifica”, nada acrescentando sobre a possibili-
dade de as referidas aglutininas existiremn no
soro dos que ainda estavam em pleno perfodo
de infecgfio. .

Evidencia-se, pois, o mérito de WIDAL ¢
ao demonstrar que os anticorpos aglutinantes
do bacilo tifico podiam ser encontrados no
sangue dos pacientes até mesmo no terceiro
dia da doenga, servindo, portanto, nic apenas
comnd evidéncia da imunidade, como referiam
Gruber & Durhan, mas, seguramente, como
prova de infecgz‘xc;.so proprio Widal, de par-
ceria com Sicard  esmiucou devidamente o
assunto — distingfo entre “reagio de imuni-
zagdo” e “reacdo de infecgfo™ — esclarecendo
com precisio a diferenga que entendia existir
entre um € outro conceitos

Evidentemente, o “sorodiagnostico de
Widal” é prova sorologica em que sgem as
aglutininas tificas, assim como sdo aghitininas
08 anticorpos que revelam um passado de
febre tifdide; Widal, contudo, insistia neste
ponto, que ¢ capital: “o sorodiagndstico evi-
dencia infecco e ndo imunidade”. Alids, € por
assim pensar que médicos e sanitaristas soli-
citam do laboratdrio o auxilio da reacdo-de
Widal, quando suspeitam de infecgio pelo
bacilo tifico. Sem pretender entrar, agora, no
mérito da questio, cumpre-nos assinalar que,
decorridos quase oitenta anos de sua ininter-
rupta aplicagdo, tinha WIDAL®” razio quando
proclamava: “E mostrando que o fendmeno
existe, ndo apenas no soro de individuos tor-
nados refratarios 4 febre tif6ide, mas nos soros
dos enfermos em plena evolucdo, que o soro-
diagnostico s¢ transforma num processo de ex-
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plora¢do clinica, permitindo o diagndstico da
doenga”.

Com referéncia a nosso meio, embora ©
“Brazil Médico™, em 22 de setembro de 1895,
na pagina 322, transcrevesse quase na Integra
a comunicacio de Widal 4 Sociedade Médica
dos Hospitais (Paris}, datada de 26 de junho
desse ano, ndo CONSCEUIMOS apurar, Com cer-
teza, quem tenha sido o pioneiro da aplicagio
do sorodisgnéstico no Brasil. A primeira refe-
éncia ao sorodiagnéstico de Widal, realizado
por autor brasileiro, encontramio-ia no ano se-
guinte, quando no “Brazil Médico”, de 8 de
julho de 1897, Puppic e Ottoni inseriram um
trabalho denominado “Da aglutinagfio como
meio diagnéstico do bacilo tifico”, redigido
em portugués, mas que fora realizado no Insti-
tuto de Higiene Experimental de Montevideo,
Urugunay, declarando-se o segundo dos autores
preparador da cadeira de Histologia Normal da
Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro.

Nada estranhdvel essa demora na aplicacfo
da reagdo de Widal, porquanto perduravam
dividas, até ento, quanto i existéneia, no
Brasil, da febre tifdide como enztidade mbg-
bida, embora, 4 em 1894, Lutz ~ , apds in-
gentes esforgos, houvesse demonstrado, pelo
isolamento e identificacdo da Saelmonelln
fyphi, que as chamadas “febres paulistas”
nada mais eram que febre tiféide, o que pro-
vava, de vez, a existéncia endémica da doenga
em nosso meio. E natural, pois, que 6 a partir
de entdo a rea¢io de Widal passasse a ser soli-
citada como método propedédutico indispen-
sdvel A elucidagdo de doengas febris com ante-
cedentes suspeitos.

2.2 A reacio de Widal

A reaclio de Widal, originariamente, reali-
Zava-se com germes vivos: num tubo de en-
saio, a 10 gotas de cultura jovem, suficien-
temente rica em germes , adicionava-se uma
gota do soro suspeito. Podia 2 proporgio cul-
tura/soro reduzir-se a 1:5, com resultados
semethantes. .

Para Widal, citado por DIEULAFOY , ©
importante residia na juventude da cultura,
pois, diziz ele: “L’usage d’une culture jeune,
datant d’un on deux jours, est preferable. Je

dirai méme que si le developpement d’une cul-
ture est suffisement riche, plus elle est jeune,
meilleure elle est” {grifo do autor). Como cui-
dado especial, recomendava Widal que a mis-
tura fosse mantida em repouso, durante 15 a
30 minutos, para formagdo dos grumos; a
seguir, wma gota da mistura era colocada em
i&mina de vidro e examinada a0 microscopio.

Como se vé, o método era extremamente
répido, donde a denominacfo de “extempo-
rineo”, gue lhe deu Widal. Havendo ddvidas
quanto ao aspecto dos aplutinados, isto &, se
persistisie a presenga de bacilos mdveis ou
isolados, ou s¢ os aglutinados, apesar de evi-
dentes, nfo se mostrassem muito confluentes,
Widal renovava a leitura passadas algumas
horas, primeiro com vista desatmada & depois
com o suxilioc de microscdpio, firmando o
diagnodstico se os aglutinados apresentassem o
aspecto de “ilhotas de um arguipélago™. No
caso de resultado negative com persisténcia
dos sintomas suspeitos, reiterava o exame se-
guidamente, durante vérios dias. Assinala esse
autor ter encontrade reagdes positivas to pre-
cocemente como no terceiro dia de doenca ¢
bastante fregiientes no quinto e sétimo dias da
infecefio.

Hntretanto, como € de se ver, o uso de ger-
mes vivos, além de constituir-se em séric pe-
rigo para os laboratoristas, acarretava uma
série de inconvenientes quando a reacfo devia
aplicar-se em grande ndmero de doentes e,
ainda mais, limitava sua aplicag@o a labora-
torios especializados. A remocio dessa dificul-
dade ¢ atribufda por ZINSSER a Neisser,
cuje idéia de empregar emulsdes de bacilos
tificos mortos pelo formol resolveria de vez o
problema do antigeno, jd que se tornariz pos-
sivel executar o sorodiagnéstico sem maiores
entraves. No entanto, em que pese & opinifo
de Zinsser, hd que ponderar que, bem antes de
Neisser, j4 em 1897, WIDAL®® sugeria a
adociio de antfgeno constitufdo por germes
mortos pelo formol, assim se expressando~'A
reacio aglutinante sobre os bacilos mortos nfo
¢ reagio vital por parte dos micrdbios; ela
mais parece ser umna reacdo passiva por parte
da substdncia protoplasmdtica™ — e recomen-
dando vsassem-se germes mortos pelo formol
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na proporgio de “uma gota de formol comer-
cial para 150 gotas de cultura”. Acrescentava
ainda — “Essa emulsio conserva-s¢ bem por 5
meses, em armdrio de laboratdrio, com sensi-
bilidade fixa, servindo admiravelmente para
medir poder aghitinante do sero de um
mesmo doente, durante vdrias ssmanas”. Ape-
nas para 0s casos de aglutinacio fraca ou duvi-
doss, julgava Widal indispensdvel recorrer &
“contra-prova, realizada com cultura viva e re-
juvenecida™.

Também, no laboratdrio de bacteriologia
médica da Universidade de Copenhagem,
DREYER 7 recomendava o emprego de emul-
sGes de bacilos tificos mortos pelo formol a
1% e distribufa-as a quem as solicitasse.

O achado de Weil ¢ Felix (FELIX®) em que
o Proteus e outros germes, inclusive os bacilos
tificos e paratificos, possuiam dois tipos de an-
tigenos — somdticos e flagelares — designados
“0” ¢ “H” respectivamente, introduziv wm
novo problema na reagfio de Widal, tornan-
do-se necessrio substituir a tfenica cléssica
pela aglutinacio qualitativa de FELIX ®, hoje
vigente em todos os laboratdrios. Essa modifi-
caglio, contudo, alterou sua interpretagdo, até
entdo bem simples. Com efeito, j4 nfo basta
gue o soro de um individuo suspeito clinica-
mente de febre tifdide aglutine uma suspensio
de bacilos mortos ou vivos; torna-se necessiric
saber quais os tftulos das aglutininas somdticas
e flagelares existentes no sofo.

Conseqlientemente, a interpretagio da
reagio de Widal nos novos moldes depende do
conhecimento da distribuicio das aglutininas
“0” e “H” na populagiio local, para avaliar-se
de sua significagdo, assim como para permitir
a distingfo entre reacBes positivas, decorren-
tes de infec¢fio, e reagbes de vacinagio.

Com referéncia a esses dois pontos capitais
da avaliacBo da reacfio de Widal, parece-nos
importante referir observagles relativas ao
nosso meio ambiente.

LEME & CARRUO '?, pesquisando aglu-
tininas somdticas e flagelares em 321 indivi-
duos internados no Hospital do Juguerd, sem
passado de vacinacfio TAB ou de infecgdo tifi-
ca, verificaram, para as primeiras, tftulos de
120 em 18,69% dos casos, 140 em apenas
4,36% e, para as segundas, 1:20 em 7,78% ¢
1:40 em 5,29%; quanto a titulo mais elevado,
encontraram apenas um ¢aso com ambas as
aglutininas a 1:80 (0,34%).

AMARAL & LACERDA IR.! dosaram as
aghutininas 0" de 123 doentes mentais, inter-
nados no Hospital do Juquerd, encontrando 4
individuos com titule de aglutininas “0” de
1:80 e, com titulos superiores, apenas um,
com taxa de 1:640; nio pesquisaram anticot-
posanti — “H”.

TAUNAY *!, verificando o teor de agluti-
ninas “0” e “H” em pessoas aparentemente
sadias, residentes no municipio de Sdo Paulo,
encontrou a seguinte distribuicdo:

Aglutinas Individuos Titulos (zecfprocas)
examinados <50 50 100 200 400 800
Namero 833 99 35 13 4 1
o % 894 10,6 3.8 14 G4 0.1
- Nimero 300 32 13 3 1 0
! % 96,6 34 44 0,3 0.1 0

A andlise dos dados referidos por esses au-
tores revela que os titulos de aglutininas consi-
derados entre nds como significativos de infec-
cio tifica*” isto €, 1:100 para “O™ e 1:200

20

para “H”, sfo relativamente baixos, nfo 56 no
que tespeita s aghitininas “H” como no que
coneerne 4 aglutinina “O".

No que respeita a0 problema do aumento




BRANDAD, C.S.H. — Reagdo de fixacio em superficie como método diagnéstico faboratorial da febre tifdide

Rev. Inst. Adolfo Lurz, 32:17-35, 1972.

das aglutininas “0" apds vacinagio, CAR-
RIJO, PIRES & BRANDAO? verificaram
que, em soros de individuos inoculados com
vacinas de boa qualidade, ou seja, nas quais o
anti{geno “0” nfo foi lesado por agentes qui-
micos como o fenol ou sublimado, é bastante
significativa a alta dos titulos aglutinantes
contra esse antigeno. Assim € que, em 66 in-
dividuos recothidos 3 Penitencidria Estadual
de Sdo Paulo, gue haviam sido vacinados hd
dois anos ou mais, encontraram, uma semana
apds a terceira dose de vacinag#o por eles efe-
tuada, titulos bastante ¢levados e em porcen-
tagens significativas, tais como: 3 com 140;
13 com 1:80; 19 com 1:160; 17 com 1320;9

com 1:640 ¢ 5 com 1:1280, quando antes pre-

dominavam titulos baixos, 36 com 120; 19
com 140e 11 com 1:80.

Poderia parecer, pelo anteriormenie expos-
to, que as aglutininas “H” se prestariam me-
thor para o diagndstico de infeccio suspeita de
tifica, pois os respectivos titulos encontrados
em pessoas normais foram muito mais baixos
¢ em menor nimero que os das aglutininas
“0”. Na realidade verifica-se o contrério, por-
quatto os anticorpos “H” podem surgir inde-
pendentemente de infeccdo por Salmonells

Lyphi, tio somente como resposta anamnés-
tica a infeccBes diversas, nio sefido, como

concluiu FELIX '*, dignas de confianga para
indicar a presenga de uma infecgdo especifica
por bacilos tificos ou paratificos.

Outro problema na interpretacio da reacio
de Widal é o das reacGes cruzadas. Como é
sobejamente conhecido, a2 Salmonella typhi,
de acordo com o esquema de White ¢ Kauf-
fmann, pertence ao grupo D, cujos compo-
nente contém sempre o antigeno IX e muitos
o antigeno XH, que pode estar presente em
outras salmonelas que ndo do grupo D. Nessas
condicdes, deve-se admitir que infecgGes por
esses germes possam provocar elevagio de
aglutininas “0™ nos soros dos pacientes, em-
bora seja provavelmente baixa a freqiiéncia de
titulosanti-“0”, devida a infecgBes por Salmo-
nelas outras que nfo a tffica, como assinala
SCHROEDER ??. Esse autor é muito severo
na andlise que faz do valor da reacfo de Widal
como método diagndstico de febre tifdide,
concluindo que “as provas soroldgicas para

diagnostico da febre tiféide sfo inespecificas,
pobremente padronizadas, {reqilentemente e-
guivocantes e de dificil interpretagfo. Se
forem usadas para diagnosticar a febre tifoide,
o titulo de anticorpo “0” deverd ser o finico
de valor expressive”.

Contestando, inclusive, o valor do anti-
cotpo 0" como prova diagndstica da febre
tifdide, REYNOLDS er gifi *? estudaram um
caso em que a infecglo por Salmonella typhi-
murium ocasionou uma elevagio significativa
do titulo das aglutininas “0”, gerando dessa
forma confusfic disgnodstica s6 resolvida com o
isolamento do germe  em guestdo.

Embora FELIX'? tenha insistentemente
debatido o problema da padronizagio da rea-
¢30 de Widal, chegando até a preparar emul-
stes de antigenos e amostras de soros aghiti-
nantes “0” ¢ “H”, s@o raros, s¢ ndo rarfs
simos, os laboratérios oficiais que os utilizam.
Sabemos que somente na Inglaterra é que esse
trabalho de Felix teve repercussio, havendo
facilidade para obtengio tanto de antigencs
como de soros-padrio. Em nosso meio, reina
ainda grande heterogencidade de antigenos,
bem como nio € usual o controle das reagBes
por soros-padrdo, o que seria de grande impor-
tincia, tanto no ponto de vista diagnéstico,
como para cotejamento dos resultados obtidos
por pesquisadores em diferentes pontos do
pafs. No Estado de S0 Paulo hé que ressaltar
o significado do trabalho que vem sendo de-
senvolvido, hd muitos anos, na Seciio de Bac-
teriologia do Instituto Adolfo Lutz, para uni-
formizacio da interpretacio dos resultados e
padronizacdo dos antigenos da reacdo de
Widal em uso na sua rede laboratorial em todo
o Estado e em outros laboratérios.

2.3 Reagdes de precipitacio

Embora KRAUS !'® tenha demonstrado a
possibilidade de identificar a febre tiféide me-
diante a evidenciagio de precipitinas exis-
tentes no soro de pacientes, esse método diag-
ndstico ndo teve difus@o, talvez em virtude da
inespecificidade dos antfgencs empregados.
TULASNE & KUHLMANN 32 renovaram as
tentativas anteriores, passando a utilizar anti-
genos completos, segundo 2 técnica de Boivin,
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de Salmonella typhi em fase lisg; referem
julgar o processo muito bom especialmente no
que respeita a possibilidade de diferenciar uma
infecgdio tifdide de wma paratiféide. Em Sfo
Pavlo, BARACCHINI? estudou o assunto,
concluindo que a reagfo de precipitagio, utili-
zando o antigeno de Boivin, apresents elevada
especificidade, alem de permitis, em certo
grau, a disting@o entre anticorpos oriundos de
infecgdo e os provenjentes de vacinagdo TAB.

O trabatho de Baracchini, acima citado, foi
unico, pelo que sabemos, realizado em nosso
pafs, ndo se registrando, apesar dos bons resul-
tados referidos pelo autor, novas tentativas da
utilizacdo das precipitinas no diagnoéstico da
febre tifdide.

24 Reacdo de fixacio em superficie

O emprego do método da depominada
“aplutinacfo seletiva”, descrito por RUIZ
CASTANEDA *®, destinado 2 diferenciagiio
dos anticorpos de Brucells melitensis dos de
Brucelln abortus, levou seu autor & interes-
sante observacfo seguinte: nas depressbes he-
misféricas das placas de porcelana, das que se
usam para determinacio de grupos sangiii-
neos, onde realizava a reacfio, as misturas de
anticorpo e antigeno, este constituido por
emulsBes bacterianas em partes iguais de Bru-
cefle abortus coradas pelo azul de metilenc ¢
Brucelln melitensis corada pela safranina O,
aderiam de tal forma 3 superficie da placa que
era necessario empregar energia para remover
os andis coloridos formados™. “Era pois”, de-
duziv RUIZ CASTANEDA®, “uma fixacdo
do complexo antigeno-anticorpo sobre a su-
perficie da porcelana”. Prosseguindo, diz esse
autor: “baseados nessa observacfo, passamos 2
colocar misturas de antfgeno colorido a seu
correspondente anticorpo sobre papel de fil-
tro, submetendo esie a uma comrente de so-
lugdo isotOnica, com a idéia de lavar a mistura
por acdio hidrodinfmica e mobilizar o liguido
com a absor¢ao. Observamos notdvel afinidade
do complexo antigeno-anticorpo com o papel,
contrastando com misturas de soro normal ¢
antigeno”, FEssa “fixagfo em superficie”,
assim RUIZ CASTANEDA *° denominou o
fenbmeno, “é instantinea como pudemos
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comprovar, depositando uma gota de sofo
imune sobre o papel, no qual se formeou um
cireulo de aproximadamente 2 centfimetros,
aplicando-se enifio mo centro do referido
circulo uma gota de antfgeno colorido ¢ ime-
distamente agregando-se solugfo salina isotd.
nica, com uma pipeta capilar, tratandd-se de
forcar o antigeno a correr até a periferia. Para
contraste, empregou-s¢ soro normal como
base sobre a qual depositou-se o antigeno.
Enquanto que no so1o negativo o antigeno foi
facilmente deslocado até a periferia, no soro
positivo permaneceu fixo no local onde foi
colocado apesar de haver-se procedido com to-
da rapidez possivel. Esta diferenca na maneira
de manifestar-se a reagdo antigeno-anticorpo,
comparada 4 que sucede quando empregamos
soro normal, serviu-nos de base para desen-
volver o método rdpido para investigar a pre-
senca de anticorpos contra Brucells, tifo e pa-
ratifo, Proteus 0X19 e Proteus OXK”. A
este inieressante retrospectc do desenvolvi-
menio da reagdo de fixacdo em superficie, se-
gue-se, no trabalho citado, a explicacdo gue
Castafieda sugere 20 mecanismo de sua desco-
berta: “expusemos a maneira de reagir de uma
suspensfo de bactérias expostas a0 correspon-
dente anticorpo ém uma placa de porcelana, ¢
de como o antigeno se fixa no papel por in-
fiuéncia do anticorpo. No primeiro caso ocor-
rem fendmenos de aglutinag®o em que as par-
t{culas agrupadas mediante o anticorpo
correm até a periferia onde aderem 4 porce-
lana. Resta por investigar a causa que deter-
mina tal aderéncia. No papel, o antfgeno se
colocou sob a forma de uma gota colorida, de
maneira que, ao agregar um Soro com grande
proporgio de anticorpos, nfo haverd movi-
mento gue permita aghutinagdes, e t3o somen-
te o antfgeno manter-se-d fixo no Jocal onde
foi posto. Se no primeiro caso pode-se aceitar
que, para aglutinar o antfgeno, os anticorpos
atuam como infermedidrios que ligam as bac-
térias umas ks outras, que eventualmente se
acumulam na periferia, aderindo 4 porcelana
por contacto e dessecagio, no segundo ndo se
pode deduzir reciproca reagdo nas particulas
antigénicas, j4 que o soro, ao aplicar-se sobre a
mancha antigénica nada mais faz do que sujei-
téla ao papel, como se fosse uma aderéncia
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suficientemente ativa para hmpediy sua separa-
¢do pela influéneia da corrente de solugfo sali-
na. Como se pode supor, nfo se trata de
reagio em gque os anticorpos atwam como
amboceptor sendio que o verdadeiro mecanis-
mo da fixacHo tem que ocoirer entre o antk
corpo ¢ o papel. Pelo que patece, ao reagirem
os anticorpos com o antigeno, este se fixard
gracas & aderéncia da globulina sobre a super-
ficie do papel. Bem conhecida é a explicagio,
considerada factivel, no fenomeno de unifo
de um antigeno com o seu correspondente an-
ticorpe e que, resumidamente, consiste em
supor um movimento dos campos polares do
anticorpe, 0§ que se ajustam aos receptores do
antigeno, deixando exposta a parte hidréfoba
da giobulina, com o que esta, 2o perder sua
afinidade pela dgua por neutralizacfo de seus
elementos polares, transforma-se em material
insolivel e, portanto, expulso do meio i
quido. E evidente que, ao perder sua afinidade
pelo liquido, os elementos hidréfobos expos
tos aderem fortemente & superficie sélida dis-
ponivel, tal como ocorre sobre a placa de por-
celana ou sobre o papel”.

Desde a primeira descricio do-fendmeno,
em 1950, procurou RUIZ CASTANEDA 24
“aperfeicod-lo até converté-lo em método pré
tico que nos permita diagndstico ripido das
infeccBes que comumente s¢ investigam pela
presenca de anticorpos no sangue.

Tais infecgBes s8o as tificas e paratificas, o
tifo exantemdtico e a brucelose, doencas ainda
freqlientes, relativamente em nosso meio .

De fato, o emprego da fixacfio em super-
ficie tornou-se extremamente difundido na
Repiiblica Mexicana, conforme nos foi dado
verificar quando freqiientamos o Instituto de
Investigaciones Medicas, da cidade do México,
dirigido por Castanéda, onde se prepara cons-
tantemente, grande ndmero de papéis reativos,
que se destinam ac uso nos Centros de Satide,
hospitais, laboratdérios de andlises clinicas e
outras instituigdes.

3. MATERIAL EMETODOS
3.1 Soros testados

Foram testados, pelas reagBes de fixagdo
em superficie ¢ de Widal.

a) Cemn soros de pacientes com diagnostico
clinico de febre tiféide e hemoculiura positiva
para Salmonella typhi,

b) cingllenta soros positivos nas reagGes de
V.D.R.L. e de Wassermann;

¢) cinglienta soros positivos na reagdo de
aglutinagfo para leptospiras;

dj cinglienta soros com reagdo de imuno-
fluorescéncia efou reagdo de Sabin-Feldman
positiva para toxoplasmose;

¢) cinglenta soros com reacbes de agluti-
nagdo (reagio de Wright), “spot-test” e fixa-
¢io em superficie positivas para brucelose;

f) cento ¢ sessenia soros de pacientes com
diagnéstico clinico de febre tifdide e hemocul-
tura negativa;

g) trezentos e quarenia soros de pacientes
cujo diagndstico clinico final foi de moléstia
febril indeterminada.

3.2 Antigenos

3.2.1 Antigeno para reagdo de fixagdo em su-
perficie

Foi preparado como segue:

2) Em 20 tubos, de 16 X 160mm, cultivar
Salmonella typhi O 901, em fase lisa compro-
vada pelas provas de aspecto de colbnias em
placa de dgar e inaglutinabilidade com salina ¢
com solugfo aquosa de tripaflavina a 0,5%;
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b) emulsionar o crescimento de cada tubo
em 5Sml de solucio fisioldgica ¢ semear em
uma garrafa de Roux com 4gar ligeiramente
alcalino, pH 74 (Tryptone-Soy-Agar®), da
qual foi retirada previamente a dgua-de con-
densacio;

¢) incubar durante 24 horas, a 37°C, com a
supetficie do 4dgar voltada para chna durante
30 minutos e, em seguida, inverter a posicio
da garrafa;

d) retirar o excesso de liguido e ressus-
pender o crescimento em 20 ml de salina, com
o auxflio de 4 cilindros de vidro de aproxima-
damente 3 cm, que sfo deslocados sobre a su-
perficie do dgar por movimentscdo em biscula
da garrafa;

e} proceder ao exame bacterioscOpico de
cada garrafa;

f) juntar os crescimentos das garrafas, fil-
trando-os em dupla camada de gaze esteri-
lizada, em um balio de fundo chato;

g) deitar na suspensfo bacteriana, para
cada 100 ml, 5 ml de solucdo aguosa a 1%,
esterilizada a 120°C por 5 minutos, do co-
rante vital 2--3-5 cloreto de trifenil-tetrazdlio
que, tedozido, cora os germes de vermelho,
Pode-se usar, também, outro corante, o tetra-
zdlio azul: 3.3 dianisol-bis 4:4 — (3:5 difenil;
cloreto de tetrazdlio; este, quando reduzido,
gora os germes de azul. Tanto faz um como
outro; 0s resultados sio idénticos. Geralmen-
te, dentro de 60 minutos, consegue-s¢ ¢ colo-
rido mais intenso, j& que, depois disso, a tona-
lidade permanece inalterdvel;

h) juntar 4 suspensio colorida, dicool puro
absoluto, na proporgio de 100% do volume da
suspensio;

f) guardar o balfo por 24 hotas, em tempe-
ratura ambijente; executar prova de esteri-
lidade, semeando tubo de dgar com uma
gota de suspengéo;

* Oxoid
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i) proceder & lavagem da suspensfc, centri-
fugando-a fortemente, 4.000 a 5.000 rotages
por minuto, durante 30 minutos; desprezar a
salina alcoolizada. Repetit a centrifugacio
tantas vezes quanias necessirias, até que o
liquido sobrenadante saia incolor;

k) colher com espétula o sedimento, pesar
em balanca de preeisio, sensivel ao centi-
grama; deitar o puré bacteriano pesado em
gral de vidro ou porcelana e, 2 seguir, juntar-
the, pouco a pouco, misturando energi-
camente, sacarose pro-andlise finamente pulve-
rizada, até que a massa da sacarose adicionada
iguale o dobro do peso do puré bacteriano;

[y deixar o gral, coberto, por uma noite,
e banho-maria a 52°C; no dia seguinte, co-
ther o liguido sobrenadante, por inversfio do
gral, desprezando o sedimento, quase sélido,
formado por excesso de sacarose que nio se
incorporou a0s germes . Ao sobrenadante,
juntar duas gotas de solugo de merticlato a
19 correspondentes a cada grama do puré bac-
teriano que se obteve;

m} fazer a impregnacio das folhas do papel
da seguinte forma: tomar uma agulha n® 20
{ calibre americanc )} seccionada transversal-
mente, ,na distincia de um centimetro da
insergac no canhio, ¢ encher esse canhio com
algumas gotas do antfgenc; em geral, 3 bas
tam. A seguir, com a ponta da agulha encos-
tada 3 superficie do papel, procurar, com mo-
vimentos circulares, impregné-lo de maneira a
formar wma mancha que mecga 2 milimetros
de didmetro. Distanciar 2 mancha da borda do
papel, aproximadamente § milfmetros. Deixar
secar o papel, impregnado com as gotas do an-
tigeno. em temperatura ambiente, por uma
hora; depois, guardar em envelopes, também
em temperatura ambiente. A duragfio do anti-
geno € de 60 diss, aproximadamente. Para que
esse tempo de validade fosse maior — 12
meses, £ até mais -~ tornar-se-ia necessario
que, Jogo ap6s a secagem em temperatura am-
biente, fossem os papéis ensacados em sacos
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de. plastico impermedvel, e fechados herme-
ticamente, para impedir contato com a umk
dade ambiente.

3.2.2 Antigenos para reagio de Widal

Preparam-se os antigenos de Salmonella
typhi “somitico e flagelar™ da seguinte ma-
neira:

3.2.2.1 Antigeno somdtico

a) Empregou-se a técnica de BIEN?, ligeira-
mente modificada: em garrafas de Roux, com
dgar mutritivo ligeiramente alcalino, de pH 7 4,
de preferéncia Tryptone-Soy-Agar * ) das quais
se colheu previamente a dgua de condensagio,
semeou-se a raca O 901, comprovadamente
lisa, mediante as seguintes verificagfes; produ-
¢do de coldnias perfeitamente lisas em placas
do mesmo meio nutritivo, inaglutinabilidade
em solugdo salina fisiologica e em solugio
aquosa de Tripaflavina a 0,5%.

b) A sementeirs é feita deste modo: cul
tiva-se por 18 horas araca O 901 em tubos de
16 a 160 mm com dgar nutritivo; cofhe-se o
crescimento com solugo salina isotdnica a
0,85%, 5 ml para cada tubo, o que fornece a
emulsfo necessiria para semear uma garrafa de
Roux.

¢} Incubam-se as garrafas a 37°C, com a
superficie de dgar voltada para cima, durante
24 horas.

d} Colhe-se o liquido que serviu para se-
meadura ¢ lavam-se as garrafas com 10 ml de
saling; a emulsfo resultante € entdo deitada
em balio de funde chato. De todas as garrafas
faz-se um esfregaco e cora-se pelo Gram, para
descartar possiveis garrafas contaminadas,
antes de se proceder & mistura final no baldo.

()} Oxoid

e) Deita-se no baldo dlecol etilico puro,
absoluto, na proporgio de 200% do vohume da
suspensio bacteriana e deixa-se em contato 24

horas.

f} Centrifuga-se a suspensdo, durante meia
hora a 3.000 rotagBes por minute; descarta-se
0 dleool, emulsiona-se com salina isotdnica e
repete-se a operacio trés vezes; deita-se forao

liquido sobrenadante final ¢ emulsiona-se o
centrifugado em salina com 20% de dlcool.

g} Por tentativas, usando-se a salina al-
coolizada a 20% como diluente, procura-se
conseguir que a suspensfo bacteriana fique
com concentragio tal que, diluida a 1%, tenha
opacidade igual ao tubo n© 1 da escala de Mac
Farland. Essa é a concentragio final, pronta
para ser envasada, ¢ que foi por nds empre-
gada nas reages de Widal. Guarda-se o antf-
geno pronto na geladeira,

3.2.2.2 Antigeno flagelar

a} Empregou-se a técnica preconizada por
GILBERT, COLEMAN & LAVIANO'; usa-se
a raca H 901, perfeitamente lisa e mod-
vel, comptovando-se essa condigiio mediante
semeadura em &gar nutritivo ¢ verificando-s¢ o
aspecto das coldnias e a inaglutinabilidade
pela Tripaflavina, como se descreven para a
raga 0 901.

b) Em cada garrafa de Roux, da qual nfo
se retirou a dgua de condensagdo, semeia-% ©
crescimento de 24 horas, em tubos de
16 x 160 mm de dgar nutritivo, ou Trypto-
ne-Soy-Agar{*) e que se colheu com 10 mi
de salina isotdnica.

¢} Incubam-se as garrafas de Roux, com a
carmnada de 4gar voltada para baixo, durante 24
horas a 37°C.
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dj Colhe-se o crescimento mediante la-
vagem das garrafas com 10 ml de salina iso-
tonica, formolada a 0,2%, por garrafa, com o
auxilio de cilindros de vidro, de aproxima-
damente 3 cm, gue sio deslocados sobre a su-
perficie do dgar por movimentagfo em bascula
da garrafa; junta-se tudo em baldo de fundo
chato.

) Antes de se fazer a mistura final, € neces-
sdrio examinar, pelo método de Gram, o cres-
chinento de cada garrafa, para afastar possfveis
contaminagdes.

£) O antfgeno, concentrado, conserva-se
em geladeira mais ou menos a 5°C e dilui-se a
1% no momento de usar. A concentracio
desse antigeno é igual, aproximadamente, ao
tubo n® 1 da escala de Mac Farland; conse-
gue-s¢ a concentragio ideal do antfgeno proce-
dendo-se por tentativa, usando-se salina for-
molada a 0,.2%.

3.3 Reagdo de Fixagdo em Superficie

3.3.1 Técnica

Executa-se a reagio de fixaclo em super-
ficie {que por brevidade, no decomrer deste
trabalho, serd denominada F.S.) da seguinte
maneira: com alca de niguei-cromo, de 3 mili-
metros de didmetro, deita-se, sobre a mancha
do antfgeno, uma gota do soro a examinar.
Toma-se o cuidado de sempre usar, como tes-
temunha, um soro seguramente negativo. A se-
guir, prende-se o papel pela parte superior
num suporte e mergulha-se a borda inferjor do
papel em solugfo salina isotdnica e agunarda-se
que a forca da capilaridade faga subir a salina
até o extremo superior do papel; nesse mo-
mento, cerca de 10 minutos, a reagdo estd ter-
minada e os resultados podem ser lidos.

3.3.2 Interpretacio

Interpretam-se o0s tesultados da seguinte
raneira: em primeiro lugar, verifica-se se a
mancha do antigeno onde se depositou o soro
negativo foi arrastada totalmente pela salina
deixando, apenas, em seu trajeto ascencional,
um  rastro  levemente colorido, concen-
trando-se na borda superior. Em seguida, com-
parativamente 4 marca que deixa o soro ne-
gativo na sua subida, gual o grau de fixacdo
havido; serd de 100%, se a mancha ¢olorida
nfc se moveu do lugar; de 50¢%, se a coluna
colorida resultante do deslocamento do anti-
geno atingir & metade da extensdo do papel.
Os valores intermedidrios, 60% - 70% — 80%
¢ 90%, medem-se mediante a aplicacfo de uma
régua feita do mesmo papel de filtro, onde se
desenharam, espacadamente, riscos de tinta in-
delével, que representam as diferentes alturas
que a coluna do antigeno pode atingir em sua
matcha ascendente. A figura 1 esclarece per-

feitamente o que aczbamos de dizer, pois nela,
encontramos todos os diferentes valores de fi-

xacdo que se descreveram.

Nio sfio todos os papéis de filtro que
se prestam 3 prética da F. 8. ; o papel
inicialmente empregado, com oOtimos resul-
tados, de fabricacdo Eaton-Dickeman NO 609
teve de ser substitufdo, em vista das irregula-
ridades que posteriormente passou a apre-
sentar, substituicio nada facil de realizar,
alids, pois gue se tornou necessirio experi-
mentar, aproximadamente, 30 tipos diferen-
tes, até recair a escolha sobre o papel “Ede-
rol” n@ 20(*). Em nossas pesquisas, adotamos
como valor minimo diagnéstico a fixagdo de
50%; consideramos como negativa toda fixa-
¢do de percentagem inferior a esse valoy,
tendo em vista que todos os soros de casos
com hemocultura positiva testados acusaram
valores iguais on acima de tal porcentagem.
Alids, essa é a opinifio de RUIZ CASTA-
NEDA **, particularmente no que se refere a
pessoas de menos de 15 anos.

(=) Fabricado por 1.C. Binzer, Hatzfeld/Eder, Alemanha Ocidental.
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Reprodugdo de reagio com fixagio de 100% até reagdo negativa.

3.4 Reacido de Widal
3.4.1 Técnica

As reacBes de Widal, tanto somdticas
quanto flagelares, executavam-se de acordo
com a téenica em uso hé vérios anos na Secio
de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz !7
¢ que € a seguinte: Usa-se série de 5 tubos, de
12 x 120 pun, para cada antigeno (somdtico e
flagelar}.

Do segundo ao guinto tubos, distribuenm-se
0,5 ml de solugfo fisioldgica em cada. Adicio-
nam-se 0,5 ml de soro, dilufdo a 1/25, ao pri-
meiro e segundo tubos. Misturam-se o soro di-
luido ¢ a solugio fisiclégica do segundo tubo,
transferem-se 0,5 ml da mistura para o ter-
ceiro tubo, repetindo-se essa operagio até o
quinto tubo, do qual, apds misturar, reti-
ram-s¢ 0,5 ml desprezando-os. O soro, assim
dilufdo, ficard com os seguintes titulos: 1:25,
1:50, 1:100, 1:200, 1:400. Juntam-se 0,5 mi
da emulsfo de antigeno a cada tubo, ficando,
pois, dobradas as respectivas diluigdes. Essa
juncio € feita: a) para reacGes somdticas ime-
diatamente ap6s a diluigdo, agitando-se os
tubos e levarido-os A estufa a 37°C, onde per-
manecem até o dia seguinte (18 a 24 horas);

b} para as reacGes flagelares, 0s tubos com as
dilui¢Ses de soro s@o colocados em geladeira
até o dia seguinte, quando serd feita a jungio

de 0,5 ml de antfgeno flagelar, indo os tubos
para banho-maria a 52°C, onde permanecem
por 2 horas. Ao fim desse tempo, faz-se alei-
tura de todos os tubos, tanto dos que ficaram
na estufa como dos retirados do banho-maria.
Usa-se testemunho de cada antigeno (0,5 ml
da solugio fisioldgica e 0.5 ml de antigeno
diluido). A leitura deve ser feita de prefe-
éncia com hipa, anotando-se a dltima diluicdo
na qual sdo visiveis grumos.

3.4.2 Interpretacdo

Os tftulos considerados positivos, segundo
essa técnica, e por nés adotados, s30 os seguin-
tes: antigeno somdtico igual a 1:100 ou maior;
antigeno flagelar igual a 1:200 cu maior.

3.5 Hemoculturas

As hemoculturas foram reglizadas de acor-
do com técnica vigorante na Segfio de Bacte-
riclogia do Instituto Adolfe Luiz '® e queé a
seguinte;

Além da colheita em caldo glicosado citra-
tado, as 8. typhi e paratyphi podem ser satis-
fatoriamente isoladas do proprio codgulo de
sangue. Uma vez retirado o soro, colocar, com
pipeta estéril, no mesmo recipiente cnde ficou
o codgulo, cerca de 10 ml de bile-nutrose. In-
cubar a 37°C por 24 horas. Apés 24 horas,
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com pipeta ou alga de platina, retirar algumas
gotas do meio e semed-las em placas de dgar-
cido rosélico ou do meio de Holt-Harris-
Teague, espalhando-as- com bastio de vidro.
Nio havendo crescimento microbiano nas pla-
cas, repetir as mesmas operagBes apos 48
horas ¢ ap6s 5 dias, partindo sempre da cul-
tura original, que permanecerd na estufa. Trés
subculturas negativas sfo suficientes para dar
resultado negativo.

Havendo colbnias suspeitas, passd-las para
triplice-aglicar ¢ depois identificd-las. Se o
comportamento em triplice-agicar for idén-
tico ao de S. typhi, submeter imediatamente
essa cultura as provas de aglutinacio com
soros tificos somdtico EX e flagelar “d”.

A prova de aglutinacfo serd feita em 1&-
mina, emulsionando-se, com alga de platina, o
creséimento da parte inclinada do trfplice agd-
car diretamente com as gotas de soro pre-
viamente colocadas na ldmina, tendo-se cuida-
do de fazer testemunho da emulsio em solu-
¢80 salina, para controlar possiveis auto-aghi-
tinacGes.

3.6 Andlise estatistica

Os resultados obtidos, constantes de qua-
dros adiante apresentados, foram analisados
em func¢io dos diagnosticos laboratoriais fei-
tos pelo método em estudo comparativamente
com a reagio de Widal.

Em estudos nos quais se pretende escolher,
entre dois métodos experimentais, aquele
capaz de acusar a maior positividade, o mesmo
individuo ou material € usado como sew pré-
pric controle. Assim sendo, em tais experi-
mentos, o problema de colocar em prova a
hipétese de nulidade (Hpy), de que os dois mé-
todos apresentam proporgdes iguais de positi-
vidade, contra a hipétese alternativa (Hy), de
que diferem tais proporgdes, envolve compara-
¢Bes de amostras nfio independentes. Em tais
casos & indicado o emprego do teste das mu-
dangas de MC NEMAR™ , que evita a conside-
racio da correlago entre as duas amostras.

O teste de Nzlc Nemar consiste no cdlculo
de: X*? = b:g , que se distribue aproximada
mente segundo a distribuicdo X* com um
grau de liberdade.

Considerando-se a natureza dos dados no
presente trabalho e os objetivos a que ele se
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propds, fez-se necessdria a adogdo do referido
teste que, no intuito de ter reforgada sua efici-
éncia, foi empregado com 2 corregio de conti-
nuidade de Yates (X2)

4. RESULTADOS

4.1 Resultados obtidos pelo emprego da rea-
iedio de fixapdo em 100 soros de pacientes com
diagnéstico clinico de febre tiféide e hemocuk
tfura positiva pam?Salmonella typhi

As reagBes de fixag#io em superficie realiza-
das nesses casos sempre foram positivas, mos-
trando as seguintes porcentagens de fixagdo:

50% 2 casos
60% 7 casos
70% 27 casos
80% 31 casos
90% 23 casos
100% 10 casos
Verifica-se, & simples inspe¢do, que a gran-
de maioria dos casos (91) situou-se na faixa de
maior positividade (70 a 100%).

4.2 Apreciacio dos valores médios da reagio
de fixacdo em superficie em 98 casos com
diagnostico clinico de febre tiféide e hemocul-
tura positiva para Salmonella typhi em relagdo
as idades dos pacientes

Verifica-se que, contrariamente ao que foi
assinalado por RUIZ CASTANEDA ¥7 ¢ GU-
TIERREZ et alii'® , no México, onde € pos-
sivel encontrar em criancas de menos de 15
anos valores diagnoésticos de fixacfio tdo bai-
xo0s como 50% e mesmo 25%, entre nds esses
niveis situam-se sempre acima de 70%, nfo ha-
vendo diferengas com os dos demais grupos
etdrios.

QUADRO 1

Distribuicdo, por idades, dos valores médios
da reagiio em 98 casos de febre tifdide, com

hemocultura positiva

idade N.O Valores médios

da porcentagem

{anos} Casos de fixacdo (%)
0 - 35 9 78.8
6 — 10 12 80,0
i1 - 15 14 77,6
16 ~ 20 19 80,0
> - 20 44 79.8
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4.3 Comparacdo entre os resultados das rea-
¢hes de fixacdo em superficie e de Widal (sn-
mdiica e flagelar), executadas simultaneg-
mente em 100 soros de pacientes com diag-
nostico clinico de febre tifoide e hemocultura
positiva para Salmonella typhi.

Submetidos os dados constantes dos qua-

dros IT ¢ 111 & andlise estatistica (quadros IV e
V), verificou-se, de acordo com os valores X*
encontrados, que diferem significantemente as
proporgGes de positividade encontradas nas
rea¢des de fixagdo em superficie e de Widal, o
que permite concluir pela maior sensibilidade
da primeira.

QUADRO 1l

Resultados das reacdes de fixagdo em superficie e de Widal 0" {somdtica) realizadas simulta-
neamnente em 100 soros de pacientes com diagnéstico clinico de. febre tifdide € hemoculura po -
sitive para Salmonella typhi

Reagdo de Reacio cie Widat “Q™
fixacio em Positiva (tftuio) Negati Total
superEici 1:100 1:200 1:400 1:800 cative
Positiva a
50% 1 - -~ - 1 2
60% 1 2 2 - 2 7
0% 3 4 7 8 5 27
80% 3 3 0 9 & 31
90% - 1 2 16 4 23
100% - 2 - 8 - 10
Negativa - - - - _ -
Total 8 12 21 41 18 100
QUADRO il

Resultados das reages de fixagdo em superficie e de Widal “H” {flagelar} realizadus simulta-
neamente em 100 soros de pacientes com diagnostico clinico de febre rifdide e hemocultura
positiva para Salmonella typhi

Reagfo de Reagfio de Widal “"H”
fixacio em Positiva (iitulo) Negativa Total
superflcie 1:200 1:400 1:800
Positiva a
504 i - 1 - )
60 - 1 3 3 7
7% 1 5 13 8 27
80% 5 5 15 [ 31
9% - i 17 5 23
100% 1 1 7 1 10
Negativa - - - - .
Total 8 13 56 23 100
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QUADRO IV

Comparaciio dos resultados dus reagdes de
fixacdo em superficie (F.S.} com os das rea-
cdes de Widal "0 (W."07)

QUADRO V

Comparagio dos resultados das reagdes de
fixacdo em superficie com os das reagdes de
Widal “H” (W.“H"}

F.S.
FS. Pos. Neg. Total Pos. Neg. Total
W0 W ST
Pos. 82 - 82 Pos. 77 - 7
Neg, 18 - 18 Neg. 23 - 23
Total 100 - 100 Total 100 - 100
X2= 1605 X2 = 21,04
p< 0,001 < 0001

4.4 Comparagdo entre os resultados das req-
¢bes de fixacdo em superficie e de Widal {so-
mdtica e flagelar), executadas simulteneamen-
te em.

a) 50 soros positivos nas reagles de Was
sermann e de V.D.R.L. { quadros VI
e VII});

b) 50 soros com reaglo de aglutinagio po-
sitig;zf:}.a&ra leptospiras (quadros VHI e

¢} 30 soros de reagfo positiva de imuno-
fluorescéncia efou de Sabin-Feldman
parz toxoplasmose (guadros X e Xl) e

QUADRO VI
Comparagio dos resultados das reagdes de
F.S e W."0" realizadas simultaneamente em
30 soros positivos nas reagOes de Wassermann

d} 50 soros positivos nas reag0es de aghu-
tinacfo, “spot-test” e fixacio em super-
ficie para brucelose {quadros XII e
X,

Verificou-se, usando simultaneamente as
reagbes de fixaglo em superficie ¢ de Wi
dal { somdtica e flagelar ) em casos de
outrzs moléstiay que ndo febre tifdide, a
existéncia de diferencas significativas em fodas
as comparaches entre a F.S. e Widal *0”, nio
tendo sido encontrada essa diferenca apenas
entre F.S. ¢ Widal “H" realizadas em soros de
casos de sifilis e toxoplasmose.

Pode-se, assim, conchiir serem as duas rea-
cdes diferentes no que tange i positividade, e
que hé maior especificidade por parte da rea-
¢éo de fixagfo em superiicie

QUADRO Vil

Comparagio dos resultados das reacdes de
FS8 e W H" realizadas simultaneamente em
50 soros positives nas reacdes de Wassermann

e VORL e V.D.R.L
Pos, Neg. tal
W o 08 eg Te Wi Total
O A S
Pos. G 13 15 Pos, & 2 2
Neg. 2 35 35 Neg. 3] 48 48
Total 0 50 50 Fotal 0 50 50
X3 = 13,06 X3 =05
P< 0,001 Nio significativo
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QUADRO VIII

Comparacio dos resultados das reagdes de
F.S. e W."0" realizadas simultaneamente em

S50 soros positivos nas reacOes de aglutinacdo
para Leptospiras

QUADRO 1IX

Comparegio dos resuitados das reacBes de
F.8. e W."H"” reghizadas simultancamente em

50 soros positivas nas reacdes de aglitinagdo
para Leptospiras

Pos.
Neg. 5 41 41
Total 0 50 50 Total 0 50 50
X: = 33,02 X2 =711
P < 0,001 r <001
QUADRO X QUADRO XI

Comparacdo dos resultados das reagdes de
F.S e W07 realizadus simultaneamente em

50 soros com reagGes positivas
para Toxoplasmose

Comparagdo dos resultados das reages de
F.S. e W.“H” realizadas simultaneamente em
50 soros com reages positivas
para Toxoplasmose

F.8. F.S.
Pos. Neg. Total s Pos. Neg. Total
w'ito!, w' H
Pos. & 21 21 Pos. 0 3 3
Neg. 0 29 29 Neg. 0 47 47
Total B i 50 30 Total Q 50 50
X2 = 19,04 X2=13
P < 0,001 Néo significativo
QUADRGQ XII QUADRO XIII

Comparagdo dos resultados das reacOes de
E.S. ¢ W.“0" realizadas simultaneamente em
-50 soros com reagdes positivas para Brucelose

Comparagdo dos resultados das reacdes de
F.S. e W.H” realizadas simultaneamente em
50 soros com reagOes positivas para Brucelose

F.S. Pos. Neg. Total
W’&ioi’
Pos. 0 32 32
Neg. 0 18 18 Neg. 0 35 35
Total 0 50 50 Total 0 50 50
X2 =333 X2 = 13,06
P< 0,001 P < 0,001
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4.5 Comportamento da reagdo de fixagio em
superficie, em 160 soros de pacientes com
dingnéstico clinico de febre tifdide e hemocul-
tura negativa, comparativamente com a reaglo
de Widal

Essa série de resultados, que constam dos
quadros XIV e XV, apesar de proveniente de
individuos com diagnostico clinico de febre
tifdide, no comporta entretanto apreciagio
definitiva, pelo fato de serem negativas as res-
pectivas hemoculturas.

- Pareceu-nos, porém, interessante cotejar
esses resultados com os da reagio de Widal
que, em casos dessa natureza, é a base do
diagndstico.

As duas reagBes comportaram-se, aproxi-
madamente, da mesma maneira, acusando por-
centagens de positividade de 88,1% para fixa-
¢do em superficie, 89,3% para reacio de Widal
somdtica ¢ 71,2% para a reacio de Widal fla-
gelar,

QUADRO Xiv

Resultados das reagGes de F.S. e W."0" realizadas simultaneamente em 160 soros de pacientes
com diagrnostico clinico de febre tifoide € hemocultura negativa pare Salmonella typhi

Reagfio de Reagfo de Widal Q"
Fixagdo em Positiva { titulo ) Nogativa Total
superficie 1:100 1:200 1:400 1:800 &
Positiva a
50% e - 1 1 - 2
60% 2 & 5 . 2 15
0% 4 12 7 14 2 39
80% 3 5 10 24 5 47
S0 - 1 4 i3 1 19
100% - - 3 15 1 19
Negativa 5 & 2 - & 19
Total 14 30 32 67 17 160
QUADRO XV

Resultados das reacdes de F.S. e W."H" realizadas simultaneamente em 160 soros de pacientes
com diagndstico cltnico de febre tifdide e hemocultura negativa para Salmonella typhi

Reacio de Reafdo de Widal “H™

Fixacio em Positiva { titulo } . Totat
superficie 1:206 1:400 1:800 Negativa
Positiva a

50% - - H 1 2
60% 3 2 4 6 15
10% 6 9 14 16 39
80% 4 § 23 15 47
0% 3 - 15 1 19
100% 2 4 9 4 19
Negativa 1 - g g 19
Total 19 20 75 46 160
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4.6 Comportamento da reacdo de fixacdo em
superficie, em 340 soros de pacientes com
classificacdo final de “moléstias indeter-
minadas”

Também nestes casos {quadros XVI e
XVII} a amostragem ndo permitiu conclusies

definitivas. Comparativamente 3 reacio de
Widal, a F.S. apresentou, aproximadamente, a
mesma porcentagem de positividade — 23,2%
sendo que a reagfio de Widal somdtica revelou
21,5% e a flagelar, 18,2%.

QUADRO XVI

Resultados das reaces de F.S. e de W.“Q redlizadas simultaneamente em 340 soros de
pacientes de moléstias indeterminadas e hemoculturas negativas’

Reagdo de Reagio de Widal O™
Fixagdo em Positiva ( titulo ) Negats Total
superficie 1:100 1:200 1:400 1:800 g e
Positiva a
50% - - - - - _
&0% 10 3 — - 8 24
0% 3 1 - 6 13 23
80% - 3 2 3 4 12
0% 1 2 — 7 1 11
100% - 1 - 3 5 9
Negativa 19 4 2 - 236 261
Total 33 17 4 19 267 340
QUADRO XVII

Resultados das reagdes de F.8. ¢ W."H "' realizadas simultaneamente em 340 soros de pacientes
de moléstias indeterminadas e hemocuituras negativas

Reagdo de Reacfo de Wida] T
P‘;xagza? ‘em Positiva { titulo ) Total
supesficie 1:200 1 :400 : 800 Negativa
Positiva z
50% - - - - -
60% 3 1 4 16 24
70% 4 2 - 17 23
80% 2 2 4 4 12
90% - k. 6 2 i1
100% - 1 3 5 9
Negativa 12 8 7 234 261
Total 21 17 24 278 340
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como método diagndstico laboratorial da febre tiféide

5. CONCLUSOES

A vista do que foi explanado, é Hcito dedu-
ZiF que:

1. A sensibilidade da reacgfio de fixacdo em
superficie ¢ bem mais acenivuada do gue a da
reagfio de Widal.

2. A reaclo de fixagfio em superficie ¢
mais especifica do que a de Widal no diagnés-
tico sorologico da febre tifbide.

3. A fixagfo em superficie é de realizagio
mais rdpida ¢ de leitura mais facil do que a
reagfio de Widal.

4. Para maior seguranca do diagndstico so-
roldgico da febre tifdide, o emprego da'reagio
de fixagio em superficie é aconsethdvel na ro-
tina dos laboratérios que se encarregam de tra-
balhos dessa natureza.

6. RESUMO

BRANDAO, C.8.H. — Reaglio de fixagio em superfi-
cie como método diagndstico laboratorial da fe-
bre tifdide. Estudo comparative com a reaglo
de Widal. Rev. Inst. Adolfo Futz, 33: 1735,
1972,

Soros de 100 pacientes com febre tifdide
confirmada foram testados simultaneamente
pela reacfo de fixaco em superffcie e pela
reacdo de Widal com antigeno somdtico ¢ com
antfgeno flagelar, e comparacic com, os re-
sultados de hemocultura.

Houve concordéncia absoluta entre os re-
sultados de hemocultura e de reagio de fixa-
¢do em superficie, enquanto que a rea¢io de
Widal foi negativa em 18 casos, com antigeno
somdtico e, em 24 casos, com antigeno flage-
iar. Em 200 casos de pacientes com diagnos-
tico clinico e laboratorial de outras moléstias
infeccigsas, a reacdo de fixacHo em superficie
sempre foi negativa, enquanto que a reaco de
Widal, com antigeno somdtico, foi positiva em
52% e, com aniigenc flagelar, em 14,5% dos
Cas0s,

E sugerida a adogdo da reacio de fixacdo
em superficie no diagnostico laboratorial da
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febre tifdide em razio de sua maior sensibili-
dade e maior especificidade.
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EMPREGO DO ACIDO ROSOLICO NA IDENTIFICACAO DE ESPECIES DO
GENERO BRUCELLA

USE OF ROSOLIC ACID IN THE IDENTIFICATION OF SPECIES
OF THE GENUS BRUCELLA

SEBASTIAO DE CAMARGO CALAZANS (1)
CELSO SOARES HABERBECK BRANDAO (2)

SUMMARY

CALAZANS, §.C. & BRANDAQ, C8.H. ~ Use of rosolic acid in the identification of species of
genus Brucella. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 32: 37-40, 1972.

The utilization of the rosolic acid (dyphenyl-cresol-carbinol anhydride) in chromo-
bacteriostasis tests is described as an additional element for the i(Z;,ntiﬁcaEion of the

species Brucella sufs.

INTRODUGAO

O processo de cromobacteriostase, desen-
volvido em 1943 por HUDDLESON ?, por sua
simplicidade, a par de excelentes resultados
praticos, é largamente empregado na diferen-
ciacl@o das espécies melitensis, abortus e suis
do género Brucella. Entretanto, no pode ser
considerado como decisivo, pois realmente
diferencia apenas as espécies-tipos e nem sem-
pre os demais tipos se comportam uniforme-
mente nas diferentes faixas de concentracfo
inibitérias dos corantes utilizados.

Visando a melhoria da capacidade discri-
minativa do metodo em causa, foi estudado, no
presente trabalho, o emprego do 4cido rosdli-
co (anidrido de difenol-cresol-carbinol), em
complementacdo & técnica de Huddleson.

MATERIAL E METODOS

1. Material

1.1 Acido rosélico (anidrido de difenol-
cresol-carbinol) (3)

(1} Do Instituto Adolfo Lutz.

1 g dissolvida em 50 m! de dlcool absoluto,
completado o volume até 100 m] com 4gua
destilada.

1.2 SolugSes de fucsina bésica e tionina,
preparadas conforme Huddleson, utilizando
lotes de corantes de atividade conhecida, se-
gundo recomendagiio da Comissio de Peritos
da Organizagfo Mundial de Saide (4) -

a) Solugfo de fucsina bésica: solugdo a
0,1% em dgua destilada esterilizada; deve ser
preparada cada 60 dias.

b) Solugdo de tionina: solucfo 2 0,1% em
dgua destilada esterilizada; deve ser preparada
cada 60 dias.

1.3 Meios de cultura
1.3.1 Agar-triptose

Bacto-Tryptose (s)- -« -« 20 g
Cloreto de sdédio -+ -+ - -+ - 65 g
Agua destilada .......... 100 mi
Bacto-Agar(s) . ... ... ... 18 g

{2) Do laboratério I de Taubaté, S.B., do Instituto Adolfo Lutz.

(3} E. Merck, p.a., n.9 627.

(4} Fucsina bdsica — certificado n.0 NF 58; tionina — certificado n.¢ 16 (Comité Mixte FAQ/QOMS
d’Experts de la Brucellose — Deuxieme rapport — OMS Ser. Rapp. Techn., 1953, p. 67)

(53 Difco
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Aguecer, em vapor fluente, até perfeita dis-
solucdo; esfriar a 60°C; acertar o pH 2 6,8 —
7,1. Distribuir em balSes de 100 mi; esteri-
lizar 2 120°C por 15 minutos.

1.3.2 Agarinfusio de figado (Stafseth-
Huddleson)' .

a}Infuso de figado: misturar, em uma
panela, 300 g de figado de boi passado na
miquina e 500 cm® de dgua de torneira; co-
brir a panela e aguecer em vapor fluente du-
rante 20 minutos; misturar novamente o con-
tetido & aguecer em vapor fluente mais | hora
e meia; coar através de wina peneira paa reter
as particulas mais grosseiras e filtrar através de
algoddo de vidro.

b} Para preparar 1 litro de caldo de figado:

Infuso de figado ....... 500 cm®
Agua de torneira .. ... .. 500 cm?
Peptona .. ........... 10g
Cloreto de sédio puro ... 5g

Aquecer em vapor fluente uma hora, deixar
resfriar a 60°C, ajustar o pH a 7,0 e aguecer
novamente em vapor fluente durante 1/2 ho-
ra. Filtrar em algodfo de vidro, distribuir e
esterilizar a 110°C, 1/2 hora. O pH final deve-
14 ser proximo de 6,6.

¢} Dissolver 20 g de dgar em 1 litro de cal-
do de figado preparado como indicade prece-
dentemente, filtrar em algodio de vidro, dis-
tribuir ¢ estérilizar a 110°C, 1/2 hora. Para o
isolamento a partir de material muito conta-
minado, adicionar 2 cada litro de dgar-figado,
5 cm® de uma sotucdo a 0,1% de violeta de
genciana (conc. final 1/200 000}, a fim de ini-
bir germes. de contaminacio gram-positivos.

133 Brucella-Agar (1): preparado de acor
do comn as indica¢Bes do fabricante.

1.3.4 Agarinfusio de batata (2): prepa-
rado de acordo com as indicagBes do fabrican -
te.

(13 Albimji Laboratories, n.® A 115,
(2) Difco,n9BSL.
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1.4 Estirpes utilizadas:

a} B. abortus 1119-3, utilizada pelo Depar-
tamento de Inddstria Animat, E.U.A ,na pre-
paracdo de antigenos’; '

b) B. abortus 456, provenienie do Centro
de Moléstias Transmissiveis, Atlanta, E.UA.,
utilizada por SCHUBERT & HERNDON® na
preparacio de ant{genos de Wright experimen-
tais;

c} B. abortus 544 (Weibridge)

d) B. suis 8—6, utilizada pelo Ceniro de Es-
fudos da Brucelose, de Montpellier, Franca,
para a prepara¢do de antigenos®;

e} B. suis 1130 (Minedpolis);

) B, melitensis 16 M (Beltsville).

As amostras 8. abortus 544, B. suis 1130 e
B. melitensis 16 M sfo recomendadas pelo
Comité Misto de Peritos da Brucelose, da
OM.S., como estirpes-padrio especialmente
adequadas 3s provas de padronizagio da cro-
mobacteriostase.

Foram utilizadas amostras verificadas apre-
senitarem-se em fase lisa, conforme os con-
ceitos atualmente em vigor™™®®,

2. Mérodo

Foram sempre empregados.meios sdlidos,
de fabricaciio recente. Os corantes, nas con-
centragBes indicadas, foram juntados azos
meios fundidos e estes eram aquecidos em
banho-maria 2 50°C por 5 minutos para
obtengdo de uma distribuicio homogénea. Os
meios foram, em seguida, distribuidos em pla-
cas de 100 x 20 mm, que eram colocadas em
estufa a 37°C até desaparecimento da 4gua de
condensacio.

As diluicGes finais dos corantes foram:

a) Acido rosélico: 1/10.000; 1/20.000;
1/30.000; 1/40.000; 1/50.000; 1/80.000 e
1/100.000;

b) Fucsina bdsica e tionina: 1/50.000 ¢
1/100.000.

Os in6eulos das vérias amostras de brucelas
foram preparados cultivando-se 48 horas em
tubos de Brucelia-Agar. Para semeadura das
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placas foi wtifizado o induto bacteriano colhi-
do com alga calibrada de I mm de didmetro
interno® (duas algadas suspensas em 1 ml de
solugfio fisiolbgica). As semeaduras foram fei-
tas em estrias, em placas divididas em seto-
res, para efeito comparativo; foram utilizados
dgar-figado, Brucella-dgar, dgar-infusdo de ba-
tatas e dgar-triptose. As placas foram incuba-
das a 37°C, durante 96 horas.

RESULTADOS

Hicialmente, foramn examinados os quatro
meios de cultura utilizados, para verificacfo
das condigBes nutrifivas mais adequadas ao

crescimenio das amostras empregadas. O Bru-
cella-Agar e o dgar-figado conduziram a resul-
tados mais exatos e constantes no que se refe-
re & intensidade e caracteres morfol6gicos do
crescimento bacteriano; entretanto, também o
agar-infusio de batatas ¢ o dgar-triptose permi-
tiram resultados satisfaidrios, embora menos
nitidos. Assim sendo, foram escolhidos os dois
primeiros meios para as observagBes subse-
qlientes.

Para determinaco da faixa de dilnigBes de-
terminantes de cromobacteriostase, foram rea-
fizadas dez determinagdes, cujos resultados
estdo expressos no quadro It

QUADRO |

Agdb bacteriostdtica do deido rosélico sobre amostras de Brucella Resultados de
10 observages em meio Brucella-dgar, com 48 | de incubagio a 37%

Diinigdes
Espécies
1:10.000 | 1260006 | 1:30.000 | 140.000 | 1:50.000 | 1:80.000 [1:300.000
abortus C C C C C C C
melitensis C C C C C C C
suis i I C C C C C
I — Inibigio de crescimento
C — Crescimento
A influéncia do tempo de incubagao foi CONCLUSGES

verificada como mostra o quadro II:

QUADRO 1

Agdo bacreriostdtica do deido rosélico @ 1:20.000
sobre amostras de Brucella, em meio de dgar-figado ¢
incubagdo a 37°C, 2 24, 48, 72 e 96 h de observagio

Tempo de incubagio

Espéuies 24 h 48 h Tih 96 h
abortus + ++ ++ +
melistensis + + ++

suis —

+  Crescimento
- Auséngcia de crescimento

Pelos resultados apresentados pode-se veri-
ficar:

a} A acio bacteriostética do 4cido roslico
em diluicBes até 1:20 000 e apds 48 h de in-
cubagio ¢ niftida com referéneia & Brucelln
suis, nfo apresentando o corante efeito inibi-
dor, em qualguer concentragio, sobre as espé-
cies abortus e melitensis.

b} Os quatro meios testados — dgar-tripto-
se, dgar-infusfo de figado, Brucella-dgar e
dgar-infusfo de batatas — embora, com peque-
nas variagtes, podem ser utilizades nas provas
de cromobacteriostase.
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¢) A prova descrita poderd ser utilizada,
juntamente com as provas cldssicas — pela fuc-
sina bdsica e tionina — como mais um elemen-
to para caracterizacfo de espécies do género
Brucella,

RESUMO

CALAZANS, 8.C. & BRANDAO, C.5.H. — Emprego
do dcido rosdlico na identificacio de espécies
do género Brucells. Rev. Inst. Adolfo Lutz,
32: 3740, 1972

O emprego do dcido rosdlico (anidrido de
difenol-cresol-carbinol) em provas de cromo
‘bacteriostase ¢ descrito’ como mais um ele-
mento para identificagio da espécie Brucella
suis.
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INCIDENCIA DE REAGENTES A PROVA DA IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA
PARA O DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE ENTRE ESCOLARES
DO MUNICIPIO DE PRESIDENTE PRUDENTE (1)

THE INCIDENCE OF REAGENTS TO INDIRECT IMMUNOFLUORESCENCE TEST FOR
DIAGNOSIS OF TOXOPLASMOSIS AMONG STUDENTS IN THE
REGION OF PRESIDENTE PRUDENTE, SAQ PAULO, BRAZIL

MARCELO OSWALDO ALVARES CORREA (2)
SABURO HYAKUTAKE (2)
JOSE FERREIRA TOGNOLI (3)

SUMMARY

CORREA, M.0.A.; HYAKUTAKE, S. & TOGNOL! 1F. - The incidence of reagents to
indirect immunofluorescence test for diagnosis of toxoplasmosis among students in the
region of Presidente Prudente, S8o Paulo, Brazil, Rey. Inst. Adolfo Lutz, 32: 4146, 1972.

Three hundred and thirty eight sera from students of 9 to 15 years of age were tested
by indirect immunofluorescence for toxoplasmosis,

One hundred and fifty one sera (44,7%) showed titers equal or higher than
1:256. These data when compared with those of another survey among indians of same

age grou
results. The inci

of Upper Xingu River, Central Brazil (R. G. Baruzzi, 1968) showed similar
sence of positive sera was higher in the urban area than in rural area.

The more frequent titer found was 1:8,000.

INTRODUGAO

Dentre as zoonoses de distribui¢io ubiqii-
tdria avulta, pela sua importancia em patologia
humana, a toxoplasmose, como atesta o im-
pressionante nimero de publicagbes cienti-
ficas a ela referentes que tém enriquecido a
bibliografia médica particularmente nos dois
ultimos decénios.

Entre noés, a toxoplasmose tem sido estu-
dada sob multiplos e diferentes aspectos desde
a descoberta do agente causal por Splendore
em 1908 até os nossos dias, conforme se pode
avaliar pela recente revisio da bibliografia na-
cional efetuada por GOMES * em 1970.

Em 1969 e 1970 tivemos oportunidade de
proceder a inquérito soroldgico entre escolares
do ciclo primdrio matriculados em escolas pi-

blicas estaduais no municipio de Presidente
Prudente, com o fito de averiguar a incidéncia
de reagentes 4 prova da imunofluorescéncia
indireta para evidenciagio de anticorpos an-
ti-toxoplasma. A apresentagio destes dados
constituj o objetivo da presente publicacfo.

MATERIAL E METODOS

As amostras de sangue foram colhidas por
pungio venosa dentre escolares de 9 a 15 anos
de idade, residentes nas zonas urbana e rural
do municipio de Presidente Prudente, Estado
de Sio Paulo, localizado a 22° 7°4,8™ de lati-
tude Sul e 51°23°1,5” de longitude, com érea
de 555 km?2, altitude de 468 m e populagfio
de 105.455 habitantes.

Em sua absoluta maioria, os escolares exa-

€1} Realizado na Se¢fo de Parisitoses Sistémicas do Instituto Adolfo Lutz.
Apresentado ac 99 Congresso da Socledade Braslleira de Medicina Tropical, realizade em Fortaleza, Cears,

de 4 a 7 de feversiro de 1973.
(2) Do Instituto Adolfo Lutz, S50 Paulo.

(3) Do Laboratorio | de Presidente Prudente, 8.P., do Instituto Adolfo Lutz.
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minados s3o paturais do municipio de Presi-
dente Prudente, raros dos mumnicipios vizinhos
ou de outros estados.

Uma vez separados, os soros foram subme-
tidos 4 prova da imunofluorescéncia indireta
para o diagnostico da toxoplasmose, de acor-
do com a técnica descrita por CAMARGO ?
ligeiramente modificada por Hyakutake que
introduziu as seguintes modificacles técnicas:

1. Com referéncia ao tempo de reagio
antigeno-anticorpo, é preferivel incubar as
liminas da rea¢fio durante meia hora 3 tem-
peratura de 37°C dentro da cimara umida,
em vez de uma hora a 37°C.

2. A observagiio da limina no microsco-
pio de fluorescéneia é feita através de tubo
monocular, pois o binocular acarretaria
40% de redugfo da luminosidade da ima-
gem.

3. Na preparaco do antigeno, em vez
de usar a centrifugacio diferenciada, isto &,
o uso de baixa rotagio para sedimentar os
leucécitos (Goldman) antes de formolagfio
do antigeno, rompem-se os leucdcitos utili-
zando uma seringa munida de agulha BD
n9 3 ou n.0 4 (US n.0 27 ou 30), com a
qual se pratica a expulsio e aspiracio do
exsudato, repetindo de 10 a 15 vezes a ma-
nobra.

4. Para a titulagem do conjugado & esco-
thido um soro reagente padrio, ou methor,
um soro reagente de tfiulo estdvel conheci-
do, obtido através da reacfio de Sabin-Feld-
mar, como por exemplo um soro de iftulo
1:1 024. Com este soro fazem-se as dilui-
¢Bes sucessivas a partir de 1:16, obtendo-se
assim as diluicBes de 1:256, 1:512, 1:1 024
e 1:2 048 distribuidas em ldmina quadricu-
lada e incuba-se meia hora a 37°C. Em se-
guida, preparam-se as diluigBes sucessivas
do conjugado a testar, isto &, as diluigBes
de 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1512 ¢
1:1 024 ¢ distribuem-se sobre as trés limi-
nas das diluigSes mencionadas do soro pa-
drio. Feita a leitura, elege-se como titulo
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do conjugado aquela dilvic@o que apresenta
fluorescéncia de média intensidade (+4).

De acordo com a experiéneia de Hyakuta-
ke, os resultados obtidos com a prova da
imunofluorescéncia indireta o superponi-
veis, até cerca de 98%, aqueles da prova de
Sabin-Feldman.

COUTINHO et alii ® chegaram a conclu-
soes andlogas ao proceder a andlise compara-
tiva entre as sensibilidades das referidas provas
diagnoésticas.

RESULTADOS E COMENTARICS

Foram examinadas 338 amostras de sangue
de 123 escolares residentes na zona urbana e
de 215 residentes na zona rural. Para efeito de
comparagio, com levantamentos soroldgicos
semelhantes foram considerados negativos os
soros com titulos menores do que 1:256, e
positivos, aqueles com valores iguais ou maio-
res do que 1:256. Assim sendo, encontra-
ramm-se 187 soros negativos ¢ 151 reagentes &
pesquisa de anticorpos antifokoplasma, cor-
respondendo 4s percentagens, respectiva-
mente, de 55,3 de negatividade e 44,7 de posi-
tividade.

No quadro I estio configuradas a discrimi-
nagio entre os resultados obtidos nas zonas
rural e urbana, a distribuigdo por sexo, a dis-
tribuicio dos rteagentes entre os diferentes
titulos e a distribuig8o por anos de idade.

Considerando-se apenas os grupos etarios
verifica-se:

12 grupo de 9 a 10 anos de idade: total de
174 examinados, sendo 71 reagentes (41%) e
103 negativos (59%).

2%9grupo de 11 a 15 anos: total de 164
examinados, sendo 80 reagentes (49%) ¢ 84
negativos (51%).

Estes resultados foram projetados em gra-
fico para comparagdo com os obtidos, em gru-
pos etirios andlogos, por BARUZZI ', entre
indios do Alto Xingu e, em Sio Paulo, por
JAMRA ¢
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QUADRO 1

Distribuicdo dos titulos dos soros reagentes segundo “habitat” e idade

“Habitat” N.Ode N.O de Namero de soros positivos. Titulo 1: Percentagem
de soros

Idade SOT0S SOTO8 positivos
{anos) testados negativos 256 1624 2048 4 600 8000 16 0600 32 060 Total %)

Zona wrbana

9 33 18 6 1 0 3 5 0 0 15 454

10 38 17 4 1 0 0 12 3 H 21 35,2
i1 32 10 7 0 0 3 6 3 3 22 68,7
12 9 2 2 0 0 1 4 0 0 7 77,7
13 6 1 H 0 0 0 3 0 1 5 500
14 3 0 1 0 0 1 1 1 ¢ 3 1000
15 2 0 0 0 0 0 1 1 0 2 1000

Total 123 48 21 2 ¢ 7 32 8 5 75 60,92
Masc. 66 24 11 H 0 4 19 5 2 42 63,6
Fem. 37 24 10 H 0 3 i3 3 3 33 578

Zona rural
9 54 36 0 1 3 3 8 0 3 18 333

1¢ 49 3z 3 i 1 4 4 2 0 17 346
11 37 21 2 2 3 3 6 0 0 16 432
12 37 27 1 3 0 1 3 1 1 10 27,0
13 23 15 2 ) 0 3 2 1 O 8 347
14 1 6 0 1 1 0 1 1 1 5 454
i5 4 2 0 i 0 1 0 0 0 2 50,0

Total 215 139 10 9 8 i35 24 ] 5 76 353
Masc. 121 71 9 5 4 10 14 4 4 50 413
Fem. 94 68 1 4 4 5 10 H 1 26 277
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Ao exame do gréfico I, verifica-se que as
linhas representativas da incidéncia de reagen-
tes entre os escolares do municipio de Presi-
dente Prudente e os indios, de igual idade,
residentes no Alto Xingu, se superpSem prati-
camente, confirmando-se assim um dos co-
mentdrios de Baruzzi.
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"0 presente trabalho nos permite concluir
que, a prevaléncia de anticorpos ao toxoplas-
ma numa populagdo isolada, homogénea, do
ponto de vista étnico ¢ de habitos e costumes
identificdveis dqueles dos homens primitives,
nfo difere substancialmente quer daquela
observada em uma populagdo de um grande
centro civilizado, quer daguela verificada em
pequenos ndcleos populacionais da regifo
amazdnica. Este achado nos induz a inferir
que a disseminagfo da toxoplasmose nfo é
influénciada por hdbitos civilizados™.

BARUZZI' assinala que 1:256 foi o titulo
mais freqilente no inquérite que realizou no
Alto Xingu, o mesmo ocorrendo no Amapéd
(DEANE et alii*) e em Sao Paulo (JAMRAS),
representando  esse titulo, respectivamente,
29,8%, 34,4% ¢ 34,8% do total de reaces
positivas.

No inquérito atual, conforme demonstra o
quadro I, o titulo mais freqiente foi o de
1:8 000 (37%) tanto enire escolares da zona
urbana (42,6%) como entre os da zona rural
(31,5%).

QUADRO H

Distribuigdo dos titulos entre 05 soros reagentes

Titulos da Seros reagentes
reagao ) Percentagem
(19 Namero %)
256 31 20,6
1.024 11 7.3
2.048 8 53
4.000 22 14,5
8.000 56 37,0
16.000 13 8,6
32.000 1o 6,7
Total 153 1600

O quadro 11 evidencia a incidéncia de
reagentes nas zonas urbana e rural.

A andlise estatistica dos dados constantes
do quadro Ul mostra ser significativamente
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QUADRO Il

Incidéncia de reagentes nas zonags
urbgna ¢ rural

Sores cxaminados
“HABITAT” Total
Reagentes | Nioreagentes

Zona Urbana 75 48 123

Zona Rural 76 139 215

TFotal 151 187 338

X s 2067
GL = 1
P< 0,061

maior a incidéncia de reagentes na zona urba-
na comparada com a zona rural permitindo a
sugestdo de que, a0 menos neste agrupamento
humano estudado, houve influéneia da maijor
densidade populacional da zona urbana na in-
cidéncia de reagentes anti-toxoplasma.

O grafico 2 evidéncia este mesmo fato atra-
vés' da comprovaglo percentusl dos reagentes
nas zonas urbana e rural.
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1. As incidéncias de reagentes entre os
escolares do municipio de Presidente Prudente
g os indios de idade aniloga do Alto Xingu,
praticamente se superpSem.

2. O tftulo mais freqiiente no atual inqué-
rito foi o de 1:8.000, correspondendo & per-
centagem de 37%.

3. A incidéncia de reagentes foi significa-
tivamente maior entre escolares’ da zona
urbana em comparac3o aos escolares da zona

rural.

RESUMO

CORREA, M. O. A; HYAKUTAKE, 8 &
TOGNOLI, J. ¥. — Incidéneia de reagentes i
prova da imunofiuorescéncia indiretas para o
diagndstico da toxoplasmose entre escolares do
municipio de Presidente Prudente. Rev. Inst,
Adolfo Lutz, 32: 4146, 1972,

Os autores examinaram amostras de sangue
de 338 escolares do municipio de Presidente
Prudente, de 9 a 13 anos de idade, pelo méto-
do da imunofluorescéncia indireta para o dia-
gnostico da toxoplasmose, encontrando 151
soros reagentes d pesquisa de anticorpos anti-
toxoplasma (44,7%) ao titulo igual ou maior

do que 1:256.
Conclufram que:

1. As incidéncias de reagentes entre escola-
res do musnicipio de Presidente Prudente ¢ os
indios de idade andloga do Alto Xingu pratica-
mente se superpdem (R.G.Baruzzi, 1968).

2. O titulo mais freqliente foi o de 1:8.000
(37%).

3. A incidéncia de reagentes foi signi-
ficativamente maior entre escolares da zona

urbana.
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RESISTENCIA INFECCIOSA A DROGAS EM AMOSTRAS DE ESCHERICHIA COLI
ISOLADAS DE ANIMAIS (1)

INFECTIOUS DRUG RESISTANCE IN ESCHERICHIA COLI STRAINS ISOLATED
FROM ANIMALS

GILBERTI MORENO (2}

SUMMARY

MORENO, G. — Infectious drug resistance in Escherichia colf strains isolated from animals. Rev.

Inst, Adolfo Lutz, 32: 47-55, 1972,

Drug resistance of 375 strains of Escherichia colf originated from animals source to
tetracycline, kanamycin, cephalotin, hetacylin and to streptomycin were determined.

The verification of infectious drug resistance expressed by the organisms used as
donors were done by means of conjugation with the recipient strains of Escherichig coli

K 12 (K12, 712R, and K12, JSF—).

s

The analysis of the results showed that almost all Escherichia coli strains examined
afypeared to be simultaneously resistant to two or three of these related drugs, arising
c

early with hiiher incidence the last one’s.
the most founded R factor in Hscherichia coli strains originated from

However,

animal sources, were mainly integrated by resistance markers for sulphadyazine,

chloramphenicol, and for tetracycline.

Moreover, none of muitiple drug resistant strains with its R — factors carrying resis-
tance markers for hetaeKlin, cephalotin and kanamycin, and those that appeared to be

single drug resistant wit

resistance marker only for sulphadyazine, chloramphenicol or

tetracycline, were all enable to act as transmissible strains for this purpose.

In addition, those cultures who had been characterized for drug resistance to two or
three of the above mencioned drugs, were capable to transfer its resistance markers to
the recepient strains, remaining the S—C resistant strains enable to do so.

INTRODUGAQ

Apbs OCHIAI et alii ** e AKIBA ez alii }
terem demonstrado que a resisténcia multipla
a drogas, em amostras de Escherichia coli iso-
iadas do homem, poderia ser transferida em
bloco para uma Shigella sensivel, e que para
este aconfecimento, era necessdrio o contacto
direto dz célula doadora com a célula recep-
tora, ficon definitivamente provada a exis-
téncia de um novo fendmeno no campo da
bacteriologia, fendmeno este que diferia da
entdo conhecida resisténcia cromossdmica.
Esta resisténcia miltipla foi posteriormente

designada “resisténcia infecciosa” em virtude
da facilidade com que se transferia, e o bloco
formado pelos gens de resisténcia e pela par-
tfcula de transferéneia, fator R (Resistence).
Por outro lado, a particula de transferéncia foi
designada RTF (Resistence Transfer Fac-
for'!-?!), Recentemente, este ultimo comr
ponente foi ainda denominado fator t {CHAB-
BERT & LE MINOR®) e TF (Transference
Factor?).

Com a descoberta desse fator controlador
da resisténcia extracromossdmica, grupos de in-
vestigadores como WATANABEY e
MITSUHASHI e alii'?, no Japio;

(1) Realizado no Departamento de Patologia da Faculdade de Ciéncias Médicas e Bioldgicas de Botucatu, SP.

{2) Do Departamento de Patologia da F.C.M.B.B.
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CHABBERT & LE MINOR *°, na Franca;
ANDERSON & DATTA® na Inglaterra;
KABIN & COHEN?®, nos Estados Unidos;
FERNANDES 7, FERNANDES & TRA-
BULSI & po Brasil, estudaram, de maneira
pormenorizada, diferentes aspectos da resis-
téncia infecciosa a drogas. Inclue esta andlise 2
natureza molecular do fator R, sua classifi-
cacho e distribuicio, os mecanismos bioqui-
micos da resisténcia, a freqiiéncia da transfe-
réncia da resisténcia, drogas comprometidas ¢
modelos de resisténcia, z estabilidade e a
perda da transmissibilidade da resisténcia, a
coexisténcia da resisténcia infecciosa e da cro-
mossdmica.

Considerande que os estudos sobre resis-
téncia infecciosa a drogas em amostras de
Escherichia coli isoladas de animais constitui
uma colaboragio ao aspecto de problema até
o momento ainda nfo investigado entre nos,
relatamos no presente trabatho os resultados
chiidos com 375 linhagens de Escherichiu
coli, relativamente 3 freqiténcia com que so
encontrados os fatores de resisténcia nessas
Amsiras,

No desejo de tornar mais fdcil a redagdo do
trabatho, representaremos as drogas pelas
siglas assim caracterizadas:

% = Sulfadiazina

T = Tetraciclina

E = Estreptomicina

Ci= Cloranfenicol

¢ = Cefalotina

K = Kanamicina

H = Hetacilina

MATERIAL E METODOS
1. Amostras doadoras

O presente estude foi realizado com 375
amostras de Escherichia coli obtidas de ani-
mais. De acordo com a origem, estas atnostras
foram classificadas como avifrias, bovinas,
eqilinas, ovinas e sufnas, pertencendo a cada
grupo de animais 75 amostras. A selegio das
linhagens doadoras ficou subordinada a uma
determinacfo preliminar de seus niveis de re-
sisténcia 4 sulfadiazina, a0 sulfato de estrepto-
micina,ao cloranfenicol, & cefalotina sddica, &
{4} Oxoid
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betacilina  potdssica, ao cloridrato de
tetraciclina ¢ ao sulfato de kanamicina,
variando-se as concentracBes das drogasde 1 a
1 000 pg/ml. Nessas condicBes, consideramos
resistentes e, obviamente, doadoras as amos-
tras que proliferaram em 20 ug/ml ou mais das
drogas empregadas.

2. Amostras receptoras e indicadoras

Poram utilizadas, como receptoras, as se-
guintes linhagens:

2.1 Escherichia coli K 12, 712 R, ndo fer-
mentadora da lactose, resistente a 1 000 pg/m}
de estreptomicina ¢ sensivel a 1 pg/ml de clo-
ranfenicol, sulfadiazina, tetraciclina, kanamici-
na, cefalotina e hatacilina;

2.2 EBscherichiz colfi KX 12, 15, F,
fermentadora da lactose, auxotréfica para pro-
lina e metionina, sensivel a 5 ug/mi de cloran-
fenicol e 1 ug/mi de sulfadiazina, estrepto-
micina, ao cloranfenicol, 2 cefalotina sddica, &
50 pg/ml de dcido nalidixico.

Foram empregadas, como indicadoras, as
seguintes linhagens:

2.3 Escherichia coli K 12, 712 R {confor-
me descrita em 2.1);

24 Escherichia coli 0111B4 resistente a
1 000 pg/mi de kanamicina;

2.5 Escherichia coli 0111:B4, sensivel a
5 ug/ml de sulfadiazina.

3. Verificag@o da transferéncia dg resisténcia

Foram empregados dois tipos de. recep-
tores:

3.1 Escherichia coli K. 12, J-5, para as
amostras resistentes 3 estreptomicina (confor-
me 2.2).

3.2 Escherichia coli K 12, 712 R, para as
amostras sensiveis 3 estreptomicing (confor-
me 2.1).

3.3 Preparo das linhagens doadoras e re-
ceptoras.

Para este fim utilizou-se o Brain-Heart Infu-
si()n(*), onde as linhagens doadoras e re
ceptoras foram, cultivadas por 20 horas a
37°C. A seguir pipetou-se 0,1 ml de cada cul-
tura, misturando-se as mesmas em 10 mi do
meio acima referido. Estas manobras tinham
como finalidade precipua desencadear o pro-
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cesso de conjugagio. Todos os tubos inocula
dos foram colocados em estufa durante quatro
horas a 37°C.

3.4 Selecio das linhagens receptoras que
receberam resisténcia:

O meio escolhido para _esta selecio foi o
MacConkey Agar n¢ 3(*), onde 0,1 ml
da cultura mista foi semeado. Nos cruzamen-
tos entre Escherichia coli isoladas de animais e
Escherichia coli K 12, J-5 (conforme 2.2),
as placas seletoras, além das drogas a serem
testadas, continham, zinda, 4eido nalidixico
na concentracdo de 25 ug/ml.

Quando do emprego da linhagem K 12,
712 R, adicionaram-se as piacas de Petri
25 ug/ml de estreptomicina. As concentragdes
de cada droga nas placas seletoras foram
de: 20 pg/ml de tetraciclina, estreptomicina,
cloranfenicol, kanamicina, cefalotina, hetaci-
lina e suldadiazina. A possivel atividade an
tagbnica entre as linhagens doadoras e re-
ceptoras foi despistada através de inoculagio da
cultura mista em placas de Petri, contendo Mac-
Conkey Agar n® 3(*), sem droga. Todas
as placas foram incubadas a 37°C por 24
horas. Obtida a purificagfo das amostras re-
ceptoras que receberam a resisténcia, cinco co-
10nias de cada placa foram isoladamente se-
meadas em Brain-Heart Infusion(*), proce-
dendo-se a seguir & determinacfo do nivel de
resisténcia recebido. Para tanto, a incubagfo
das amostras em estudo foi o contetido de alga
de platina, de 2 mm de di&metro, retirado de
cultura de 20 horas a 37°C em Brain-Heart
Infusion(*) ¢ diluida a 1/1 000, no mesmo
meio.

Em cada placa semearam-se 13 amostras de
culturas receptoras e empregou-s¢, COMo ¢on-
trole da atividade das drogas, uma linhagem
indicadora, cujos niveis de resisténcia foram
previamente determinados. Assim, utilizou-se
a linhagem descrita em 2.3 como controle de:
tetracicling, cefalotina, hetacilina, cloranfeni-
col e estreptomicina; a descrita em 2.4, como
controle de kanamicina; e a descrita em 2.5,
como controfe de sulfadiazina. Usou-se ainda
uma placa testemunha da viabilidade das cul-
turas, contendo somente o meio de cultivo. Os
resultados foram registrados apds 20 horas de
incubagfio a 37°C e considerou-se como con-

) Oxoid

centragio inibitoria aquela que impedia o
desenvolvimento do microrganismo. A con-
centragio imediatamente inferior, que per-
mitia o crescimento das culturas em estudo,
indicava o nivel de resisténcia recebido.

RESULTADOS

As linhagens doadoras monorresistentes ¢
as polirresistentes, cruzadas com as linhagens
Escherichia coli K 12, J-5 (conforme 3.1) e
Escherichio coli K 12, 712 R (conforme 3.2}

“oferecem as informagdes contidas no qua-

dro 1. E nitida af a competéncia das amos-
tras §-C1-T,8-C1-T-E, S-T-E,8-Cl e 5T, no
que concerne 3 transferéncia de resisténcia.
Nota-se, ainda, que 192 amostras transferiram
resisténcia (51,20%), ndo o fazendo 183 amos-
tras (48,80%). Nenhuma das amostras conten-
do em seus modelos marcadores para kanami-
cina transferiu resisténcia, 0 mesmo ocorrendo
com as amosiras monorresistentes para a sulfa-
diazina, o cloranfenicol ¢ a tetraciclina.

No quadro I ordenarant-se especificamente
as 192 amostras que transferiram resisténcia.
Verifica-se que a transferéneia de resisténcia
foi constante para as diferentes espécies ani-
mais, isto é, a transferéncia nfo variou em
funcio da espécie. O teste utilizado foi o qui-
quadrado e encontrou-se o valor de

X%=2,635 que,comparado com o valor cri-
tico desta estatfstica para a =0,05 (teste Bi-
caudal) e quatro graus de liberdade, mos-
trou-se nfo significante.

O quadro III fornece as informagdes sufi-
cientes para realgar 2 competéncia das amos-
tras com marcadores de resisténcia para
$-Ci-T, S-Cl-T-E, S-T-E, 8-T, S-Ci,
Ci—T, S~Cl-E. Embora algumas amostras
tenham dado origem a vdrios tipos de descen-
dentes — segregantes, uns, e oufros com trans
feréneia parcial — contribufram também com
o major nimero de unidades que transferiram
totalmente seus marcadores. Este fato ocorreu
com 80 amostras $—C1-T, 21 $—CI-T-E,
10 S-T, 9 S-Cl, 5 S~T-E, 2 C1-T ¢
uma S~Cl—E. Relativamente aos modelos
S3-Cl-T~E, §~Cl-T e S —~ T, a transferénicia
total diferin significantemente ao nivel adota-
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QUADRO I

Escherichia coli, em 375 amostras, isoladas das espécies animais estudadas e conjugadas com Escherichia cok
K 12, 712 R ¢ Bscherichia coli X 12, J-3, deido nalidixico resistente, sepundo o modelo e a natureza da
transferéncia da resisténcie. Sdo Paulo, 1972

Transferéncia
Modelo de Namero de
Espécie Positiva Negativa
Resisténcia Amaostras
NO NO
Escherichia coli SCI-TEC-H i 1 0
* ” S-CITF-L-E 2 0 2
i ” S-C1-T-C-H 1 1 0
” ” SCI-T-E 45 25 20
" ” 5C1TC 9 4 5
” * S-C1-TK 2 0 2
b ” S<€CI-T-H 2 H 2
” ” SCi-HL 1 0 1
" ” 5C1-T 132 126 6
” ” SC1E 10 1 9
e ” 5C1C 4 0 4
” " S-T-E 16 8 8
" " $Ci-H 2 2 4]
ks * 8-Ci 30 11 39
” ” 5T 52 11 41
” * CL.T 19 2 17
” v 5-C 1 0 1
» £l S 3 e 3
” ” C1 20 ¢! 20
LE] ¥ T 3 0 3
Total 20 375 192 183
QUADRO K

Transferéncia de resisténcig em 375 amostras de Escherichia coli, segundo a espéeie animal, Séo Paulo, 1972

Ni 4 Amosiras que transferiram Amostras que nio transferiram

amero de itbnci g

Espécie Animal resisténcia resisténcia

Amestras No' % NO 7

Aves 75 38 30,7 37 49,3
Bovinos 75 43 57,3 32 42,7
Eqiiinos 73 34 45,3 41 547
Ovinos 75 33 4.0 42 56,0
Sufnos 13 44 58,7 11 41,3
Total 375 192 51,2 183 48,8
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QUADRO I

Escherichiz coli, em 192 amostras, Bolodas das espéeies animais, de acordo com o modelo e o grau de
transferéncia de resisténcia. Sdo Paulo, 1972

. ‘Fransferéncia Transferéneia o

Modelo de Namero de Parcial Total Segregacio 2

Resisténeia Amostras NO % NO % N %
5-CI1-T-E-C-H 1 1 0,52 0 0,00 G 0,00 09
SCI-T-C-H 1 1 0,52 0 0,00 0 8,00 0,0
SC1-T-E 25 0 0,00 21 10,94 4 2,08 i0,24
§C1.T-C 4 4 2,08 0 4,00 0 0,00 2,25
§C1-T 126 20 1043 80| 41,66 26 13,55 8,64
SC1-E 1 0 0,00 1 0,52 8] 0,00 0,0
S5-T-E 8 1 0,52 5 2,60 z 1,04 0,12
5-C1-H 2 2 1,04 ¢ 8,00 ] & .00 0,50
§C1 11 2 1,04 9 4,69 0 2,00 3,27
ST i1 1 0,52 16 521 g 4,00 5,82
C1-T 2 0 0,00 2 1,04 o 0,00 0.50

Total 192 32 16,671 128 66,66 32 16,67

QUADRO IV

Nimere de amostres de Escherichia coll que pransferiram totalmente seus marcadores, segundo ¢ modelo ¢ ¢
espécie animel. Sdo Paulo, 1972

Total de Ave Bovino Egiifno Oving Suino 2
Modelo Arsosiras NO NO NO NY N9 X
S-C1-T-E 21 2 2 3 2 12 18,3
SCT 80 18 20 10 8 24 11,5
S-TE k3 0 1] 3 8 0 20,0
S.Ci-E 1 0 0 0 0 1 40
ST 10 2 0 8 0 ¢ 24,0
§C1 G 3 6 0 G 0 16,60
C1-T 2 G 2 0 ] 0 8,0
QUADRO V

Numero de amostras de Fscherichia coli gque transferiram resisténcia segundo a droga considerada ¢ ¢ espécie
antmal, em 128 amostras que transferiram {otalmente Seus marcadores. Sto Paulo, 1972

Ave Bovine Eqitfno Ovino Suino s
Drogas Total X
N® NG Ne NO NP
Sulfadiazina 25 28 26 10 37 126 150
Fetraciclina 22 24 26 10 36 118 14,7
Cloranfenicol 23 30 13 10 37 113 22,7
Estreptomicina 2 2 8 2 13 27 18,3
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Modelos de amostras doadoras competentes que transferiram parte de seus marcadores. Sdo Paulo, 1972

QUADRO VI

Modelos de Nitmere de Transferéncia
Positiva Negativa
Resisténcia Amostras
Modelos N2 Modelos NQ
S-C1-T-E-C-H 1 S-C1-T-E 1 C-H 1
8-C1-T-C-H 1 SC1-T 1 C-H |
S-C1-T-C 4 SC1-T 4 C 4
r 8 i4 T -
SC1-T 20 o p . 20
S-T-E i 5T 1 E 1
8C1-H 2 SCi 2 H 2
§.C1 2 5 2 Ci 2
ST H 8 i T 1

do de a=0,05 da transferéncia parcial ou
segregagﬁé, sendo que nos modelos citados
predominoy a transferéneia total. O teste em-
pregado foi o qui-quadrado, com um grau de
liberdade.

Distribufram-se, no quadro IV, as 128
amostras correspondentes aos sete modelos
que foram totalmente {ransferidos. Este
quadro demonstra que os modelos S—Ct—-T—E,
§—CI1-T, §-T-E, 5T e S—C1 aprescntaram
transferéncias totais que variarem de acordo
com a espécie animal. Os modelos §—Ci-E e
Cl-T, ao conirério, apresentaram  transfe-
réncias que ndo variaram em fung@o da espécie
animal. No quadro V observa-se que somente
quatro drogas foram transferidas, verifi-
cando-se, ainda, que a transferéncia variou
para as diferentes espécies animais, quaisquer
que tenham sido as drogas empregadas. A ani-
lise estatistica dos quadros IV e V foi reali-
zada através do teste do gqui-quadrado, com
quatro graus de liberdade, & «=0,05 como
nivel de rejeicdo, sendo o teste bicaudal. Reu-
niram-se, no quadro VI, a5 32 amostras que
transferiram parcialmente a resisténcia.

Observou-se evidente variagdo nos niveis de
resisténcia das culturas doadoras. Para as dife.
rentes drogas, esses valores oscilaram entre
1 000 e 20 ug/ml, para a sulfadiazina; entre
1 000 e 50 pg/ml, para o cloranfenicol; entre
500 e 20 pg/ml, para tetraciclina; entre 200
e 20 ug/ml, para a estreptomicina. Além disto,

62

permitiu revelar que 126 amostras transfe-
riram resisténcia 4 salfadiazina, 113 ao cloran-
fenicol, 118 & tetraciclina e 27 4 estrepto-
micina.

DISCUSSAO

Reconhecemos que # utilizacio abusiva e
indiscriminada de antibidticos e quimiote-
rdpicos na produgdo de alimentos de origem
animal fem contribuido, de maneira decisiva,
para aumentar o espectro de resisténcia das
bactérias intestinais's %17,

Este fendmeno provavelmente decorre da
facilidade com que os germes entéricos
adquirem fatores R e do desequilfbrio ecold-
gico provocado por essas drogas, ac elimi-
narem os competidores naturalmente sen-
siveis. A problemdtica do assunto complica-se
ainda mais quando existe a possibilidade de
bactérias comensais transfesirem seus fatores
de resisténcia para microrganismos patogeé-
nicos, vindo estes, por sua vez a ter condigDes
para alcangar o homem como um hospedeiro
secunddrio. Esta Gltima conseqliéneia foi suge-
rida por ANDERSON & DATTA * ao verifi-
carem que linhagens de Salmonella thy phim-
rium tesistentes 3 ampicilina e a tefraciclina,
isoladas do homem, deveriam ter-se originado
de sufnos que consumiram alimentos suple-
mentados com penicilina e tetraciclina,
porque linhagens do mesmo fagotipo ¢ com o
mesmo espectro de resisténcia foram obtidas
de sufnos durante o mesmo perfodo. ANDER-
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SON 2, em recente revisio sobre resisténeia a
drogas em enterobactérias, assinala ser um
erro aceitar que o Unico perigo para o homem
permaneca na transmissio de organismos
patogdnicos resistentes, como a Salmonella
typhimuriuin, pois grande parte desse perigo
provém da Lscherichia coli nfio patogénica, a
qual deve manter a comunicagfo homem-ani-
mal em grande escala. Bmbors aceitando a
validade de tais informacGes, nfo foi possivel
assemnethar 0s nossos resultados aos obtidos a
partir de enterobactérias isoladas do ho-
mem 7+ 18 220 por existirem diferengas
quantitativas e qualitativas nos espectros de
resisténciz as diferentes drogas. E provivel que
os resuliados obtidos por ANDERSON &
DATTA * e ANDERSON ?, no que diz respei-
to 4 possivel transferéncia de clones resis-
tentes das amostras bacterianas de origem
animal para as humanas, sejam validas apenas
para as linhagens por eles estudadas.

Lamentavelmente ndo foi possivel com-
parar devidamente nossos resultados quanto a
freqiidncia dos fatores R com os de outros
autores, em virtude da existéncia de poucos
trabalhos semelhantes ao nosso. MITSUHA.
SHI, HASHIMOTO & SUZIKI™ . investi-
gando fatores R em 332 linheagens de Fsche-
richia coli, isoladas de suinos (278 amostras) e
de aves (54 amostras), relativamente ao clo-
ranfenicol, 4 tetraciclina, i dihidroestrepto-
micina e & sulfadiazina, assinalam, para ambas
as espécies, a maior fregiéncia do modelo
S—T—E. Encontram ainda fatores transferiveis
em 40 e 22% das amosiras isoladas de suinos e
aves, tespectivamente. Nossos dados acusam,
para as espécies indicadas, fatores R transfe-
riveis em 58,7% e 50,7% {quadro If), com pre-
domindncia do modelo §—C1--T, seguido do
S—C1-T--E, para ambas as espécies. Mesmo
com relativas variagBes nos valores porcen-
tuais, os fatores R por nds caracterizados
como S~Ci1-T-E, §-T-E, 5-T e 5-CI
foram também assinalados no Japlo, em
suinos e aves 2,

Ainda com relag@o aos provéveis fatores R
caracterizados, indicamos no quadro I, a ocor-

réncia  dos modelos tetra (S-Cl1--T—E,
5-Ci—-T-C, S-Ci-T-K, S-CI-T-H e
S—CiI-H-C}, penta (S-CI-T-C-H e
§—-C1--T~C~E) e hexarresistentes
{§—C1-T—-E—C—H), nos quais s8o notdrias a
homogeneidade e a constincia dos gens marca-
dores para S—Ci-T, obtendo estes a preva-

léncia quase absoluta nos modelos com multir-
resisténeia. Tal fato &, provavelmente, justi-
ficado pela elei¢io destas drogas como suple-
mento de ragBes ¢ decorrente de seu uso siste-
mitico em terapéutica veterindria.

A andlise do quadro [ e o confronto deste
com o quadro Il satisfazem plenamente a
afirmativa de que as linhagens com resisténcia
para duas drogas apresentaram-ge com compe-
téncia semelhante 4 daquelas com trés e
quatro marcadores, fazendo excecHo 4 regra o
modelo 8—C, em que niio ocorreu o fendmeno
da transferéncia. Queremos ainda chamar a
aten¢do para o fato de que amostras com mar-
cadores para $—Ci-T-C—-E, S-(1-E e CI-T,
em aves; S~Cl-T-H, §-Cl-H-C, §~-C1-C,
em  bovinos; S5—CI-T-H, S-C1-T-C,
§—C1-E, S—T—E, 5—C1 e C1-T, em ovinos;
§-C1-T-K, em eqlinos; S8-CI-T-C,
5—-C1-C, 5-C1, §—T, em sufnos, embora nio
tivessem transferido resisténcia, possufam
marcadores que foram transferidos pelas cul-
turas competentes. Desta maneira, ndo encon-
tramos outra possibilidade de explicar tal fe-
ndmeno a ndo ser pela auséneia de um ele-
mente transferidor nessas linhagens. Linha-
gens resistentes e desprovidas do fator de
transferénecia  tém  sido  assinaladas  por
ANDERSON *, LEWIS ** , WATANABE # ¢
FERNANDES 7.

No que diz respeito 4 dindmica da transfe-
réncia de resisténcia, torna-se dificil explicar a
segregacio por parte de modelos competentes
comio Os apresentados no quadro III Nota-se,
neste quadro, que determinade niimero de H-
nhagens com marcadores para $--CI-T,
5-Ci~T-E e 8~T-E, que obtiveram consi-
derdvel porcentagem na transferéncia total,
também segregaram. Em outras palavras, esses
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modelos foram transferidos totalmente e sepa-
radamente, oferecendo, neste Gltimo caso,
uma série de descendentes. Assim sendo, s6
podemos justificar os presentes fatos por uma
fragmentacio do bloco que contém 05 gens
marcadores ou, ainda, como decorréncia de
dois ou mais fatores R com diferentes marca-
dores de resisténcia em uma 5 culiura. Esta
nitima  justificativa tem sido provada por
ANDERSON® ¢ CHABBERT & LE ML
NOR *+%. Qutra informago obtida a partir do
guadro VI é 3 que refere o fato de 24 culturas
{20 5-C1-T, uma 8-T-E, dnas S—C1 e uma
$~T) deixarem de transferir os marcadores T
ou B e C1, transferindo os demais. A auséncia
de transferéneia para esses marcadores sugere
que nas culturas doadoras havia, possivel
mente, coexisténcia de resisténcia infecciosa 2
cromossémica, pois, sendo linhagens compe-
tentes, nfo haveria raziio para transferirem so-
mente parte de seus marcadores.

Nao pudemos observar diferencas signifi-
cantes entre Escherichic colf X 12, 1-5 ¢
Escherichia coli K 12, 712R, no que diz res-
peito 4 transferéncia de resisténcia. Esses re-
cepiores comportaram-se com homogeneidade
emn relagdo ao fendmeno, oferecendo niveis de
resisténcia inferiores ou iguais aos das culturas
doadoras. FERNANDES 7 encontra em £s-
cherichia coli niveis inferiores, iguais ou supe-
riores aos de shigelas doadoras. No observa,
porém o mesimo fendmeno quando do cruza-
mento entre linhagens de Escherichia coli.
Para estas, os niveis expressos pela receptora
foram semelhantes aos das doadoras. Ndo se
conhece convenientemente a influéncia do
hospedeiro no fendmeno da transferéncia de
resisténcia.

RESUMO

MORENO, G. — Resisténeia infecciosa a drogas em
amostras de Escherichia coll isoladas de ani-

mais. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 32: 47-55, 1972,

Determinaram-se 0s niveis de resisténcia &
sulfadiazina, cloranfenicol, tetraciclina, kana-
micina, cefalotina, hetacilina e estreptomicina
de 375 amostras de Fscherichia coli obtidas de
animais. A verificag@o de resisténcia infec-
ciosa, nas amostras deadoras, foi feita através
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de cruzamento com linhagens de Escherichia
coli K 12(K 12,712 ReK 12,35 F)

A andlise dos resultados demonstrou que a
maioria das amostras de Escherichia coli com-
portou-se corn registéncia simultinea a duas
drogas, predominando as amosiras resistentes
a trés drogas. Em todas as espécies animais
estudadas, o fator R predominante, em Esche-
richia coli fez-se representar pelo modelo
$-C1-T. Nenhuma das amostras com marca-
doves para hetacilina, cefalotina ou kanami-
cina transferiu resisténeia, o mesmo ocorrendo
com as amostras monorresistentes para sulfa-
diazina, cloranfenicol e tetraciclina, As amos-
tras com resisténcia simultdnea para duas
drogas comportaram-se com competéncia se-
melhante 4 daquelas com trés e quatro marca-
dores de resisténeia, fazendo excecio o mo-
delo §-C, onde n3o ocorreu o fendmeno de
transferéncia de resisténcia.
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SUMMARY

MORENQ, G.; WATANABE, D.5S.A.; SILVA, N.G.S.; LOPES, C.AM.; SEABRA, E. & GRANADO,
C. — Drug resistance among enteric bacteria strains isolated from mammalians encountered in
wooden regions of Botucatu, Brazil. Rev. Inst. Adolfo Luiz, 32: 57-61, 1972.

82 strains of enteric bacteria isolated from several species of Brasilian mammalians
encountered in most wooden regions of Botucatu, were screened for drug resistance.
The selection of the strains was carried out by it’s levels resistance to sulphadiazine, to
Kanamycine sulphate, to chloramphenicol, to cephalotin,to hetacylin, to tetracycline,
and to streptomycin sulphate.” At various concentrations employed, it was possible to
check distinctives strains populations, one drug resistant and ‘other drug sensitive.

Relatively to streptomycin sulphate it was founded only one sensitive strain popule-

tion.

Finnaly, it was observed that 29 E. coli strains, 27 Proteus sp. strains, and 2 Salmo-
nella sp.strains appeared to be only sulphadiazine resistant.

INTRODUCAO

Mesmo considerando o grande ntmero de
trabathos existentes no campo da resisténcia a
drogas em bactérias, poucas s#o as comunica-
¢des mais diretamente ligadas a medicina vete-
rindria, particularmente aquelas relacionadas
ao estudo de amostras de enterobactérias obti-
das de animais domésticos °. Tratando-se de
animais silvestres, niio encontramos na litera-
tura nacional nerhuma contribuico cient{fica
relativa aso problema da resisténcia & droga,
sendo a finalidade do presente trabalho a apre-
sentagdo de resultados preliminares, relativos
a0 encontro de amostras resistentes de entero-

(1) Realizado no Departamento de Patologia da Faculdade de Ciéncias Médicas e Biologicas de

Botucaty, S.P.
(2) Do Departamento de Patologia da F.CM.B.B,

bactérias isoladas de animais silvesires, no
Municipio de Botucatu.

MATERIAL E METODOS

1. Origem das amosiras

Foram estudadas 82 amostras de entero-
bactérias isoladas de animais silvestres da re-
gifo de Botucatu. Segundo a procedéncia,essas
amostras, foram assim distribuidas: 29 gam-
bds, 62 amostras, 16 ratos, 17 amostras; um
pred, uma amostra; € um ourigo, duas
amostras.

Botucatu.
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2. Lsolamento e caracteriza¢cdo bioquimica

As coprocuifuras tiveram como segiiéncia a
semeadura do material em tetrationato adi-
cionado de verde brilhante na concentragfio
final de 1:100.000. Decorridas 24 horas de
estufa a 37°C, semearam-se placas de Petri
contendo o meio de dgar verde brilhante, o de
Mac Conkey ¢ o de 4gar sulfito de bismuto, e
selecionaram-se, em triplice agiicar com ferro,
coldnias fermentadoras e nfo fermentadoras
dalactose.

A caracterizag@io bioquimica dos microrga-
nismos foi feita segundo normas estabelecidas
por EDWARDS & EWING' e pesquisaram-se
as seguintes provas: indol, V.M., V.P., urease,
citrato de Simmons, KCN, motilidade, redu-
¢io de nitrato a nitrito, descarboxilacfo da
lisina, arginina ¢ omitina, desaminagio da
fenil alanina e gds em glicose.

3. Idertificacdo sorologica

A partir de cultura de dgar simples deter-
minou-s¢ a leitura antigénica dos micror-
ganismos isolados, empregando-se, para tanto,
soro preparado(! ),quando se tratava de cultu-
1a suspeita de salmonella. Para as amosiras de
Escherichia coli, a subdiviso de enteropato-
génicas e ndo enteropatogénicas teve por base
os resultados das provas de aglutinacdo com os
soros: 026:B6, 035:B3, 086:B7, 012788,
0111:B4 e 0119:B14.

4. Determinacdo da sensibilidude a antibio-
ticos e g sulfadiazina

Empregou-se o método da diluicio em
placa. As solugGes de cloridrato de tetraciclina
(T}, hetacilina potdssica (H), sulfato de kana-
micina (K), sulfato de estreptomicina (E), clo-
ranfenicol (Cl), cefalotina sddica (C) e sulfa-
diazina (8), foram preparadas no dia do uso e
continham 10 mg da base de cada droga por
ml. Utilizou-se Agar Lab Lemco(2) como
meio de cultura a fim de testar a atividade dos
antibiGticos e o Agar Lab Lemeo(2) sem clore-
to de sédio acrescido de sangue de cavalo a

{1) Difco Laboratories
(2} Oxoid
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5%, quando do emprego da sulfadiazina®. A
concentracio final das drogas, nas placas, va-
tiou de 1 ug/mt a I 000 pg/ml.

A semeaduras das amostras em estudo foi
conteiido de uma alga de platina de 2 mm de
digmetro retitado de cultura de 24 horas a
37°C em Brain-Hearth Infusion() e diluida a
1/1 000 no mesmo meio. Em cada placa
foram estudadas 15 amostras e empregou-se,
como controle da atividade das drogas,
uma linhagem de Escherichia coli, cujos niveis
de resisténcia foram previamente determina-
dos. Usou-se ainda placa testemunha da
viabilidade das culturas, contendo somente o
meio de cultura. Os resultados foram anotados
apdés 24 horas de incubagio a 37° C. Consi-
que impedia o desenvolvimento do micror-
ganismo. A concentragfio imediatamente infe-
rior, que permitia o crescimento das culturas,
indicava o nivel de resisténcia,

RESULTADOGS

Através de provas bioquimicas e sorold-
gicas foi possivel caracterizar-se 82 amostras
de enterobactérias assim distribuidas: 40 de
Escherichia coli; 27 de Proteus sp.; 13 de
Aerobacter ¢ 2 de Salmonella sp.

Nos quadros I, II e IH estdo representados
0s niveis de resisténcia de £. coli, Proteus sp.e
Aerobacter sp.i sulfadiazina, ao cloranfenicol,
a0 cloridrato de tetracicling, ac sulfato de es-
treptornicina, ao sulfato de kanamicina, 2 he-
tacilina potdssica e & cefalotina s6dica, no que
diz respeito ds concentracBes das drogas em-
pregadas. A andlise dos quadros demonstra
que, com excecdo das amostras de Aerobacter
sp., Escherichie coli e Proteus sp. apresen-
taram resisténcia exclusiva 3 sulfadiazina.

Relativamente aos modelos de resisténcia
encontrados, verificou-se a presenga de amos-
tras com multirresisténcia, predominando
aquelas com marcadores para S-C, S—C-H,
C—H, C1-H, quando se tratava de derchacter
sp,; C-T, C-T-H, C-C1-T-H, C-T-K-H,
para Proteus, e S—C, S—C—T, em Escherichia
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QUADRO 1

Niimero de amosires resistenies de . coll, isoladas de animais silvesives,
segundo ¢ droga e conceniragdes empregadus, Botucatu, 1972

rogas (Sulfadiazine | Cefalotina [Cloranfenicol | Tetracicling | Kanamicina | Estreptomicina | Hetacilina

Hg/ml N¢ % NO | % N© % NO % Ne % N % Ne : %
1000 231 375 0 8.0 0 0,0 g 0,0 0 0.0 g 0,0 0] 0Y
500 4| 108 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0.0 0 0,0 0: 0,0
200 4| 1090 1 23 1] 0.0 0 0,0 0 0.0 0 0.0 0! 00
140 1 2,5 1 2.5 0 0,0 i 2,5 0 0.0 G 0,0 6 60
50 1 2,5 0 0.0 0 0,0 H 0.0 U] 0.0 0 0,0 o] 0,0
20 1 2,5 0 0,0 0 0,0 i 0,0 0 0,0 0 0,0 ¢! 00
10 4! 100 1 25 t] 0.0 3 7.5 0 00 0 0,0 0l 00
5 i 2.5 37 : 925 0 001 28 700 U] 0.0 0 6,0 87 00
1 1 2,5 0 0,0 38 85,0 8! 20,0 0 0.0 1 2.5 37 925
<1 G o0l o0 0.0 2 5.0 ] 0,07 40 |100,0F 39 97.5 3 1.5
Total 40 100,01 40 1160,0] 40 | 100,0] 40]100,0{ 40 |100,0; 40 | 1000 40 1 100,0

QUADRO I

Niimero de amostras resistentes de Proteus sp., isoladas de animais
silvesires, segundo ¢ droga ¢ conceniragdes empregadas, Botucatu, 1972

Togas | Sulfadiazina | Cefalotina | Cloranfenicol | Tetraciclina | Kanamicina | Estreptomicina | Hetacilina
Mg/mi Ne I % | N¢ | % | N¢ % | NP % N % N? % Ne | %

1000 27 1000 O 0,0 4 0,0 O 600 0 00!{ 0 00: 6§ 00
500 | 0 00! 1 3,7 0 0,0 34111 0 00 0 00; ¢ 00
200 o 00f 4 1480 © 0,0 311y 0 00, ¢ 007 3111
100 0 004 8 | 296 0 0,0 g 333, 0 00] ¢ 00 61222
50 g g0 34111 6 | 22,2 3: 11,5 O 001 0 00 1 3,7
20 0 00 3 1Ll 0 0,0 61 2220 1 3.7 H 37 8 | 296
10 0 00, 0 00 5| 183 0 00 0 0,0 1 377 6 00

5 0 00 3| 1L1} 10 370 2 T4 2 74 4 148 4 ;148

1 ¢ 006 2 74 6 ;222 1 3,7{ 13 | 48,1 19 704 2 74
<1 0 001 3111 0 0.0 g 6061 11 | 40,7 2 74 371111
Total 27 11000 27 {100,6] 27 {1600 27 {1000 27 [100,0| 27 | 100,0| 27 (1000

QUADRO IIT

Nimero de amostras reyisientes de Aerobacier sp., isoladas de animais
silvestres, segpundo a dropu ¢ concentragdes empregadas, Borucatu, 1972

rogas | Suifadiazina | Cefalotina | Cloranfenicol j Tetraciclina | Kanamicina | Estreptomicing ; Hetacilina
Mdgfml NOP % [N % N % N T NO | % NO % N | %

1000 1017691 4 | 308 O 007 0O 0,0 01 80 0 60 0 0,6
500 201541 1 7,71 0 00 O 0,0 0] 00 0 001] 1 7,7
200 0] 0,0, 2 154 O 06} © 0.0 o 05 0 0,0 1 7.7
106 i 00 ¢© 00 1 7,7 @ 0,0 0 00 0 001 1 7.7
50 0! 08; 0 00 @ 007 1 7,7 6] 0,0 0 g0: 2 | 154
20 1{ 7,71 1 7.7y 4 30,8, 5 i 385 1y 7.7 0 0,0, 4308
1D G0f 60 2 154 1 777 5 1 385 H 7,7 2 1541 2 154

S 07 00 1 7.7 S 385] 2| 154 1y 7.7 1 7,7 0 0,0

1 G 006, 27 154 2 154 0 g0 3, 231 7 538 2 154
<1 G; 00! ¢ 00 0 00 0 6,0 71 53,8 3 231, 0 0.0
Total 13|100,00 13 |100,0] 13 ]108,6) 13 {100,0; 13]1000] 13 | 1000} 13 |100,0

52



MORENQ, G,; WATANABE, D. 8. A.; SILVA, N. G. 8.; LOPES, C. A. M.; SEABRA, E. & GRANADQ, C. ~
Resisténcia a drogas em enterobactérias iscladas de animais silvestres. Rev. Inst. Adolfo Lurz, 320 57-61,

1972,

cofi. Foram isoladas duas amostras de Salmo-
nellz sp., com resisténeia exclusiva a 1 000
pg/ml de sulfadiazina,

No quadro 1V, reuniram-se duwas popula-
¢des de enterobactérias, uma constituida por
amostras sensiveis e outra por amostras resis-
tentes, relativamente aos antibacterianos em-
pregados. Nota-se que 76 amosiras apresen-
taram resisténcia & sulfadiazina, 28 & cefalo-
tina, 25 & tetraciclina, 29 4 hetaciclina, sete ac
cloranfenicol e uma 3 kanamicina. Com rela-
¢io A estreptomicina, somente a populagio
sensivel foi encontrada.

QUADRO IV

Populacdes resistente e sensivel,
segundo a droga, em 82 amostras de
enterobactérias isoladas de andmais silvestres,
Borueary, 1972

PopulagBes| Resistente Sensfvel

Drogas NO % | NO %

Sulfadiazina 76 9268 6 1,32
Cefalotina 28 134,14 54 ¢ 65,86
Cloranfenicol 7 8,54 75 1 91,46
Tetraciclina 23 30,49 57 1 69,51
Kanamicina i 1,22 81 | 98,78
Estreptomicina 0 0,00 82 | 100,00
Hetacilina 29 35,37 53 | 64,63

Nio foram assinaladas amostras de Esche
richia colf enteropatogénicas relativamente aos
soros utilizados,

DISCUSSAD

Como referimos na introducio deste tra-
balho, é pobre a literatura veterindria no que
tange s pesquisas sobre resisiéncia a drogas
em bactérias 5. Este fato vem dificultando o
estudo comparativo de nossos resultados e im-
possibilitando, até certo ponto, chegarmos a
novas conclusbes no terrenc da resisténcia aos
antibacterianos.

Pela andlise dos resultados estabelecidos no
presente trabalho, demonstra-se que os ani-
mais sifvestres, 2 semelthanga do homem e dos
animais domésticos, albergam duas populagGes
bacterjanas bem individualizadas em relagdo
a0 fendémeno da resisténcia a drogas — uma
populagio resistente e outra sensivel, Uma das
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populacdes, a resistente, nfo é diffcil de se
caracterizar, nma vez que ¢ encontro de mi-
crorganismos resistentes é conseqiéncia de mu-
tagBes espontineas e ao acaso. Dificil € expli-
car a selecfio desses microrganismos emt ani-
mais silvestres afastados do uso de drogas anti-
bacterianas, seletoras de mutantes resistentes,

Quanto aos modelos de resisténcia dos
microrganismos isolados, notamos diferencas
qualitativas e quantitativas em relacfio dquelas
apresentadas para enterobactérias isoladas do
homem?® *'¢ ¢ para as iscladas dos animais
domésticos °.

Surpreende-nos, nos animais silvestres, o
elevado niimero de amostras bacterianas com
resisténcia 3 cefalotina e hetacilina, visto que
esta resisténeia é numericamente baixa na-
quelas amostras isoladas do homem *-* % e de
animais °.

Fato dignio de registro foi o grande nimero
de amostras com resisténcia exclusiva & sulfa-
diazina (29 de Escherichia coli, 27 de Proteus
sp., ¢ duas de Salmonella sp.).

Particuiarmente, em relacdo & baixa resis-
téncia  estrepiomicina e 4 kanamicina, nossos
resultados concordam com os apresentados
por MORENO® para sufnbs, bovinos, ovinos,
aves ¢ eqliinos.

RESUMO

MORENO, G.; WATANABE, DS.A.; SIiLva,
N.G.S.; LOPES, C.AM.; SEABRA, E. &
GRANADO, C. — Resisténcia a drogas em ente-
robactérias isoladas de animais silvestres. Rev.
Inst. Adolfo Lurz, 32: 5761, 1972,

Os autores investigaram quantitativamente
a resisténcia 2 drogas em 82 amostras de ente-
robactérias, isoladas de animais silvesires, no
Municfpio de Botucatu. A sele¢io das linha-
gens bacterianas ficou subordinada a uma de-
terminacio de seus niveis de resisténcia a sul-
fadiazina, ao sulfato de kanamicina, ao cloran-
fenicol, & cefalotina sddica, 3 hetaciclina po-
tdssica, ao cloridrato de tefraciclina e ao
suifato de estreptomicina. Levando-se em con-
sideracio os nfveis de resisténcia apresentados,
foi possivel caracterizar uma populacfo resis-



MORENQ, G.; WATANABE, D. 8. A,; SILVA_ N. G. §; LOPES, C. A. M.; SEABRA, E. & GRANADRDG, C.~
Resisténcia a drogas em enterobacidrias isoladas de animais silvestres. Rev. fust. Adolfo Lurz, 32: 5761,

1972,

tente e outra sensfvel, com relagio 3s seis pri-
meiras drogas. Relativaments ao sulfato de
estreptomicina, somente uma populacio sensi-
vel foi encontrada.

Resisténcia exclusiva 4 sulfadiazina foi
observada em 29 amostras de Escherichia coll
27 amostras de Proteus sp.e duas amostras de
Salmonella sp.
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RESISTENCIA A DROGAS EM AMOSTRAS DE ESCHERICHIA COLI
ISOLADAS DE ANIMAIS (1)

DRUG RESISTANCE IN ESCHERICHIA COLI
STRAINS ISOLATED FROM ANIMALS

GILBERTI MORENO (2)

SUMMARY

MORENO, G. — Drug resistance in Escherfchia coli sirains isolated from ankmals. Rev. Inst. Adolfo
Lautz, 32: 63-68, 1972,

It were screened for drug resistance 375 E. coli strains, isolated from animals. In
relation to the origin, they were obtained from fowls, calves, horses, lambs and swine,
corresponding a total of 75 strains to each of these related groups.

The bacterial lineage selection was dependant on a preliminary determination of its
resistance levels to the suiphadyazine, to streptdmyecin, to chloramphenicol, to cepha-
lotin, to hetacylin, to tetracycline, and to the kanamyein,

The concentration of each of these drugs varived from 1 to1 000 meg/ml, and it were
considered as resistants, those strains that grew in 20 meg/ml.

In these condictions, it were observed that 333 strains were resistants to sulpha-
dyazine, 284 to tetracycline, 300 to chloramphenicol, 74 to streptomyein, 19 to cepha-
lotyn, seven to hetacylin and two to the kanamycin. From all of these 375 above
mentioned E. coli strains, were detected 20 resistance models, with the predominance
of those integrated by three or four determinants for drug resistance. The $—C1-T
resistance model showed higher incidence with a total of 132 strains coming in second
place, 45 strains, characterized by the 5--C1--T-E resistance determinants.

INTRODUGAO antibioticoterapia em veterindria, a par do que

ocorre em medicina humana, oferece ainda

A administragio de um antibidtico nfo  hoje sérios obsticulos a preocupar continua-
deve constituir um simples desempenho mecd-  mente os que se responsabilizam pela sua pra-
nico em virtude de ser um dos recursos mais  tica. Daf compreenderem-se, perfeitamente, as

poderosos com que conta © homem no com- razdes pelo seu interesse e o volume conside-
bate aos agentes de infecciio. Com o aperfei- rdvel de investigacOes realizadas neste campo.
¢oamento dos métodos microbioldgicos ¢ apds

o advento dos antibidticos de largo espectro, O presente trabalho analisa, “in vitro” a

novos horizontes foram abertos no campo da  resisténcia a drogas em Escherichia coli iso-
antibioticoterapia tornando possivel, indubita-  ladas de animais domésticos, constituindo-se
velmente, ampliar com maior seguranca e  em colaboragio até o momento ainda ndo in-
éxito suas indicacBes. Todavia o problema da  vestigada entre nos.

1) Realizado no Departamento de Patologia da Faculdade de Ciéncias Médicas e Bioldgicas de Botucatu.
Botucatu, 5P
(2) Do Departamento de Patologia da F.C.M.B.B.
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MATERIAL E METODOS
1 - Amostras

Foram estudadas 375 amostras de Esche-
richia coli isoladas de aves, bovinos, sufnos,
eqliinos ¢ ovinos, pertencendo a cada grupo de
animais 73 amostras. A manutencio das amos-
tras foi feita em duplicatas de tubos contendo
Lab-Lemco Agar (*), fechados com rolhas
de cortiga parafinadas e conservados em gela-
deira 2 4°C.

2 — Determinagio do nivel de resisténcia

2.1 Amostras indicadoras

Foram utilizadas, como indicadoras, as
seguintes linhagens:

2.1.1 Escherichia coli K 12, 712 R, nio fer.
mentadora da lactose, resistente a 1 000 ug/ml
de estreptomicina e sensivel a 1 ug/ml de clo-
ranfenicol, sulfadiazing, tetraciclina, kanamici-
na, cefalotina e hetacilina

2.1.2 Escherichia coli 0111 :B4, resistente a
1 000 ug/mil de kanamicina;

2.1.3 Escherichia coli 0111:B4, sensfvel a
5 pg/ml de sulfadiazina.

3 — Determinacio do nivel de resisténcia

3.1 Preparo das soliegGes de antibidticos e
da sulfadizzing

As solugBes dos antibibticos e da sulfadia-
zina foram preparadas no dia do uso e conti-
nham 10 mg da base de cada droga por ml
Dissolveu-se a sulfadiazina em 4gua destilada
acrescida de hidroxido de s6dio I normal; o
sulfato de estreptomicina, ¢ sulfato de kana-
micina ¢ 0 dcido natidixico, emn 4gua destilada;
o cloranfenicol, ¢m - tampdo fosfato pH 6
(K, HPO4 0,2g; KH, P04 §,8g; dgua destilada
100 ml) e dlcool metilico; o cloridrato de te-
traciclina, em tfampin fodfsio pH 45
(KH,PO4 1,36g; dgua destilada 100 mi) e 41
cool metilico; a hetacilina, am tampdo fosfato
pH & (K» HPO4 16,73g: KHy PO4 0,523g;

{(+} Oxoid
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dgua destilada 100 ml) e lcool metilico; e
cefalotina sddica, em dgua destilada e dlcool
metilico.

3.2 Preparo das placas

As placas de Petri, contendo as substéncias
necessdrias & determinagfo do nivel de resis-
téncia, foram preparadas no dia do uso. Utili-
zou-se o Lab-Lemco Agar (*) como meio
de cultura, quando do emprego dos antibié-
ticos. Relativamente i sulfadiazina, langou-se
mio do Lab-Lemco Agar (*) sem cloreto
de sddio, acrescido de sangue de cavalo a 5%.
Apbs a colocacio nas placas de Petri, de quan-
tidades varidveis das solucBes de antibidticos ¢
da sulfadiazina, necessdrias para se atingirem
as concentracdes desejadas, adicionaram-se as
placas o mejo de cultura previamente resfriado
a45°C.

No quadro I sumariam-se as guantidades
dos componentes empregados na ‘obtencio da
concentracio desejada de cada droga.

QUADRO I

Concentragdo final du droga,
segundo g diluigdo empregada

Solugio Meio de Concentragio
da droga | Diluigio final da droga
(10 mg/mb) cuttura {(ml} {ag/m)

2 - 18,0 1000

1 - 19,0 500

04 - 19,6 200

2 1/10 18,0 190

1 /10 19,0 50

0.4 1/10 196 20

2 1/100 186 10

i 1/100 19,0 s

0.2 /100 19,8 1

3.3 Técnica de determinacdo do nivel de re-
sisténcia

As culturas de Escherichia coli a serem usa-
das em cada ensaio foram preparadas de véspe-
ra, semeando-se tubos contendo Brain-Heart
Infusion (*), com os microrganismos prove-
nientes das culturas de manutencfo. A ino-
culagBo das amostras em estudo foi o conted-
do de alga de platina, de 2 mm de didmetro,
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retirado de cultura de 20 horas a 37°C em
Brain-Heart Infusion (*) e diluida a 1/1 00Q
10 mMesmo meio.

Em cada placa semearam-se 15 amostras de
Escherichiz coli e empregou-se, como controle
da atividade das drogas,uma linhagem indica-
dora, cujos niveis de resisténcia foram pre-
viamente determiados. Assim, a linhagem
descrita em 2.1.1, como controle de tetraci-
clina, cefalotina, hetacilina, cloranfenicol e
estreptomicina; a descrita em 2.1.2, como
controle de Kanamicina; e a descrita em 2.1.3,
como conirole de sulfadiazina. Usou-se ainda
uma placa testemunha da viabilidade das cul-
turas, contendo somente o meio de cultivo. Os
resultados foram registrados ap6s 20 horas de
incubacdo a 37°C e considerou-se como con-

.....

desenvolvimento do microrganismo. A con-
centracio fmediatamente inferior, que permi-
tia © crescimento das culturas em estudo, indi-
cava o nivel de resisténeia. Todas as amostras
estudadas foram conservadas em geladeira a
4°C e em duplicatas de tubos contendo
Lab-Lemco Agar (*) fechados com rolhas
de cortica parafinadas.

RESULTADOS

Freqgiiéncia de amostras resistentes

No quadro I encontram-se os niveis de
resisténcia das diferentes amostras de Esche-
richig coli 4 sulfadiazina, ao cloridrato de te-
traciclina, ac cloranfenicol, ao sulfato de
estreptomicina, & cefalotina sodica, & hetaci-

QUADRO 11

Resisténcia ds concentragbes das drogas empregadas pera 375 amastras de
Escherechia coli Isoledas das espécies animais, Botucatu, 1972

10838 Gyifadiazing |Cloranfenicol | Fetraciclina | Estreptomicina | Cefalotina | Hetacilina | Kanamicina
Jgiml N | % NO % NO % N9 , N? | o |NO o | N9 a7

<1 4 11 2 0.5 1 0,37 218 57.5 g 241 34 9,11 344 917
1 7 1,8 41 169 5 1.3 47 12,5 1184 49,1239 | 63,7 24 6.4

5 18 484 27 7.2 32 8.5 17 4,5 89 | 23.7] 91| 243 3 0.8

16 13 35 5 1.3 531 14,0 22 58 741 187 4 11 2 05
20 21 5,6 1 83: 69 184 36 9.6 14 38 2 0.5 0 0.0
56 16 421 22 59 32 8.5 25 6,7 3 0.8 2 0.5 G 0,0
100 5 4,0 83 22,1 71 189 11 29 0 0,0 O 0,0 1 0,3
200 18 481 120 320 110 293 2 0.5 6! 00 0 0.0 1 0,3
500 25 6,7; 58 15,5 2 0.5 0 0,0 0 0,0 i 0,2 0 00
1000 238 | 63,5 16 4.2 H 0.0 0 0,0 2 0,5 2 0.5 G 0,0
Total | 375 (1000 375 | 100,0 | 375 [ 1000} 375 100,0 | 375 [100,0] 375 (100,61 375 {1000
QUADRO 111 lina potdssica ¢ ao sulfate de kanamicina, no

Nimera de amostras resistentes de
Escherichia coli « cadr uma das drogas, entre
375 linhagens estudadas, Borucatu, 1972

Numero de

Progas amosiras %
Sulfadiazina 333 88.8
Clozranfenicol 300 80,0
Tetracielina 284 75,7
Estreptomicina 74 18,7
Cefalotina 19 8.1
Hetacilina 7 1.9
Kananticina 2 0,5
{+) Oxoid

que diz respeito is concentracdes empregadas.
Nota-se que os niveis parz a sulfadiazina, o
cloranfenicol, a cefalotina e a hetacilina va-
riaram entre 1000 ug/ml e menos do que
1 ug/ml; entre 500 ug/ml ¢ menos do que
1 ug/ml para a tetraciclina; entre 200 ug/ml e
menos do que 1 ug/ml para estreptomicina e a
kanamicina.

Considerando-se como resistentes as amos-
tras que cresceram em 20 ug/ml ou mais das
drogas empregadas verificou-se que 333 amos-
tras apreseniaram resisténeia 4 sulfadiazina,
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284 3 tetraciclina, 300 ao cloranfenicol, 74 &
estreptomicina, 19 4 cefalotina, 7 3 hetacilina
e 2 4 kanamicina {quadro II}).

No quadro IV reuniu-se o niimerc de amos-
tras resistentes de FEscherichiz colf segundo a
droga utilizada e a espécie animal. Observa-se

que 2 resisténcia variou, conforme a espécie
animal, nos casos em quée empregamos o clo-
ranfenicol ou a estreptomicina. Para as demais
drogas nfo notamos diferencas estatistica.
mente significantes ao nivel de rejeicio adota-
do, isto é o= 0,05, O teste utilizado foio do
gui-quadrado, com quatro graus de liberdade.

QUADRO IV

Mumero de amosiras resistentes de Escherichia coli,
segundo a droga considerada e a espécie animal, Botucetu, 1972

Ave Bovino Eaqiiino Suino Ovino

Drogas 3

N© % N© % N© % NO % NO % X
Sulfadiazina 64 85,3 58 | 773 12 96,07 131 97,31 66 88,0 2,27
Cloranfenicol 65 86.7 74 98,7 33 44,0 74 98,71 34 72,0 19,70
Tetraciclina 355 73,3 43 57.3 68 90,7 52 69,3 66 88,0 751
Estreptomicina il 14,7 2 2,7 27 36,0 27 36,0 7 2.3 36,27
Cefalotina 4 5,3 6 2.0 2,7 5 6,7 2 2.7 3,37
Hetacilina 0 0,0 4 5,3 0,0 2 2,7 1 1.3 8,00
Kanamicina g 0.0 0 0,0 2.7 0 4,0 1] 0,0 8,00

Modelos de Resisténcig

No guadro V organizaram-se os diferentes
modelos de resisténcia encontrados nas 375
amostras de Bscherichia coli obtidas de ani
mais. A andlise do quadro oferece dados sufi-
cientes para salientar a predominincia de
amosiras com trés ¢ quatro marcadores de re-
sisténcia. O modelo S—-C1-T predominou
com 132 amostras, vindo logo a seguir 45
amostras caracterizadas como S—Cl1-T-E,
respectivamente 35,2% e 12,0%. Apenas frés
linhagens apresentaram pentarresisténcia, duas
§-C1--T—C—E ¢ uma S—C1-T—-C-H. Houve
uma hexarresistente $--C1—-T-—E~C-—H, iso-
lada de suino. O modelo com dois marcadores
que prevaleceu foi o 8-T com 52 amostras
{13,9%), seguido do S—C1, com 50 amostras
(13,3%). O modelo S—-C1-T-K somente foi
encontrado em duas amostras isoladas de eqiii-
nos. Resisténcia exclusiva 2 sulfadiazina foi
encontrada em trés amostras; 4 tetraciclina,
também em t1és, e ao cloranfenicolf, em 20.

Foi assinalade wm total de 20 modelos de
resisténcia para as 375 linhagens estudadas.
Relativamente a cada espécie animal foram
obtidos: 11 diferentes modelos para bovinos e
ovinos, 10 para sufnos e nove para aves e
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eqiiinos, respectivamente. O modelo de resis-
téncia predominante para aves, bovinos, ovi-
nos e suinos, fez-se representar pelo S—C1-T.
Para o8 eqiiinos predominou o S-T.
Seguiram-se-thes 0 modelo S—C1, para aves ¢
bovinos; o S—CI-T ¢ T—E, para eqiinos;

8T, para ovinos, ¢ 8—C1-T--E, para sufnos,

DISCUSSAQ E CONCLUSOES

Nossos resultados demonstram o encontro
de 20 diferentes modelos de resisténcia nas
375 amostras de Escherichiz coli isoladas das
¢inco espécies animais empregadas no presente
trabalho. Realmente, a apreciagio do quadro V
oferece essas informagGes e forna evidente a
alta porcentagem de amostras com resisténcia
miiltipla, predominando o modelo S-CI1-T,
com 132 amostras, vindo 2z segir o
S—C1-T-E, com 45 amostras. No quadro V
notamos a ocorréncia de modelos tetra, penta
¢ hexarresistentes, nos quais é notdria a cons-
tincia dos marcadores para S—C1-T. Estes
marcadores obtiveram a prevaléncia quase
absolufa nos modelos com multirresisténcia,
sendo tal fato, provavelmente, justificado pela
eleicZo destas drogas em veterindria.

Nio estranhamos o altissimo pimero de



MORENO, G. — Resisténeia a drogas em amostzas de Escherichia coli 1soladas de animais. Rev. Inst. Adolfo

Lutz, 32: 63-68, 1972,

QUADRO V

Escherichia coli isoladas das espécies animais, de acordo com os
modelas de resisténcia em 375 amostras, Botucatu, 1972

Modetlos de Aves Bovino Egiiino Ovino Suino Total de
Resisténcia NO NO NO N¢ N¢ amostras
S-CFT-E-C-H - - - - 1 1]
S-CI-T-C-E 2 - - - - 2
S-CLT-C-H - - - - 1 1
S-CE-T-E 8 2 i3 4 18 45
S-CIT-C 2 2 i 2 2 9
5-ChT-K - - 2 - - 9
S-CHT-H - 1 1 - 2
SCILHC - 1 - - - 1
S-Ce7 27 28 14 34 29 132
SCHE 1 - - 1 8 16
SC1C - 3 - - 1 4
STE - - 14 2 - 16
S-CI-H - 2 - - - 2
sC1 14 19 - 5 12 50
5T 16 - 24 17 1 53
C-T 6 9 - 4 - 19
s5C - - 1 - - 1
s = - 3 — - 3
- 5 7 3 3 2 20
T - 1 - 2 - 3

S =SuHadiezina; Cl=Cloranfenicol; T *Tetraciclina; E =Estreptomicina;
C =Cefalotina; H =Hetacilina; K =Kanamicina.

amostras sensiveis 4 kanamicina, por conside-
rarmos gue a droga ndo encontroy, ainda, faci-
lidade de prescricio na prifica veterinéria, e
porque, infeliz ou felizmente, cabe so criador
analisar, do ponto de vista econdmico, as van-
tagens ou desvantagens de sua aplicacdo. To-
davia, acreditamos que o seu ugo incorreto ¢
desabusado acarretard, forcosamente, a sele-
¢ao de linhagens bacterianas resistentes ao
antibidtico. Este fato foi devidamente com-
provado, em nosso meio, por TRABULSL &
ZULIANI 3, ao trabalharem com amostras de
Escherichin coli 0111:B4:H2, de origem huma-
na. Verificaram os autores um aumento signi-
ficante de amostras resistentes que variou,
mim periodo compreendido entre 1963 e
1968, de 2926% a 88,63%, de 21,95% a
0545%, ¢ de 48,78% a 97,72%, no que diz
respeito 20 cloranfenicol, & kanamicina e a
tetraciclina, respectivamente.

Particularmente, em relacfo 4 resisténcia 4
estreptomicina, nossos resultados divergiram
percentualmente  dos  apresentados por
SMITH ? para sufnos, bovinos, ovinos ¢ aves.
Enquanto este autor obtém valores equiva-

lentes a 40,0%, 52,0%, 8,0% ¢ 2,9%, 08 nossos
distribuiram-se em 36,0%, 2,7%, 93% e
14,7%, respectivamente. Embora a espécie
eqiiina ndo tenha sido inchafda no trabatho
acima citado, gostarfamos de deixar aqui regis-
trada a percentagem de 36,0% por nds encon-
trada. TRABULSI & ZULIANI ® registraram
valores de até 100% de resisténcia A estrepto-
micina para amostras de Kscherichia coli ente-
ropatogénica isoladas do homem.

Fato digno de registro foi a baixa freqiién.
cia de amostras com resisténcia a apenas uma
droga, comportando-se a maioria das linhagens
com blocos contendo marcadores de resistén-
¢ia para {1és ¢ quatro drogas, respectivamente
S—C1-T ¢ 8—C1-T-E. Este fendmeno suge-
re que a resisténcia infecciosa 3 droga é quase
sempre multipla, isto é, quando uma bactéria
se torna resistente a uma droga, ocorre geral-
mente resisténcia a outras. Entre nos esse fe-
ndmeno foi inicialmente estudado por FER-
NANDES !, ZULIANI & TRABULSI *, TRA-
BULSI & ZULIANI?, ao trabalharem com
linhagens de shigela e Escherichia coli isoladas
do homem.
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RESUMO

MORENO, G. — Resisténcia & drogas em amosiras de
Escherichin coli isoladas de animais, Rev. Inst.
Adolfo Lutz, 32: £3-68, 1972,

Determinou-se a sensibilidade de 375 amos-
tras de Escherichia coli isoladas de animais. De
acordo com a origem, estas amostras foram
totuladas come avidrias, bovinas, eqiiinas, ovi-
nas ¢ suinas, perfencendo a cada grupo de ani-
mais 75 amostras.

A selecio das linhagens bacterianas ficou
subordinada 2 uma determinagdo preliminar
de seus niveis de resisténcia & sulfadiazina, ao
sulfato de estreptomicina, ao cloranfenicol, &
cefalotina sddica, 4 hetacilina potdssica, ao
cloridrato de tetraciclina, ao sulfato de kana-
micina ¢ ao sulfato de estreptomicina, varian-
do-se as concentragdes das drogas de 1 a
1 000 pg/ml. Consideram-se como resistentes
a8 amostras que proliferaram em 20 ug/ml ou
mais das drogas empregadas. Nessas condigGes,
verificou-se que 333 amostras apresentaram
resisténcia & sulfadiazina, 284 i tetraciclina,
300 ao cloranfenicol, 74 2 estreptomicina, 19
a cefalotina, 7 4 hetacilina e 2 4 kanamicina.

Endereco

Gitberti Moreno

Facaldade Ciéncias Médicas
e Biologicas de Botucatu
Caixa Postal, 102

18600 - Botuecats, S.P.
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Foi assinalado um total de 20 modelos de re-
sisténcia nas 375 amostras estudadas, prevale-
cendo aquelas com trés e quatro marcadores
de resisténeia. O modele 3-C1-T predo-
minou com 132 amostras, vindo logo a seguir
45 amostras rotuladas como §S—C1-T-E.
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RESIDUOS DE PESTICIDAS CLORADOS EM AGUAS (1)

CHLORINATED PESTICIDE RESIDUES IN WATER

WALKYRIA H. LARA (2)
HELOISA H.C. BARRETO (2)

SUMMARY

LARA, WH. & BARRETO, H.H.C. — Chlorinated pestickle residues in water. Rev. fnst. Adolfo

Lutz, 32: 69-74, 1972,

Chlorinated pesticide residues were determined by gas liquid chromatography with
electron capture detector in 59 water samples received for chemical examination of
potability at the Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, Brazil. The results indicate presence
of BHC residues (alpha, beta and gama isomers) in all samples examined; DDT was
found only in 3 samples and traces of aldrin in just one. The levels found indicate that
contamination by these pesticides in waters of Szo Paule, S.P., Brazil, is not very great

at the present.

INTRODUCAO

A utilizacdo de um nimero crescente de
substdncias quimicas altamente téxicas, para
combater as pragas e doengas na agricuttura e
na pecndria, melhorou e aumentou a produgio
de alimentos mas frouxe como conseqiiéncia a
contaminacfio dos mesmos, os quais, ingeridos
pelo homem, podem causar perturbacdes em
sua satide. Dados sobre residucs de pesticidas
clorados sfio de grande importincia, por serem
estes compostos os mmais persistentes, tanto na
dgua como no solo, nas plantas e animais e
também porque sua degrada¢fo origina meta-
bolitos também t0xicos e persistentes. Com os
compostos fosforados, bastante téxicos, 2 de-
composi¢io ¢ mais rdpida e seus derivados nfo
$30 tio toxicos quanto eles.

A contaminacfo em dguas pode ocorres
pela aplicagfio direta de pesticidas em superfi-
cies de cOrregos e rios, como j& se verificou
por ocasifo do combate ds larvas de “borra-
chudos” (simulfideos) em regiGes do litoral de
Sdo Paulo. Amostras colhidas a 500 metros do
local de aplicagio de BHC, apds 14 dias, pos
suiam ainda um teor de lindana (isdmero gama

BHC) de 0,07 mg/1 (ALMEIDA?).

O carreamento, pelas dguas de chuva, das
partfculas de solos tratados por pesticidas é 2
maior causa de contaminacio dos céiregos,
rios e finalmente do mar. Os organismos aqué-
ticos, peixes e crusticeos apresentam Sempre
residuos de pesticidas clorados em niveis bem
mais altos que os da dgua em que vivem, razdio
pela qual tém servido como verdadeiros “con-
troles” em grande niimero de estudos de ba-
cias hidrograficas, estuérios de grandes rios e

dguas costeirag®%57.5,12,14,15

Antes mesmo que as dguas de chuva atin.
jam as superficies tratadas, elas jd podem estar
contaminadas pelas particulas carregadas pelos
ventos. Andlises realizadas na Inglaterra com
amostras de dgua de chuva coletadas durante
um ano em diversas regiGes revelaram a pre-
sen¢ade alfa BHC, Dieldrin, pp’DDT, p'DDE e
pp'TDE em concentragbes da ordem de parte
por 10'' e por 10" partes (TARRANT &
TATTON'®).

Nos lencois aquéticos subterrineos, € de se
esperar uma contaminagio bastante baixa,
pois dificilmente os pesticidas aplicados ao

{1} Realizado na Secdo de Aditivos ¢ Pesticidas Residuais do Instituto Adolfo Lutz.
Apresentado na 242 Reunifo Anual da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia, Sio Paulo, julho

1972,
(2) Do Instituto Adolfo Lutz.
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solo atingiriam os lencdis profundos, e os
mais persistenites, como os clorados, 88 os
que migram mais lentamente no solo '' .

Como parie da populagio de Sdo Paulo
dinda utiliza pogos para seu abastecimento e
afim de avaliar o grau de contaminagfo por
pesticidas clorados, em dguas da regido, anali-
samos amostras de dguas de pogos, nascentes,
de superficies, e da rede de abastecimento,

MATERIAL E METODOS

Cinquenta ¢ nove amosiras colhidas por
técnicos especializados da Segio de Aguas do
Instituto Adolfo Lutz, para exame quimico de
potabilidade, no municipio de Sdo Paulo e re-
gies proximes, foram analisadas afim de
s¢ determinar residuos de pesticidas clora
dos. Dentre elas, 23 amostras 530 de dguas de
poco, 13 de 4dgoas de nascentes, 11 de pogos
semj-artesianos, 9 de dguas de superficies
(rios, represas, lagos) e 3 da rede de abasteci-
mento.

O método ermpregado para andlise consistiu
de extragfo direta dos residuos de pesticidas
clorados, com solvente orginico, seguido da
concentragdo dos exiratos em evaporador
Kuderna-Danish e determinagdo por cromato-
grafia gasosa com detector de captura eletrd-
nica.

Extragido ~ 500 mt da amosira foram ex-
traidos em funil de separagfo, com torneira de
teflon, com 4 porgties sucessivas de éter de
petréleo 30—60°C. Os extratos foram secados
passando-os por uma coluna de sulfato de
sodio anidro, granulado (aproximadamente 3
cm de altura e 2 em de diimetro) e concentra-
dos em evaporador Kuderna-Danish até 5 ml.
Retirado o tubo receptor, a evaporagio foi
completada sob corrente de nitrogénio e ime-
diatamente dissolvido o residuo com benzeno
p.a. até o volume de 5 mi. Esta solugfo foi
usada para a cromatografia a gis.

Os solventes ¢ as condicBes de cromatogra-
fia seguiram as especificagbes descritas em
“Determinagio de residuos de pesticidas orga-
noclorados em alimentos™ e em trabathos an-
teriores™>!*  que sdo ignais aos recomendados
pelos métodos oficiais da A.0.AC.. Tratan-
do-se de amostras de “dguas potdveis”, lm-
pidas, ndo houve problemas de andlise de sedi-

70

mento nemn necessidade de “clean up”.

A identificagio dos picos dos cromatogra-
mas foi feita por comparaciio dos fempos de
retengfio com padrfes submetidos is mesmas
condigbes de andlise. Duas colunas, uma de
QFy -~ DC 200 e outra de OV 225 foram
usadas para confirmagdo dos resultados. A de-
terminacio quantitativa foi feita pelo método
de comparagio de #dreas. Valores abaixo de
0,001 miligrama por litro (mg/I) foram consi-
derados “tracos” e 0,000, nfo aparecimento
de pico no processo empregado.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Residuos de BHC (isdmeros alfa, beta ¢
gama) foram encontrados em todas as amos
tras analisadas; alfa BHC em valores abaixo de
0,001 mg/t (iragos) ¢ beta mais gama BHC em
valores oscilando em torno de 0,002 mg/l. A
soma alfa mais beta mais gama BHC foi consi-
derada como BHC total. Em trés amostras
foram encontrados res{duos de DDT e apenas
uma apresentou tragos de Aldrin,

Nio hé grande variagHo entre os valores en-
contrados.

Para o BHC total, as concentracBes encon-
tradas sdo da ordem de 0,002 mg/l, excluin-
do-s¢ umn valor esporadicamente alto de um
pogo semi-ariesiano (0,014 mg/1).

A **Comissfo Consultiva sobre o Uso de Pa-
drdes para Agua Potdvel”, do Servigo de Sati-
de Piblica dos Estados Unidos, recomenda
uma concentragio de 0,056 mg/l como limite
para Lindana e 0,042 mg/l para DDT (estas
recomnendagfes ndo estdo ainda oficialmente
adotadas)*” .

Considerando o efeito cummlativo de tais
resfduos em organismos e que os processos de
tratamento de dguas para abastecimentos ndo
s30 ¢fetivos na remegfo de resfduos de pestici-
das na ordem de grandeza em que sfo encon-
trados '°, é necessirio manier um controle
continuo dos niveis de resfduos apresentados
pelas dguas de abastecimento da populagio,
embora os resultados encontrados até o pre-
sente nio sejam altos.

Os guadros {1, I, I, IV ¢ V resumem os
resuitados obtidos e indicam a procedéncia
das amostras, especificando guando possivel
sua localizagio.
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Adolfo Lutz,

QUADRO 1
Residuos de pesticidas clorados em dguas de nascentes
DDT
NO Procedéneia Qi’}ii’:g BHC total
Potabilidade mg/l mg/1
1 Suzano otdvel 0,001 0,000
2 830 Rogue gotével 0,602 0,000
3 S4c Paulo pota’ye} 03603 G,O{}{’
4 Sta. Branca potével 0,002 0,000
5 Apiai potdvel 0,001 0,000
6 Sta. Branca potdvel 0,002 4,000
7 S3o Paulo potdvel 0,002 0,000
8 Itaquera potivel 0,001 0,000
9 Rio Claro potdvel 0,002 0,000
10 Votorantim potivel 0,001 0,000
11 Embu ndo potivel 0,003 0,000
12 Sdo Paulo ndo p()tévei 0,001 0,000
i3 Juquitiba nio potivel 0,002 0,000
0,000 = Nio aparecimento de pico no cromatograma
QUADRO II
Restduos de pesticidns clorados em dguas de pogos semi-artezianos
BHC
Exame

No Procedéncia Quimico total bpT
Potabilidade mg/1 mg/1
H Jagand potdvel 0,002 0,000
2 Diadema potavel 0,001 0,000
3 Maud potdvel 0,002 0,000
4 Maud potivel 0,001 0,000
] Ipiranga potdvel 0,014 0,012
6 Cotia potdvel 0,004 0,000
7 Vila Maria ndo potdvel 0,002 0,000
8 Vila Maria potivel 0,004 0,000
9 Ceniro 8.P. potdvel 0,005 0,001
10 S.Bernardo nio potdvel 0,003 0,000
11 8.Bernardo potdvel 0,003 0,000

0,000 = Nfo aparecimento de pico no cromatograma

71



LARA, W.H. & BARRETTO, B.H.C. — Resfduos de pesticidas clorados em dguss. Rev. Insi. Adolfo Luiz,
32: 69-74, 1972,

QUADRO 111

Resfduos de pesticidas clorados em dguas de pogos

Exame BHC fotal DDT
N.o Procedéncia Quimico me/l
Potabilidade mefl
i $3o Miguel potével 0,003 a.000 *
2 Pedreira potdvei 0,004 0,001
3 Sta. Cecilia potdvel 0,001 0,000
4 Yacarel ndp potdvel 0,002 0,000
5 Aeroporto potivel 04,003 0,000
6 Diadema potdvel 0,602 0,000
7 Itapecirica potdvel 0,005 0,000
8 Jardim Humaitd néo potdvel 0,005 0,600
9 Jabaquara ndo potdvel 0,001 0.000
10 Amparo —_— 0,661 (4,000
11 Amparo P 0,001 4,000
12 Amparo - 8,001 0,000
13 S0 Pauto néo potavel 0,001 0,000
14 Sio Paulo potével 0,001 0,000
15 S0 Paylo ndo potdvel 0,005 0.000
16 Sto. Amaro n#o potdvel 0,001 0,000
17 Diadema potdvel 0,003 0,000
18 Ttaberaba potdvel 0,002 0,000
19 Sdo Paulo N Tr 0,000
20 S#o Mignel Paulista potdvel 0,001 0,000
21 Sio Paulo ndo potdvel 0,002 0,000
22 Juquitiba nic potdvel 0,002 0,002
23 Sido Paulo potdvel 0,002 0,000
* = Amostra com tragos de Aldsrin
0,000 = Nio aparecimento de pico no cromatograma
Tr = Tragos — valores abaixo de 0,001 mg/1
QUADRO TV
Restduos de pesticides clorados em dguas de superficie
Exame
ra BHC total DDT
N Procedéncia Quimico .
Potabilidade mg/ mg/1
1 Itapetininga (Rio) potdvel 0,002 0,000
2 Ttapetininga (Rio) potivel 0,002 0,600
3 Apiafi {Cérrego) potdvel Tr 0,000
4 Interlagos (Lagoa) nfo potdvel Tr 0,000
3 Atibaia (Represa) néo potdvel 0,002 0,000
6 Santos (Piscina) potdvel 0,601 0,000
7 Piracicaba (Represa) ndo potdvel 0,001 0,000
8 $&o Paulo (Lagoa} ndo potével 0,002 0,000
9 Pirituba (Corrego) ndc potdvel 0,004 0,000
0,000 = Nio aparecimento de pico no cromatograma
Tr = Tragos - valores abaixo de 0,001 mg/1
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QUADRO V

Restduos de pesticidus clorados em dguas tratadas

Exame Quimico BHC total DoT

Ne Procedéno ]

! oeedenca Potabilidade e/ mg/f1
H SAEC Potivel Tr 0,000
2 SAEC. . Potdvel 2,601 0.600
3 SAEC. Potdvel 0.001 {4,000

S.A.E.C. =Superintendéncia de Aguas e ¥sgotos da Capital
0,000 = Nio aparecimento 4o pico no cromatograma

Tr = Tragos — valores abaixo de 0,001 mgfi

E diffcil wma comparacio desses valores
com os registrados na literatura, pois as refe-
réncias disponiveis dizem respeito a Lindana
(isdbmero gama BHC puro), enquanto gue o
BHC ¢ produto téenico constituido por uma
mistura de isdmeroes, variando de 12 2 30% de
isbmero gama (Gnico isdmero com proprieda-
des inseticidas}. De outro lado, os dados sio
de pafses onde os pesticidas clorados de maior
emprego sdo o DDT e Lindana.
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RESUMOD

LARA, WH & BARRETO, HH.C. - Residuos de
pesticidas clorados em dguas, Rev. fnst. Adolfo
Lutz, 32: 6974, 1972,

Os residuos de pesticidas clorados foram
determinados por processos de cromatografia
a gés, com detector de captura eletrBaica, em
59 amostras de 4guas de nascentes de pogos
de superficie, ¢ de algumas tratadas para
abastecimento. Os isBmerns alfs, beta ¢ ga-
ma BHC foram encontrados em todas as

amostras; DDT, em trés, e tracos de Al
drin, em apenas uma. Os nfveis de BHC
total (soma dos istwneros) foram da or
dem de 0,007 mg/l. Esses nivels mostram
ague & contaminagdo existente em: dguas na
regidio da capital de S3o Paulo, ndc é grands
até ¢ momento.
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SOBRE A FREQUENCIA DE ISOLAMENTO DE ENTEROBACTERIAS PATOGENICAS
NAS FEZES DE CRIANCAS DE RIBEIRAO PRETO, SAO PAULO (1)

STUDY OF FREQUENCY OF PATHOGENIC ENTEROBACTERIA IN CHILDREN UNDER
FIVE YEARS OLD IN RIBEIRAO PRETO, SAQ PAULO, BRAZIL

IVAN PRADO DA CUNHA (2)
MITUCA KAKU (2)
IZABEL YOKO 110 (3)
OCTAVIO BARACCHINI (3)

SUMMARY

CUNHA, 1. P.; KAKU, M.; ITO, 1. Y. & BARACCHINI, O. — Study of frequency of pathogenic
enterobacteria in children under five years old in Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brazil. Rev. Inst

Adolfo Lutz, 32: 75-17, 1972,

The frequency of the isolation of enterobactetia among 100 children under 5 years
of age, with diagnosis of gastroenteritis, in Ribeirdo Preto, S.P., Brazil, had been studied.

it had been confirmed the data of L.C. Raye et alii {1967) ond C. Solé-Vernin et alii
{1968) on the low incidence of Salmonella in the same area.

INTRODUCAO

Enterobactérias patogénicas tém sido isola-
das de adultos e criangas em vdrias regides do
Estado de Sfo Paulo (TAUNAY & S0-
LE-VERNIN"; TAUNAY et alii® ; MANISSA-
DIIAN et alii*; SERRANO & TRABULSE;
TAUNAY®; FALCAO'; MONTELLI er alii®).

Trabalhos realizados em Ribeirfo Preto
(RAYA et alii * ¢ SOLE-VERNIN ez alii ®)
mostram, no entanto, baixa incidéncia com re-
lagdo ao género Salmonella.

A presente investigacio, realizada com ma-
terial de doentes selecionados quanto ao qua-
dro clinico, visa também verificar se nesses

casos a incidéncia de Salmonells cntre nos é
diferente da encontrada em outras regifies.

MATERIAL E METODOS

As fezes foram colhidas em recipientes
esteritizados e enviadas ao laboratério com a
devida informac#o clinica.

Este trabalho foi realizado em duas etapas,
obedecendo & mesma metodologia.

19 etapa
50 amostras procedentes de instituicdo hos-
pitalar infantil, no periodo de dezembro de
1967 2 marco de 1968,

2 etapa
15 amostras procedentes de instituicio hos
pitalar infantil, 10 amostras de pronto

{1). Realizado no Laboratério 1 de Ribeirdo Preto, S.P., do Instituto AdoHo Lutz.
{2) Do Laboratério I, de Ribeirfo Preto, do Instituto Adolfo Lutz.
(3) Do Departamento de Microbiologia da Faculdade de Farmdcia e QOdontologia de Ribeirdo Preto, 8.P.
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socorre infantil e 25 amostras procedentes de
clinica pedidtrica infantil particular, no pe-
riodo de fevereiro de 1968 a junho de 1969.

As fezes foram semeadas de acordo com o
seguinte esquenta: diretamente em meio de S8
agar (1) e de MacConkey dgar (1} e em meio
de selenito F(1) e de Kouffmann (Tau-
nay®) para o enriquecimento. Apds incuba-
¢io de 24 a 120 horas em estufa a 37°C, o
crescimento dos meios de enriguecimento foi
passado para placas de S8 dgar e de Kristensen
(Taunay® ).

De cada placa, semeada diretamente ou
apds enriquecimento, cotheu-se em média 10
coldnias fermentadoras ou nfo da lactose que
foram passadas em meio de T.SI. dgar (2}
modificado. O crescimento dos tubos (T.S.L)
que apresentaram o comportamento indica-
tivo de enterobactérias suspeitas de perten-
cerem a0s géneros Shigelia ¢ Salmonelln foi
estudado quanio ao comportamento bioguf-
mico ¢ soroldgico.

O crescimento nos tubos de T.8.1I. que
apreseniaram o comportamento de £, cofi foi
submetido a testes soroldgicos especificos,
para o grupo G.EL

A identificagio bioquimica foi efetuada
observando a acfo em diversos substratos,
como a seguir: glicose, lactose, sacarcse, mal-
tose, manitol, glicerol, malonato de sbdio,
citrato de sddio, uréia, KCN, lisins, fenil-ala-
nina, ornitina e dgua peptonada.

Os soros aglutinantes de grupo e especificos
foram fornecidos pelo Laboratorio Centsat do
Instituto Adolfo Lutz.

RESULTADOS

Os resultados estdo expostos nos guadros 1,
1L 1lelV.

(1} Oxoid

QUADRO {

Fregiiéncia de isolamento de enterobacrdrias
dos géneros Shigella, Salmonella eEscherichia,
grupo G.E.I em 10U amostras examinades

28 etupu
{50 casos}

12 ctapa

Entercbactérias (50 casos) Totat

isoladag WO % INOE BING| %
Escherichia GEL 6 12 9t 181 15 iz
Shigelia 2 4 2 4 4 4
Salmonetia 0 0 0 0 & 0
Total 81 16 i1} 221 191 19
GQUADRO I

Sub-grupos do génere Shigella
fsolada em 160 amostras

Sub-grupo de Shigella NS

Shigella sonnei
Shigeila flexneri
Shigella ambigua
Shigella alkalescens

Total

| v peed gk e

QUADRC 1T

Grupo soroldgico de Escherichia coli,
do grupe G.EL

Grupo soroldgico N$ %
Grupo 1 1 H
Grupe I & 6
Grupo I 8 8
Total 15 i3

QUADROD IV

Incidéncie de Shigella e E, coli G.E.L
em fezes de diferentes procedéncias

. . |Fezesht E. coli . Shigella | Totais
Procedéncia o
Ne finol % INe| % |No|lw
1= (1) 65 10,76 2 | 3,071 9 [13,83
PSI(2) i0 10,00 1 110,00] 2 20,00
CPIP (3) 25 28,001 1| 4,00} 8 [32,00

{1} - Insfituicfo hospitalar infantil.
(2) ~ Pronto socorro infantil,
(3) - Ctinica pedidtrica infantil particular.

{2) Difco — Para 100m! do meic esterilizado adicionar 1,6ml de uma soluclo estéril de urdia a 50% e
distribuir assepticamente. Autoclavar a vapor fluente por 30 minutos.
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COMENTARIOS

Como mostra o quadro 1, a freqiiéncia de
isolamento de E. coli (G.EL) foi de 15%. Este

resultado é concordante com resultados de
outros autores em cutras regides do Estado de

Sio Paulo (Taunay® | Manissadiian er alfi;

Serrano & Trabulsi). Em Ribeirio Preto, So-
1&-Vernin ef alii enconiraram 7,05%, ¢ Raya et
afif, 56,0%, em um surto de gastrenterccolite
entre prematuros no bergdrio do Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto.

Quanto ao género Skigelln, 0s nossos acha-
dos sio concordantes com os de anos ante-
riores encontrados em Ribeiro Preto (Raya et
alii ¢ Solé-Vemin er ki), 3o, porém, haixos,
quando comparados com o3 de Taunay ef
alfi® ; Serrano & Trabulsi, e Falcdo.

No tocante ao género Salmonellz, a dife-
renca ¢ bastante grande; Raya er alii nio
conseguiram isolar nenhuma vez e Solé-Vernin
et alif, apenas uma vez, em 2 935 amostras de
fezes examinadas. Na presente investigagdo
também nfo consegnimos isolar salmonelas

Os guadros I e III mostram, respectiva-
mente, os sub-grupos de Shigella ¢ os grupos
sorologicos de £, cofi G.EIL

0O quadro IV mostra-nos um respltado
curioso. Um maior indice de isolamento dos
géneros Shigella ¢ Escherichiz (G.E.L), 32%,
foi obtido de fezes de uma classe de pacien-
tes mais favorecida economicamente.

RESUMO

CUNHA, I. P, KAXKU, M,; ITO, L Y. & BARACCHI-
NI, Q. — Sobre a freqliéncia de isolamento de
enterobacténas patogénicas nas fezes de criangas
de Ribeirfio Preto, Sdo Pauto. Rev, inst. Adolfo
Lutz, 32: 75877, 1972.

Um estudo sobre a fregiiéneia de isola
mento de enterobactfrias patogénicas em
criangas de menos de 5 anos, na cidade de
Ribeirfo Preto, S.P., Brasil, € apresentado.

Os autores, embora trabalhando com mate-
rial proveniente de casos com diagndstico
ciinico de gastrenterite, confirmam os dados
de L.C.Raya ef aii (1967) ¢ C. Solé-Vemin et
alii (1968), quanto i baixa incidéncia de Sal-
monella na mesma irea.
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METGODO DE DOSAGEM TURBIDIMETRICA DE PEQUENAS QUANTIDADES DE DDT
E DE BHC, APOS SUA SEPARACAO E IDENTIFICACAO POR CROMATOGRAFIA
EM CAMADA DELGADA(1)

TURBIDIMETRIC METHOD FOR THE DOSAGE OF SMALL QUANTITIES OF DIDT AND
BHC AFTER THEIR SEPARATION AND IDENTIFICATION THROUGH THE THIN-LAYER
CHROMATOGRAPHY PROCESS

PAULO DE ALMEIDA VIDAL (2}
ALMIR ¥os£ ricciarpr (@)

SUMMARY

VIDAL. P.A. & RICCIARDI, A.J. — Turdimetric method for the dosage of small quantities, of DDT
and BHC after their separation and identification through the thin-layer chromatography pro-

cess. Rev. fnst, Adolfo Luiz, 32: 71982, 1972.

A method for the separation and identification of small amounts of DDT and BHC
through the thin layer chromatography in silica gel is presented. The diphenylamine was
used as a chromogenic reagent with exposition to ultraviolet light. The two Festicides,

after the development have been eluted from the chromatoplates and hydro

ysed with

potassium hydroxide; the chloride ion resulting was precipitated by silver nitrate and

determined

y turbidimetry. It was verified that there was a linear variation of the

absorption in function of the amounts of the pesticides, in the order of a milligram

tenths amounts.

INTRODUGCAQ

O objetivo do presente trabalho foi a sepa-
ragdo e identificagfio do DDT e do BHC, quan-
do em mistura, e a dosagem destes dois pes-
ticidas, ap6s sua separagdio ¢ identificacfo.

Para essa separagio e identificac@o, foi
empregada a cromatografia em camada del-
gada, que permitiu ainda a separagfo dos
principais isdmeros do DDT e do BHC, uma
vez que o hexano, usado como solvente de
arrastamento, forneceu Ry diferentes para
aqueles ishmeros.

Como reativo cromogénico foi empregada
apenas a difenilamina, preconizada por
ADAMOVICH?, que permitiv ndo 56 a reve-
lagdo das manchas, como também a diferen-
ciagio entre o DDT e o BHC, por causa dos
aspectos diferentes que aquelas manchas apre-
sentaram quando reveladas a luz U.V. e das

coloracGes diferentes apresentadas 3 luz natu-
ral, depois da exposigfo 4 luz U.V.

As manchas reveladas foram retiradas das
cromatoplacas e, ap6s hidrdlise pelo hidréxido
de potdssio, pelo método de ALMEIDA,
PIEDADE & SCUZA®, modificado, o cloro
hidrolisado foi precipitado como cloreto de
prata e dosado turbidimetricamente pela téc-
nica apresentada por PRADO, LARINI,
CARVALHO & SILVA *, verificando-se que a
difenflamina nfo interferiu nesta dosagem.

MATERIAL E METODOS
1. Separagio e identificacio do DDT e do

BHC por cromatografic em camada
delgada
a} Materigl

Cromatoplacas de silica gel G (3), segundo
Stahl, de 6 em de largura por 16 cm de altura,

{1} Trabatho realizado no Laboratdrio 1 de Ribeirfo Preto, do Instituto Adolfo Lutz.

{2) Do Laboratério 1 de Ribeirfio Prets, S.P.
{3) Merck.
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preparadas misturando-se a silica gel com
dgua, na proporgio de 1 g de silica gel para
2 ml de dgua, aplicando-se sobre &mina de
vidro, deixando-se secar em temperatura am-
biente durante 24 horas, obtendo-se camadas
de 0,25 mm de espessura,

Lampadas de luz UV.(3 )

Pipeta graduada de 2 ml

Tubos capilares

Nebulizador

Secador de ar quente

Soluges padefes de DDT ¢ BHC: soluces
a 0,1% p/v em benzene, purificadas por re-
cristalizaco em benzeno.

Selvente de arrastamentie; Hexanol2) | com
ponto de ehulicio entre 60 ¢ 80°C,

Reative cromogénico: Solugiio de  dife-
nilamina a 1% p/v em acetona.

b) Método

Em pipeta graduada de 2 ml, foram medi-
dos 04 —-08 - 1,2 — 1,6 — 2,0ml da mistura
em partes iguais das solugBes padrdes dos dois
pesticidas, correspondendo respectivamente a
0.2 - 04 — 0,6 — 0,8 — 1,0 mg de cada pesti-
cida.

Estes volumes foram concentrados em cor-
rente de ar quente ¢ as amostras foram apli-
cadas em cinco placas, por meio de tubos capi-
fares, mimm ponto a 2 cm da borda inferior de
cada placa.

s cromatogramas foram desenvolvidos
empregando-se 0 hexano como solvente de
arrastamento, em temperatura ambiente de
25°C, até a links de frente atingir a altura de
i0cm a partir do ponto de aplicagfc das
Amostras.,

Paralelaments foi desenvolvide um croma-
tograma, em que fof aplicada uma amostra de
soluclio de cloreto de sédio, para verificaciio
de migracio do ion cloreto.

As placas, depois de secas zo ar, foram
nebulizadas com a soluco de difenilamina e,
em seguida, expostas & luz UV, durante 10
minutos, para revelacfo e, posteriormente,
observadas 2 luz brancs e determinados os Ry.

{1} Philips HPW 123w, 57236R/70
{2} British Drug House
(3} Colemen Junior
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2. Dosagem turbidimétrica do DY e do BHC,
separados por cromatografic em camada
deleada

a) Material

BalGes de fundo redondo, de $0 ml, mu-
nidos de condensadores de refluxo, com jun-
ias esmeriladas

Banho-maria fervente
Balfes volumétricos de 50 mi
Tubos de ensaio
Pipetas graduadas de 5 ml
Pipetas volumétricas de 10 ml
Pipeta volumdirica de 20 ml
Funis de vidro
Papel-filtro
Espetrofotometro (3)
Etanol, isento de aldefdos
Selucio alcedlica de hidréxido
de potdssio 0,1 N
Solugo alcodlica de fenolftaleina a 1% pfv
Solugdo de dcido nfitrico 3N
Solucdo de nitrato de prata a 3% p/v

b)Y Método:

As manchas de DDT ¢ BHC obtidas foram
raspadas separadamente das cromatoplacas e
transferidas para baides de 50 mi, com o auxi-
lic de 10mli de etanol. Foram adicionados
i0m! de solugiio alcodlics de hidroxido de
potéssio 0,1 N e os baldes foram colocados em
banho-maria, mantendo-se em ebuligio com
refluxo, durante 5 minutos.

Os balBes foram resfriados em 4gua cor-
rente ¢ o seu conteddo foi transferido para
balbes volumétricos de 50 ml, com ¢ auxilio
de 20 ml de etanol. A cada baldo foi adicio-
nada uma gotas de solucio sleodlica de fe-
nolftaleina a 1% p/v e foi feita a neutralizacio
com soluglo de dcido nitrico 3 M.

O volume foi completado com dgua. O con-
tetdo dos balBes foi filtrado e, a 10ml de
cada filtrado, colocado em tubo de ensaio, foi
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adicionado 1 m! de solugio de dcido nitrico
3N e 1 ml de solugiic de nitrato de potdssio a
3% piv.

Os tubos foram invertidos uma vez e dei-
xados em repouso na obscuridade, durante 30
minutos.

Paralelamente foi preparada uma prova em
branco, com as mesmas operag@es realizadas
para as manchas dos pesticidas, desde 2 raspa-
gem da sflica gel da cromatoplaca.

A turbidez desenvolvida foi lida no espe-
trofotdmetro, com comprimento de onda de
415 mp.

RESULTADOS

i. Separagdo

A exposigio & luz U.V. dos cromatogramas
desenvolvidos, #pds a nebulizagfo com 2 dife-
nilamina, permitiu verificar ndo s6 a separagiio
entre o DDT ¢ o BHC, como ainda a diferen-
ciagic entre os dois pesticidas, guanto ao
agpecto das manchas, pois 3 lnz UV, o DDT
apresentou fluorescéncia amarelo-esverdeada
sobre o fundo violeta da placa, enquanto que
o BHC apresentou manchas violetas, porém
bem mais escuras gue o fundo da placa. Além
disso, foram observadas, quanto ao DDT, duas
manchas correspondentes aos seus dois prin-
cipais isGmeros, ¢ quanto ao BHC, quatro
manchas correspondentes aos seus quatro
principais isbmeros.

Apos a exposigio dos cromatogramas 4 luz
U.V., eles foram observados 3 luz branca,
apresentando-se as duas manchas correspon-
dentes ao DDT com a coloragiio amarelo-es-
verdeada, com Ry iguais a 0,71 e 0,81, en-
quanto que as quatro manchas correspon-
dentes ao BHC apresentaram coloragdo cinza
com R iguais 2 0,18;0,28; 044 ¢ 0,60, sobre
o fundo da placa (Fig. 1).

A placa em que foi aplicada a amostra de
solucdo de cloreto de sédio apresentou, apdsa
nebulizagdo com a solugdo de difenflamina e
exposicio & luz UV., uma mancha violeta
fluorescente com Ry =0,00, sem coloragdo a
luz branca.

Linha de frente

Isdmeros do DDT

Ismeros do BHC

Origem

Fig. 1 — Cromatograma em camada delgada de
sflica gel de misturas de BHC e DDT, reveladas
por nebulizacio com soluciio acetdnica de
difenilamina e exposicio 4 luz UV,

2. Dosagens
Os resultados obtidos sfo apresentados no

guadro abaixo, correspondendo o zero do
aparetho 4 prova em branco.

Andlise turbidimétrica do cloro hidrolisivel de

amostras de DDT ¢ BHC
Quantidade da . .
amostra Densidade Optica X 100
mg

DDT BHC
0,20 1,0 2,0
040 2.0 5,0
0,60 2.8 7,0
2,80 4,2 100
1,00 4,6 11,0

8t
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Com estes dados, foi construfdo o grifico
apresentado na Fig. 2:

1z .
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Quantidade de pesticida {mg)

Fig. 2 — Curvas da andlise turbidimétrica do
cloro hidrolisive!l de amostras de BHC ¢ DDT.

DISCUSSAQ E CONCLUSOES

A técnica descrita constitue wm método
simples para a separacio e identificagdo do
BHC e do DDT quando misturados, bem
como para a determinac@o quantitativa desses
dois pesticidas.

Como por esse procedimento pode ser feita
a dosagem de DDT e BHC, em quantidades da
ordem de décimos de miligrama, ha a possibili-
dade de sua aplicagfo no doseamento de
restduos desses pesticidas em produtos alimen-
ticios.

RESUMO

VIDAL, PA. & RICCIARDL AJ. — Método de
dosagem turbidimétrica de pequenas quantida-
des de DDT e de BHC, apds sua separagic e
identificacdo por cromatografia em camada
delgada. Rev. Inst. Adolfo Lurz, 32: 79-82,
1972,

E apresentado um método para a separagdo

¢ identificacio de pequenas quantidades de
DDT e BHC, por cromatografia em camada
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delgada em silica gel, empregando-se como
reagente cromogénico a difenilamina, com
exposigio & luz ultravioleta. Os dois pesti-
cidas, ap0s a revelagdo, foram elufdos das cro-
matoplacas ¢ hidrolisados por hidréxido de
potdssio; o fon cloreto formado foi precipi-
tado por nitrato de prata e dosade turbidime-
tricamente. Verificou-se haver variacfo linear
da absor¢iio em fungfo das quantidades dos
pesticidas, da ordem de décimos de miligrama.
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CONSIDERACOES SOBRE NOVO SURTO FPIDEMICO DE LEPTOSPIROSES
NA CIDADE DO RECIFE EM 1970 (1)

CONSIDERATIONS ON A NEW QUTBREAK OF LEPTOSPIROSIS IN THE CITY
OF RECIFE, PERNAMBUCQ, BRAZIL, IN 1970

MARCELO OSWALDO ALVARES CORREA (2)
SABURO HYAKUTAKE (2)
RINALDO DE AZEVEDOQ (3)

SUMMARY

CORREA, M.O.A.; HYAKUTAKE, 8. & AZEVEDO, R. —~ Considerations on a new outbresk of
leptospiresis in the city of Recife, Pernambyuco, Brazil, in 1970. Rey. Inst. Adolfo Lutz, 32:

83-87,1972.

A new outbreak of ieaptospirosis which occurred in 1970 among the population of

Recife, after severe floo

s, was studied. Ninety nine out of 102 cases registered were

confirmed by sero-agglutination test, one by necropsy and 2 by hemoculture.
The ptegom'mant causal agent was Leptospira icterchaemorrhagiae (88 .cases),

followed by L. canicola (6 cases) and L. grippotyphosa {5 cases).
One strain of L. grippotyphosa was isolated by hemocuiture, for first time in Brazil.

INTRODUCAQ

Em meados de 1966, em conseqiiéneia de
duas enchentes sucessivas que assolaram a ci-
dade do Recife, ocorren intenso surto epidé-
mico de leptospirose entre a populacio con-
forme descreveram AZEVEDO & CORREA !
quando registraram 181 cases, dos quais 180
comprovados através da soro-aglutinagdo,
um pela necropsia.

Na referida publicacfo, aqueles autores es-
tudaram aspectos epidemiologicos, laborato-
rizis ¢ clinicos da epidemia de leptospirose.

A leptospira dominante foi a L. fcrero-
haemorrhagiae, responsdvel por 170 casos; as
demais foram a L. qustralis com 5 casos, a L.
pomona com 3 casos e a L. andamana com 2
casos. A mortalidade foi de 3,3%.

MAGALHAES & VERAS ? em 1970, vi-
sando determinar a real extensdo da zoonose
no Recife e a identificacfo dos tipos prevalen-
tes em condigBes endémicas, examinaram,
através da soro-aglutinagdo, 720 amostras de
sangue de pacientes clinicamente suspeitos,
encontirando 84 (11,7%) positivas das quais 44
(52,59 o foram para L. icterohaemorrhagine,
9 para L. canicola (10,7%), 2 para L. ballum
{2.4%), 10 para L. eynopteri (11,9%), 5 para
L. australis (5,9%), 5 para L. pomona (5,9%) e
9 para L. panama (10,7%).

Em 1970, apds intensas precipitacGes plu-
viais registradas de 19 a 21 de julho ¢ princi-
paimente, de 10 a 11 de agosto, ocorreram
novas ¢ extensas enchentes na cidade do Re-

(1) Realizado na Secfo de Parasitoses Sistémicas do Instituto Adolfo Lutz.
Apresentado zo 8.0 Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, realizado em Belo Horizonte,

fevereire, 1971,
{2} Do Institate Adolfo Lutz.

€3) Da Faculdade de Ciéncias Médicas de Pernambuco e da Faculdade de Medicina da Universidade do Recife.
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cife, 28 guais, a exemplo do acontecido em
19646, condicionaram novo surto epidémico de
leptospiroses humanas, ainda uma vez diagnos-
ticadas na Se¢lo de Parasitoses Sistdmicas do
Instituto Adolfc Lutz de S3o Paulo. A divul
gaclo de alguns dados sobre este surto epidd.
mico constitui o obietivo da presenie pu-
blicacio.

MATERIAL E METODOS

As amostras de sangue vieram em sucessivas
remessas pot via aérea de Recife a Sfo Paulo,

condicionadas em frascos com tampdc de
barracha.

A5 hemoculturas foram obtidas pela inocu-
facdo de sangue em tubos com meio de
Fletcher, sendo a semcadura feits 4 cabeceira
dos pacientes, num total de 56 hemoculturas,

A téenicz de soro-aglutinacdo empregada
foi 2 recomendada pelo Comité de Peritos em
Leptospirose da OM.S.?, sendo o tftulo
minimo dizgndstico o de 12200, Como anti-
penos foram utilizadas as culturas vivas em
meio de Korthoff modificado, sendo a seguin-
te a composiclo da bateria de antigenos:

QUADRO 1

Soro-tipos utilizados como anfigenos

Soro-grupo Soro-tipo Cena de referéncia
1 — leterohaemornrhagive icterohaemorrhagiae RGA
copenhageni M20
2 — Canicoly canicola Hond Utrecht TV
3 - Pomona pomona Pomona
4 — Grippotyphose grippotyphosa Moskva V
§ - Targssovi taragsovi Mitis Johnson
6 - Hebdomadis hebdomadis Hebdomadis
wolffi 3705
sefrne MB4
saxkoebing Mus 24
T — Australis australis Ballico
8 — Batavigs bataviae Swart
9 - Ballum castellonis Castellon 3
14 — Panama panama CZ 214X
11 — Pyrogenes pyrogenes Salinem
12 - Javanica javandca Veldrat Batavia 46
13 — Aurumnalis agtumnalis Akivami A
diasiman Dijasiman
sentot Sentot
14 — Cynopiert cynopterd s2c
18 — Semwrange patoc Patoe I
18 ~ dndamang andamana CH 11
17 — Shermani shermani. LT 821
RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as amostras de sangue commespon-
dentes a 170 pacientes examinadas pelo pro-
cesso de soro-aglutinacfo, 99 revelaram titulos
diagndésticos que variaram de 1:200 a
1:102 400 para trés diferentes sorotipos de
leptospiras, conforme se verifica na andlise do
quadro II.

Ainda uma vez, houve absoluto predomi-
nio da L. icterchaemorrhagie, agente etiologi-
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co em 88 casos (88,8%) seguida pela L canico-
Iz com 6 casos e pela L. grippotyphosa com 5
£as0s.

Nio consideramos como positivos dois
casos em gue o titulo toi de 1:100 porque, em
face de fatores inerentes i situacfo criada
pelas enchentes, n@o fol possivel obter dados
clinicos ¢ laboratoriais da maioria dos pacien-
tes os quais foram distribuidos por diferentes
hospitais do Recife.
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QUADRG I

Cuadro demonstrativo dos tituios mdximos de soro-aglutininas obtidos

Titulos Tatal
120001400 {18001 600/ 1:3 200|160 400 1:12 8001 125 6001151 2001 1:102 4000 de
Sorotipo Casos
L.icterohae- | 5 1 o9 | g 7 6 23 1w ] 11 15 t 88
morrhagiae
L. canicolo - 2 1 2 - - - - 1 - 5
L. grippo- 1 - _
typhosa 1 101 - 2 " - - 3
Total & 5 14 3 & 23 12 11 i6 1 99

{1} Coaglutinagio ao mesmo titulo pars L.bataviae

(2} Cosghrtinago zo mesmo titalo para L.cenicoln {1 caso)

{0 paciente W.5.5,, clinicamente suspeito, po-
rém negative sorologicaments, teve confirma-
¢80 diagnistica de leptospirose pela necropsia,
iotalizando assim 100 casos positivos para lep-
tospirose 40s guais acrescentaremos mais 2
confirmados exclusivamente pela hemocultu-
ra, sfs que nio foram enviadas amostras de
sangue desses pacientes para execugio das pro-
vas de aghutinagdo. E o que estd exposto no
quadro 1II, demonstrative das hemoculturas
positivas, em nimerc de nove, das quais oito
foram identificadas como L.icterohaemor-
rhagige ¢ uma como L.grippotyphosa.

Nestes termos, o total de casos de leptospi-
roses humanas ocorridas na epidemia conse-
qliente 4s enchentes de inlho e agosto de
1970, atinge a cifra de 102 casos.

Desejarnos ainda salientar que pela primeira
ver, foi isolada a L.grippotyphose do homem,

através de hemocultura, em nosso pais, eis que
até entiic a L.grippotyphosa fora isolada ape-
nas por Santa Rosa® nos animais Nectomys
squamipes e Didelphis marsupiafis.

A primeira enchente teve inicio aos 21 dias
de julho de 1970, apds dois dias de intensas
chuvas no interior do PBstado, nas cabeceiras
dos rios Beberibe e Capibaribe, que banham a
cidade do Recife; o volume das dguas e o seu
tempo de permanéncia nas wuas alagadigas fo-
ram maiores do gue em 1966, Até 10 de agos-
to contdvamos com regular mimero de doen-
tes; nesse dia choveu torrencialmente como se
pode observar nos graficos 1 ¢ 2 em que estio
representadas as alturas de chuva em milime-
{ros e por hora na ¢idade do Recife nos dias
19, 20 ¢ 21 de julho e 10 ¢ 11 de agosto,
atingindo as #guas da inundacfo mais de um
metro de altura.

QUADRO IH

Quadro demonsirativo das hemoculturas positives

Iniciais do Titalo miximo da Leptospira
paciente soro-aglutinacio isolada
118 E. grippotyphosa 1:12.800 L. grippotyphosa
ALCS. L. icterohaemorrhogice 1:1.600 L. icterohaemorrhagiae
LEB.S. L. icterohaemorrhagiae 1:12.800 L. icterohaemorrhagiae
L. canicola 1:12.800 L. icterohaemorrhagiae
RN, L. icterohaemorrhagiae 1:51.200 L. icterohaemorrhagiae
M.E. L. icterohgemorrhagize 1:51.200 L. icterohaemorrhagiae
AL, L. icterohaemorrhagiae 1200 L. icterohaemorrhagiae
1LAS, L. icterohaemorrhagiae 1800 L. icterohaemorrhagine
FH.R.F. -~ L. icterohaemorrhagiae
V.. - L.icterchaemorrhagiae
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Entdo a enfermaria do Hospital “Oswaldo  ndo nos foi possivel seguir clinica e laborato-
Cruz”, onde estavam cerca de 20 doentes, fol  rialmente a evolugfio da maioria dos pacientes.
invadida pelas dguas que atingiram meio metro O paciente L.B.S. cuja soro-agutinagfo foi po-
de altura, obrigando a remogio dos doentes  sitiva a 1:12.800 para L.icterohaemorrhagiae e
para outro hospital. Compreende-se assim que  L.canicola, faleceu de uremia e com fendme-
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nos hemorrdgicos intensos assim como P.SM.
Com quadro de insuficiéncia cardfaca aguda,
faleceu o paciente J.A.S. A paciente M.E.A,,
uma jovem gue esteve por loago tempo em
contacto corn as 4guas da enchents e cujo gua-
dro clinico era o de uma meningoencefalite,
velo a se restabelecer apds a terapfutica por
penicilina intravenosa. O paciente C.H.M. foi
um caso de extrema gravidade, tendo perma-
necido inconsciente durante 8 dias, com exan-
tema e fendmenos hemorrdgicos intensos, Io-
grando todavia, restabelecer-se.

Registramos ao todo seis casos de morte
dentre o total de 102 pacientes (5,8%) em que
# infecg@o leptospirdtica foi positivada, o que
representa taxa maior do que a ocorrida em
19646, quando foi de 3,3%.

RESUMO

CORREA, M.O.A.; BYAXUTAKE, 8. & AZEVEDO,
R. — ConsideragBes sobre novo surto epidé-
mic6 de leptospiroses na cidade do Recife
em 1970. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 32:
83.87, 1972.

OUs autores apresentam breve relato do no-
vo surto epidémico de leptospiroses ocorrido
em 1970 entre a populagio do Reciie, conse-
gilente as enchentes gue em julho e agosio
assolaram a cidade. Registraram 102 casos dos
quais 99 através de provas de soro-aglutinacgo,
um confirmado pela necropsia e dois por
hemocultura. A Leptospira icterohaemorrha-

gige foi o agente causal em 88 casos, a L. cani-
colg em 6, ¢ a Lgrippotyphosa em 5; através
de hemoculturas, foram isoladas a L.grippoty-
phosa (1 amostra) pela primeira vez no Brasil,
e u L.icterohaemorrhagiae (8 amostras).
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RESIDUOS DE PESTICIDAS CLORADOS EM ALIMENTOS (1)

CHLORINATED PESTICIDE RESIDUES IN FOODS

WALKYRIA H. LARA (2)
HELOISA H. C. BARRETTO (2)

SUMMARY

LARA, WH. & BARRETTO, H.H.C. — Chlorinated pesticide residues in foods. Rev.

Inst. Adolfo Lutz, 32: 8994, 1972,

Samples of several foods for sale in Sdo Paulo, S.P., Brazil, such as rice, beans,
potatoes, eggs and vegetables have been examined by means of the gas liquid chromato-
graphy method, with electron capture detector, in order te determine the chlorinated

pesticide residues.

Hexachloroeyclohexane (BHC) alfa, beta and gama isomers were found in all the
samples analysed. DDT was found in only few samples of the grains and vegetables.
Other organochlorinated pesticides residues have not been found.

These results as well those of our previous surveys allowed us to calculate that the
daily intake of BHC by the population, according to a certain diet, is 0,0004 mg/kg body
wt/day. More than half of the daily intake is accounted for by foods of animal origin, The
problem of remanescence of pesticides in foods in Sio Paulo differs from that found in
European countries and in U.S.A., where the major contamination is due to DDT.

INTRODUGAO

Entre os virios aspectos da poluigio am-
biental, a remanescéncia de pesticidas clorados
altamente t6xicos e persistentes € um dos que
tém preocupado 0s pesquisadores e legislado-
res. Isto € demonstrado pelo niimero de inves-
tigagDes sobre os mesmos e leis que proibem
ou regulamentam seu uso, como € o €aso re-
cente do DDT.

Residuos de pesticidas podem atingir o
homem por diferentes vias. A principal ¢
representada pelos alimentos pois, colocado
no final da cadeia alimentar, é 0 homem quem
recebe e acumula os resfduos que os vegetais e
animais j4 acumularam por sua vez.

O maijor ou menor teor de residuos de pes-
ticidas nos alimentos varia com a natureza do

pesticida empregado, as caracteristicas da
plania ou animal, o tempo de aplica¢io, o
intervalo entre esta e a colheita e, finalmente,
com o tratamento que o produto sofre para
consumo, O uso correto ¢ adequado dos pesti
cidas nflo acarreta grande contaminacio dos
alimentos, mas sim o uso indiscriminado e
excessivo de alguns pesticidas.

£ importante um levantamento de dados
gue permitam conhecer qual a ingestdio didria
de residuos de pesticidas clorados nos diferen-
tes centros populacionais. Isto depende da
andlise de um grande niimero de fatores, entre
08 quais as proprias diferencas de hébitos ali-
mentares. Pode-se proceder a uma anilise dire-
ta dos alimentos j4 prontos para o consumo &
mesa, em diferentes regides geograficas, duran-
te um certo espaco de tempo, como foi feito

(1) Realizado na Secfio de Aditivos e Pesticidas Residuais do Instituto Adolfo Lutz.
Apresentado na 242 Reunifio Anual da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncie, Sdo Paulo, julho de

1972,
- (2) Do Instituto Adelfo Lutz.

89



LARA, W.H. & BARRETTO, H.H.C. ~ Resfduos de pesticidas clorados em alimentos. Rev. Inst. Adolfo Lutz,

32: 8994, 1972,

por DUGGAN & LIPSCOMB ° ou analisar os
alimentos na forma em que sfio oferccidos ao
mercado ¢ calcular a ingestio didria mediante
uma dieta conhecida. Seguindo este Gitimo
critério, analisamos diferentes grupos de ali-
mentos, tais como sdo oferecidos ao consumo,
na cidade de Sfo Paulo.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de arroz, fefjdo, farinhas, horta-
licas, Oleos vegetais comestiveis e ovos de
granja, perfazendo wm total de quarenta e 1rés
amostras, foram adquiridas em mercados que
abastecem a populagdo de So Paulo ¢ analisa-
das para determinagfo de residuos de pesti-
cidas clorados (Aldrin, BHC, Clordana, DDT,
Heptactoro, Dicldrin ¢ Endrin). Os gifios fo-
ram extraidos diretamente, sem lavar e sem
escolher. Batata foi descascada e lavada e as

hortalicas lavadas, como em uso doméstico.
Em ovos, foram analisadas apenas as gemas,

pois ¢ nestas que se encontram os residuos de
pesticidas clorados. Foram analisados também
trés tipos de ragdo para galinhas, afim de com-
parar com os resfduos encontrados nos ovos.

Os métodos empregados para extragdo e
andlise foram os decritos em “Determinagfo
de residuos de pesticidas organoclorados em
alimentos” 7 e sfo iguais aos métodos oficiais
da AD.AC.2%, com excegio do usado para
extragdo em ovos, em que se empregou o pro-
cesso descrito por ZABIK & DUGGAN
IR ' e que consiste em: Bater no liquidifi-
‘cador, por 10 min., 20 g de gema com 200 mi
de hexano-metanol (1:1); filtrar em funil de
Buchner com papel Whatman n®1; lavar o pre-
cipitado com mais 100 ml de hexano-metanol
(1:1) e, em seguida, com 4 porgdes de 50 ml
de hexano; transferir o filtrado para o funil de
separagiio de 1000 mi, com torneira de te-
flon; extrair com 4 porgBes de 100 ml de solu-
¢do saturada de cloreto de sddio, afim de reti-
rar 0 metanol. A solucfo em hexano € secada
com sulfato de s6dic anidro, concentrada em
evaporador Kuderna-Danish e entfio purificada
pelo “clean up” em coluna de Florisil.
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A cromatografia em fase gasosa foi feita
utilizando um cromatodgrafo Vardan Aerograph
modelo 2.100—00, colunas de vidro em forma
de U, de 1/4 de polegada de difmetro intemno
e 6 pés de comprimento, uma com
QF1-DC200 e outra com OV,225, como fase
estaciondria; as condi¢Ges de otimizagfo
foram: 210°C para temperatura do detector,
200°C para o injetor e 190°C para a coluna;
gés de arraste: Nitrogénio tipo U com fluxo
iguat a 30 ml por minuto.

A jdentificagdo dos picos no cromatograma
foi feita por comparagfo dos tempos de reten-
¢80 com padrDes submetidos is mesmas condi-
¢Oes de andlise nas duas colunas. A determina-
¢do quantitativa foi feita pelo método de
comparagio de dreas,

Os resuitados foram expressos em mili-
gramas por quilo (mg/kg); os valores abaixo de
0,001 mg/kg, considerados tragos, e 0,000,
nio aparecimento de pico no processo
empregado.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Em todas as amostras analisadas encontra-
mos resfduos dos isdmeros alfa, beta e gama,
de hexaclorociclohexana (BIC). Res{duos de
DDT foram encontrados em niveis bem mais
baixos e com menor fregiiéncia, com excegio
dos apresentados pelas amostras de feijfo;
estes niveis levam a crer que os grios foram
tratados para armazenamento.

Os quadros de [ a V reunem os resultados
obtidos:

Os valores encontrados na literatura, refe-
rentes a residuos de BHC, s8o de pafses onde
DDT ¢ mais amplamente usado ¢ o uso de
Lindana (isdmerc gama do BHC) substituiu o
do BHC. Mesmo assim DUGGAN, BANY &
JOHNSON % nos Estados Unidos, em anilise
de 260 amostras de alimentos, encontraram
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QUADRO |

Residuos de pesticidas clorados em alimentos

Arroz, Feijdo, Farinha

No Amosts BHC total DDT
{03
mosH® mglkg me/kg
i Arroz, (4,008 0,000
2 Aoz 0,012 0,000
3 Arroz 8,010 0,000
4 Arroz 0,008 0,000
5 Arroz 0,005 0,000
6 Feijio preto 0,030 0,250
7 Feijdo preto 0,050 0,250
8 Feijzo preto 0,030 0,300
9 Feijio preto 0,004 Tr
10 Feijdo jalo 0,004 Tr
11 Feijdo rosinha 0,036 0,300
iz Feijdo roxinho (4,140 8,250
13 Feiifio branco 0,013 0,200
14 Feijgo muiatinho 0,010 0,250
15 Farinha de mandioca 0,035 Tt
16 Farinha de mandioca 0,045 Tr
17 Farinha de mandioca 0,034 Tr
18 Fubd 0,011 Tr
19 Fubd 0,024 Tr
0,000 = Ndo aparecimento de pico no cromatograma
Tz = Tragos — Valores abaixo de 0,001 mg/kg
QUADRO 1I
Residuos de pesticidas clorados em alimentos
Hortalicas
o BHC total DDT
N Amosira me/kg mg/ke
1 Alface 0,007 Tr
2 Alfface 0,020 Tr
3 Batata 0,001 0,000
4 Cenoura 0,024 Tr
3 Cenouta 0,013 Tr
6 Cenoura 0,025 Tr
7 Couve 0,012 Tr
8 Cebolinha 0,120 Tr
9 Salga 0,050 Tr
10 Salca 0,009 Tr
11 Tomate 0,007 Tt
12 Tomate 0,016 Tr
13 Tomate 0,010 Tr
0,000 = Nio aparecimento de pico no cromatograma
Tr = Tragos — Valores abaixo de 0,001 mg/kg
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QUADRO I

Residuos de pesticidas clorados em alimentos

Oleos comestiveis
BHC total DPT
NO Ameosiza

mg/kg mg/kg

1 Oleo de algoddo 0,280 0,000
2 Oleo de algodio 0,200 0,800
3 Oleo de amendoim 8,130 0,000
4 Oleo de milho (0,430 0,020
5 Oleo de sojz 0,210 0,000
6 Oleo de soja 0,270 0,000

0,000 = Nio aparecimento de pico no cromatograma
QUADRO IV

Residuos de pesticidas clorados em alimentos

Ovos de granja { gema }
BHC total DDT
Amostra mefke me/kg
1 0,018 Tr
2 0,038 Tr
3 0,200 Tt
4 0,036 Tr
5 0,020 Tr

Tr = Tragos — Valores abaixe de 0,001 mg/kg

QUADRO V

Restduos de pesticidas clorados em ragbes para galinhas

o BHC pDT
N Amostra me/kg mgfie
! Ragio para pintos de 1 — 30 dias 0,014 0,000
Ragdo para frangas sté infeio de postura 0,018 0,000
3 Ragfo para poedeiras 0,012 0,000

0,000 = Nio aparecimento de pico no cromatograma

92



LARA, W.H. & BARRETTO, H.H.C. — Resfduos de pesticidas clorados em alimentos. Rev. Inst. Adolfo Lutz,

32: 8994, 1972,

0,015 ppm em hortaligas, 0,008 ppm em bata-
tas e tragos de BHC em grios e produtos de
cereais, em amosiras onde o teor de DDT
encontrado variou de tragos a 0,024 ppm em
grios ¢ cereais, 0,004 a 0,010 em batatas e de
0,004 a 0,099 ppm em hortaligas. DICKES &
NICHOLAS *, na Inglaterra, encontrou em
ovos ¢ legumes teores de gama—BHC de 8,06 a
0,20 ¢ até 1,86 ppm, ao lado de 0,33 ppm de
DDT.

A atual legislagio brasileira * nfio permite
restduos de BHC em alimentos; entretanto, o
Grupo de Trabalho encarregado da elaboragio
das Normas Gerais sobre Remanscéncia de
Pesticidas em Alimentos, da Comissfo Nacio-
nal de Normas e PadrBes de Alimentos do M-

nistério da Saide j4 propds uma nova norma
para BHC, prevendo limites de res{duos nfo
intencionais em carne (na gordura) de 1 ppm;
leite ¢ derivados (na gordura), 0,1 ppm e em
ovos (na gema}, 0,2 ppm, o que estd mais de
acordo com a realidade brasileira.

Com os valores médios das determinagDes
de residuos de BHC obtidos e os de trabalthos
anteriores em 4gua ®, em leite ' e em conser-
vas de carne ¥, organizamos o quadro VI,
onde sfo apresentados os valores médios de
resfduos de BHC em alimentos, na regidic de
Sdo Paulo. Neste quadro pode-se ver claramen-
te que sfo o8 alimentos de origem animal os
que mais contribuem para maior ingestdo de
residuos de BHC.

QUADRO VI

Valores médios de residuo de BHC rotal
encontrados em alimentos

Alimento BHC total

ppM
Agua 0,002
Arroz, 6,009
Feijdo 0,035
Farinha de mandioca 0,038
Fuba (4,017
Hortalicas 0,624
Oleos 0,253
Ovos (gema) 0,028
Leite 0,032
Came (gordura) 0,380
Quefjo {gordura) 1,579

Com estes dados, calculamos que um indi-
viduo adulto, de 70 kg, consumindo os ali-
mentos mais usados na regido sul, segundo a
dieta apresentada pelo levantamento elabora-
do pelo Ministério da Satde'' , estaria inge-
rindo cerca de 0,0004 mg de BHC por quilo
de peso corpdreo por dia. Como n#o esti esta-
belecida a dose didria aceitdvel, para BHC, s6
podemos comparar este valor ao da dose didria
aceitével proposta pela Comissdo dos Peritos

em Residuos de Pesticidas da FAQ/OMS *°
para Lindana, e que é de 0,0125 mg/kg peso
corporeo/dia.

CONCLUSAOQ
Pela variedade de alimentos analisados e

considerando os teores determinados anterior-
mente em leite, conservas de carne bovina e
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em #guas, chegamos 4 conclusio de que, na
regido de Sdo Paulo, o residuo de pesticida
clorado mais difundido ¢ o de BHC. Como o
BHC técnico € um pesticida amplamente usa-
do e, além do preco mads acessivel, é bastante
eficiente, dificilmente decrescerd, nos proxi-
mos anos, o teor de residuos enconirados.
Uma das medidas aconsethdveis seria a substi-
tuigdo do BHC técnico por Lindana, isdmero
gama puro, dnico com agdo inseticida, e para
o qual j4 se tem valor de dose didria aceitdvel e
jd se estabeleceram folerdncias.

Os resultados até agora obtidos indicam
gue 0 problema de remanescéncia de pestici-
das em alimentos na regifio de S3o Paunlo ¢
bastante diverso do encontrado em pafses eu-
ropeus e nos Estados Unidos, onde a contami-
nagdo maior € devida ao DDT e onde Lindana
substituiv o BHC téenico.

RESUMO

LARA, WH. & BARRETOQ, H.H.C. — Resfduos de
pesticidas clorados em alimentos. Rev. Inst.
Adolfo Lutz, 32: 89-94, 1972,

Amostras de vérios alimentos expostos ac
consumo na cidade de Sdo Paulo, como arroz,
feiifo, batata, ovos e legumes, foram examina-
das pelos métodos de cromatografia em fase
gasosa com detector de captura de elétrons,
afim de determinar residuos de pesticidas
clorados.

Os isdmeros alfa, beta e gama de Hexaclo-
rociclohexana {BHC) foram encontrados em
todas as amostras analisadas. DDT foi encon-
trado apenas em poucas amostras de cereaise
legumes. Outros organoclorados, como aldrim,
dieldrin e heptacloro nfo foram encontrados.

Estes resultados, reunidos aos anterior-
mente obtidos em leite, carne e dguas, permi-
tem calcular a ingest@io didria de residuos de
BHC pela populagfo, segundo uma certa dieta,
no valor de 0,0004 mg/kg peso corpdreo/dia;
nesta, os alimentos de origem animal contri-
buem com as maiores proporgoes de residuo.

O problema de remanescéneia de pestich
das em alimentos em no0sso meio ¢ bastante
diverso do encontrado em pafses europeus e

nos Estados Unidos, onde a maicr contamina-
nacdo se deve ao DDT.
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NOTA TECNICA

MEIO PARA DIFERENCIACAO DA TRIBO PROTEEAE DE OUTRAS ENTEROBACTERIAS(1)

A SIMPLIFTED MEDIUM FOR DIFFERENTIATION OF MEMBERS OF THE TRIBE
PROTEEAE FROM OTHER ENTEROBACTERIA

GIL VITAL ALVARES PESSOA (2)
BILMA SCALA GELLI{2)

SUMMARY

PESSOA, G.V.A. & GELLL D.S. — A simplified medium for differentiation of members of the tribe
Proteene from other enterobacteria., Rev. Inst. Adolfo Lutz, 32: 95-96, 1972,

A new differential culture medinm for the preliminary isolation of enterobacteria is

proposed. This medium differentiates bacterias of the tribe Proteeae from the other

Enterobacteriaceae. For this purpose, the association of L-tryptophan and ferric citrate

was used.

INTRODUCAO

A caracteristica da maioria dos membros
da tribo Proteege de nio fermentarem a lac-
tose torna, freqiientemente, dificil o isola-
mento de enterobactérias patogénicas, uma
vez que a quase totalidade dos meios diferen-
ciais e diferenciais-seletivos empregados no
diagnéstico bacterioldgico de enterobactérias
é baseada na fermentagdo deste acticar.

Esse problema ¢é agravado pela peculiari-
dade de certos membros dessa tribo formarem
bafo em meios solidos, tornando-os muitas
vezes inlteis para o isolamento de outras bac-
térias. Esse fendmeno foi muito bem visto por
NAYLOR ', em 1964.

Baseado na capacidade dos membros da
tribo Profeege  desaminarem o L—tripto-
fano, propriedade que os diferencia de todos
0s outros membros da familia Enrercbacteria-
ceae, foi desenvolvido um meio que, além de
permitir a distingo de colénias fermentadoras

rdpidas de lactose das nfio fermentadoras desse
acticar, também permitiu a diferenciagdo di-
reta dos membros dessz tribo.

As colonias de Proteus e Providencia apre-
sentam uma coloragdo marron caracteristica,
enquanto que as fermentadoras da lactose se
apresentam vermelhas. Também foi observado
que para o Proteus mirabilis e Proteus vilgaris
foi sempre inibida a formacdo de bafo, fato
esse ji referido pelos autores em trabalho an-
ferior .

MEIO

L~triptofano ............. 40 g
Citrato de ferro amoniacal ... ... 20 g
Tactose ...........c....... 10,0 ¢
Cloretodesddio ............ 50 g
Cristalvioleta ............... 0,001 g
Peptona ................. 200 g
Sais Biltares ............... 15 g
Agar ... . ... . 150 g
Vermetho neutro .. ..., ..., 0,03 ¢
Agua-destilada. .. .......... 1000 mi
pH...... 7,0

{1) Realizado na Secio de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, $40 Paulo.

(2} Do Institute Adoifo Lutz, SP.
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RESUMO

PESSOA, G.V.A. & GELLL D.S. — Meio para dife-
renciagio da tribo Profeege de outras enterobac-
térias, Rev. Inst. Adolfo Lutz, 32: 95-96, 1972,

E proposto um novo meio diferencial para
isolamento preliminar de enterobactérias. Este
meio diferencia bactérias da tribo Profeeae de
outras enterobactérias. Para este fim foi utili-
zada a associag3o de L—triptofano e citrato de
ferro.

96

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

NAYLOR, P.G.D. — The effect of electrolyts or

carbohydrates in a sodium chloride defi-
clent medium on the formation of dis-
crete colonies of Protfeus and the influ-
ence of these substances on growth in
liguid cultwre. J. Appl Bact,
27¢(3): 422, 1964,

PESSOA, G.V.A.; GELLL, D.S,; FIGUEIREDO,

M.EJF. & BRANDAQ, 1F. — A¢fo da
associagio L-Triptofanc e citrato de
ferro amoniacal sobre a formacdo de
bafo de Proteus. Rev. Inst. Adolfo
Lutz., 31: 39-42, 1971.

Recebido para publicaco em 3 de agosto de 1972.



Rev, Inst. Adolfo Lutz
32: 97-100, 1972

MEIOS DE RUGAI E LISINA-MOTILIDADE COMBINADOS EM UM SG TUBO PARA
A IDENTIFICACAO PRESUNTIVA DE ENTEROBACTERIAS (1)

MEDIUM OF RUGAT AND LYSINE-MOTILITY COMBINED IN ONE SINGLE TUBE
FOR THE PRESUMPTIVE IDENTIFICATION OF ENTEROBACTERIACEAE

GIL VITAL ALVARES PESS0A (2)
ENY APARECIDA MATHEUS DA SILVA (2)

SUMMARY

PESSGA, G.V.A. & SILVA, E.A.M. — Medium of Rugai and lysine-motility combined in one single
tube for the presumptive identification of enterobacteriaceae. Rev. Inst. Adolfo Luzz,

32: 97-100, 1972,

With the purpose of making the presumptive differentiation of enterobacteria a faster
and easier process, it was developed a culture medium where one could observe in a
single tube the fermentation of saccharose and glucose, urea hydrolysis, gas fproduction,

H 58 and indol, deamination of the L—tryptophan, decarboxilization o

lysine and

motility. Preliminary tests with enterobacteria showed total reproducibility and adequa-

te visualization of the differential reactions.

INTRODUCAO

Atualmente, na identificacio de membros
da familia Enterobacteriaceae § freqilente o
use de testes miltiplos nos quais a pesquisa da
motilidade é o denominador comur.

O propobsito deste trabalho foi desenvolver
um meio que possibilitasse a pesquisa da moti-
lidade e descarboxilagio da lisina concomitan-
temente com as reagOes obtidas no meio clds-
sico de RUGAT & ARAUJO ',

Assim, num 6 tubo poderiam ser verifi-
cadas a fermentagfo ou ndo da sacarose e glhi-
cose, produgio de gis, HoS e indol, hidrélise
da uréia, desaminacdio do L--triptofano, des
carboxilagio da L—lisina e motilidade, tornan-
do mais rdpida e simples a identificacio das
snterobactérias, com conseqiiente economia
de tempo, material e trabalho.

MATERIAL E METODOS

O meio é envasado em tubos com 2 fases
separadas por uma interfase.
1. Fase inferior

Meio para descarboxidacdo da lisina-motili-
dade:

Extrato de levedura (G) .., .. .. 30¢g
Dextrose ................. 0,5 g
KNO3 ... i, 05 ¢
L-lisina {4) ............... 50 ¢
Agar ... ... ... ... ..., 40 g
Parpura de bromocresol ... . ... 0,02g
HpO destilada . . .... ... .. 1000 mi

Aguecer para completa dissolugio do agar.

(1) Realizado na Secfio de Bactericlogia do Instituto Adolfo Lutz.

{2} Do Instituto Adolo Lutz.
{3} Difco.
{4) Aginomoto.
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2. Interfuse

a) Cera de carnaliba, tipo carnaliba
flor (1)

Ponto de fusio 83—85°C
Umidade mdxima 1,0%
Indice de iodo  8—12
Indice de acidez  2,5-9,0
Indice de éster 7482

Indice de saponificagio 7799

b) Vaselina liquida (6leo mineral branco)

A porcentagem Otima da mistura vaseli-
na-carnanba(?)} foi a de 90 mi de vaselina
para 10 g de cera de carnaiba. '

3. Fase superior

Meio de Rugai, preparado de acordo com a
indicacdo dos autores.

Colocar em tubo de 12 x 120 mm, limpo e
seco, tamponado com algoddo hidréfilo, nma
quantidade de Vascar suficiente para formar
um anel de aproximadamente 1 mm de espes-
sura. Distribuir no tubo o meio de lsina-moti-
lidade em quantidades de aproximadamen-
te 1,5 ml.

Autoclavar a 121°C por 20 minutos.

Esfriar o tubo em pé para que haja a forma-
¢do de um perfeito menisco vedatdrio de Vas-
car.

A seguir, distribuir o meio de Rugai na
quantidade de 3 m! em cada tubo, aprovei-
tando a manobra para impregnar o tampio
com reativo para indol, de acordo com a téc-
nica original. Deixar esfriar inclinado, de tal
maneira que a base seja aproximadamente 1/3
da altura do dpice.

Fazer prova de esterilidade, em estufa a
37°C por 24 horas.

Para utilizacdo, inocular o material com
agulha até o fundo do tubo, retiréd-la cuidado-

{1} Orniex
{2) Denominada “Vascar™ pelos autores.
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samente e fazer, em seguida, semeadura no
dpice, da maneira habitual,

DISCUSSAQ

O meio modificado vem sendo usado expe-
rimentabmente, hd mais de 2 meses em mais de
500 coproculturas, pela Segio de Bacterio-
{ogia do Instituto Adolfo Lutz; além das infor-
macgdes fornecidas pelo meio de Rugai, clis-
sico, este meio possibilita diferenciar 0 género
Citrobacter do Grupo Salmonelln Arizona,
bem como F.coli anacrogénico (Grupo Alkale-
cens-Dispar] do género Shigella, pela descarbo-
xidacdo da lisina.

O meio permite:

1. Pela descarboxidacdo da lisina

a) Diferenciacdo entre o género Citro-
bacter e o grupe Salmonella-Arizona.

b) Diferenciacdo entre Escherichia coli
anaerogénica (grupo Alkalecens-Dispar} e o gé-
nero Shigella.

2. Pela verificagio da motilidade

a) Distingdo de E. coli lisina-negativas
dos membros do género Shigella.

b} Selecdo rdpida de linhagens de Sail-
monella com motilidade adequada para serem
submetidas 4 prova de aglutinacfo flagelar.

As espécies do género Proteus, no meio es-
tudado, sempre determinaram alcalinizacdo da
base, simulando ter havido descarboxilagZo da
L-lisina, por mecanismo ndo esclarecido. En-
tretanto, a desaminagdio do L—triptofano e a
hidrélisc da uréia sdo suficientes para caracte-
rizagdo desse género.
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Fig. 1 — Meio ndo inoculado.

Fig. 2 — Reagoes em meios inoculados

a) Lisina descarboxilase positiva, motilidade positiva.
b) Lisina descarboxilase negativa, motilidade positiva.
c e €) Lisina descarboxilase positiva, motilidade negativa.
d) Lisina descarboxilase negativa, motilidade negativa.
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RESUMO

PESSOA, GV.A. & SILVA, E.AM. — Meios de
Rugsi ¢ lisina-motilidade combinados em um s
tubo para a identificacio presuntiva de entero-
bactérias Rev. Inst. Adelfe Lutz, 32: 97-100,
1972.

Com a finglidade de tomnar mais rdpida e
simples a diferenciagdo presuntiva de entero -
bactérias, foi desenvolvido um meio de cultu-
ra onde se pode observar num s6 tubo a fer -
mentacdo da sacarose e glicose, hidrélise da

160

uréia, producfio de gds, HoS e indol, desami-
na¢io do L—iriptofano, descarboxilagio da
lisina e motilidade. Provas preliminares com
enterobactérias demonstraram total reproduti-

bilidade e adequada visualizagdo das reagGes
diferenciais.
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ESTUDO POLAROGRAFICO DE ALGUNS CORANTES USADOS EM ALIMENTOS (1)

POLAROGRAFPHIC STUDY OF SOME PERMITED DYES IN FOOD

GERMINIO NAZARIO (2)
ODAIR ZENEBON (2)

SUMMARY

NAZARIQ, G. & ZENEBON, Q. — Polarographic study of some permited dyes in food. Rev. Inst.

Adolfo Lutz, 32: 101-104, 1972,

The polarographic behaviour of some dyes as artificial food color, according to Color Index —
Food blue 1 (09 73015), Food orange 3 (n© 15980), Food red 2 (n° 148135), Food red 4 (n?
16045}, Food red 9 (n© 16185), Food red 14 (n® 45430), Food yellow 2 (n® 13015), Food yellow 3.
(n® 15985), Food vellow 4 (n° 19140) and Indanthrene blue {(n® 69800) was studied.

The polarographic reduction of dyes was realived in buffer solution of diferent pil. Defined
polarographic waves were oObtained only for azo dyes. The half-wave potential (Ey /2) was deter-

mined. The data were expressed in a {able.

INTRODUCAO

O objetivo deste trabalho é o estudo do
comportamento polarogrifico de alguns co-
rantes permitidos para o uso alimentar.

Foram estudados corantes permitidos no
Brasil, referentes a “Normas reguladoras do
emprego de aditivos para alimentos” regula-
mentadas pelo Decreto n.0 55871/69 (3) e de
acordo com o Color Index 8:

H4 referancias sobre o comportamento de
azo-corantes guanto i reducéio ao eletrodo go-
tejante de merctrio. HOANG !+ estudou a
reduciio polarogrifica de orange I e do amare-
lo metanilico em solugZo tamponada de dife-
rentes pH. A redugdo resultou na formagéo do
hidrazo derivado. O potencial de meia onda
(E1/7) apresenta um aumento em valor negati-
vo com aumento do pH.

Um tipo de hidroxi-azocorante foi estuda-
do por PUSHK AREVA & MURSHTEIN’. Este

corante foi polarografado em tampdo acetato
de pH = 6,2 e meio etandlico. Constataram uma

varia¢dc do potencial de meia onda em fungéo
de uma série de grupos ligados na molécula.

MIZUMOYA & KITA ¢ estudaram o com-
portamento polarogrifico de azocorantes em
alimentos. O estudo foi realizado em solugdo
tampdo e MegNC1 0,1M como eletrélito su-
porte, Obtiveram para todos os corantes ondas
polarogréficas bem definidas em meio 4cido,
exceto para o food red 102. O processo envol-
veu dois elétrons.

IIJIMA ? estudou o efeito de orto substi-
taintes sobre o potencial de meia onda em
duas séries de hidroxi-azocorantes. Observou
que os substituintes doadores de elétrons pro-
duzem uma resisténcia 4 reducfo do azo grupo
¢ substituintes eletroativos produzem um efei-
to contrério.

Outros dois tipos de corantes azéicos fo-
ram  estudados polarograficamente  por
MILLEFIORI & CAMPO*%; 1-fenila-
zo—2—naftol e 4—fenilazo—1—naftol. A redu-
¢do desses dois tipos de corantes foi realizada
em solugdo alcodlica (48%) ¢ em meio tampo-

{1} Realizado na Secio de Equipamentos Especializados do Instituto Adolfo Lutz.
Apresentado no 129,Congresso da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciénciarealizado em Salvador,

jutho, 1970.
{2) Do Ipstituto Adolfo Lutz,

(3} Apds ter sido completado este estudo, foram introduzidos na Legislag@o Brasileira os corantes: Azul
brithante {(nQ 42090) ¢ Ponceau 4R ou Nova Coccina {nQ 1655).
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QUADRO 1

Corantes estudados

Nome Comum

Nome guimico

Niimero no
Color Index

(2%, ed., 195658}

Amarefo dcido Aminofenilsulfonato de gédio 13015
azofenilsulfonate de sddio
Sal dissddico de dcido {sulfo-4’

Amarelo creplsculo fenilazo—1") — 1 hidroxi — 2 naftalenc 15983
sulfénico — 6

Azul de indantreno RS NN S Dhidroantraquinona azina 69800

o Sai dissédico do dcido Indigotina-

Azul de indigotina dissulfénico — 5,5° 73015
Sal trissodico do deido (sulfo—4°

Bordeaux S naftilazo—1} — 1 hidroxi-2 nafta- 16185
leno dissulfdnico 3,6

L Sal dissédico da tetraiodofluores- 4

Eritrosina ceina 5430
Sal dissédico do dcido {sufo—6"m-—

Escarlate GN xililazo—1") — 2 hidroxi—1 naftalenc 14815
sulfdnico-5
Sai dissbdico do dcido (sulfo--3"—

Laranja GGN fenilazo—1"} — 1 hidroxi—2 naftaleno 15980
sulférico 6
Sal trissddico do deido (p—sulfo-

Tartrazina fenilazo)—4 (p—sulfofeniy— 1 hi- 19146
droxi~3 pirazol carboxilico—3

Vermelho sélido E Sal dissddico do deido 1 —(4—sulfo- 16045

naftilazo)—2 naftil 6 —sulfénico

nado de diferentes pH segundo Britton-Robin-
son. No primeiro tipo houve a clivagem da
ligacio N:N, dando aminas correspondentes
como produtc de redugdio e, no segundo, o
azo grupo transformou-se em hidrazo derivado
somente.

MATERIAL E METODOS

Os corantes utilizados para tal estudo sfo
considerados puros, tanto por espectrofoto-
metria como por titulometria (titulagdo com
cloreto de titinic).

Foi utilizado para o tratamento polarogri-
fico solugdo aquosa a 0,1% de cada corante.
O aparelho utilizado foi o polarégrafo
E 261R (%),

(=) Metrhom.
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Utilizaram-se, como eletrdlito suporte, so-
lugBes tampes de pH determinados. Essas so-
luges foram:

Iy Mac-llvaine, cuja variacdo do pH era:
2,2:3,0,4,0:5,0;6,0;7,0; 8,0.
2) Michaelis, cuja variagio do pH era: 9,23;
9.94;11,04 2 12,32,
As condigBes polarogrificas impostas fo-
ram;
Voltagem inicial
(starting voltage)} 0
Escala de voltagem

(voltage range) -1V
Amortecimento
(damping) 3

Compensagiio de corrente
de carga {compensa-—

tion of charging) 5 1078 Afmm
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A fim de eliminar o oxigénio dissolvido na
solugdio, borbulhou-se nitrogénio puro durante

3 minutos. _
Como supressor de médximo polarogrifico

‘féi usada solucdo aquosa de gelatina a 0,1% e
solugdo aquosa de Triton X 100(*) 2 0,1%.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Nas condigBes experimentais nfo se obteve
onda polarogréfica para os corantes: Azul de
indigotina, Azul de indantren e Eritrosina.
Para os demais corantes, obtiveram-se ondas
polarograficas definidas com uma sé inflexdo,
exceto para a Tartrazina onde houve duas in-
flexdes. Concluiu-se, portanto, que somente
corantes azoicos foram reduzidos polarografi-
camente nas condi¢Oes eXperimentais.

Provavelmente o aparecimento de duas
ondas polarogrificas na redugfo da Tartrazina
€ uma conseqliéncia de sua estrutura: presenga
de azo grupo e do grupo pirazdlico.

COONe
| i
\ ALY —\w—so N
2 ; \ e
: \“" iy o T kY
Na g, 8 m\{\ P N == N - g
L oH

Exceto os corantes Bordeaux S e Vermelho
solido E, os demais apresentaram mdximos po-
larogrificos.

Foi determinado para cada corante o po-
tencial de meia onda pelo processo geométrico
comum. Os resultados desse potencial estio
represenitados no quadro II. Observou-se um
aumento (em valor negativo} do potencial de
meia onda com o aumento do pH para cada
corante em estudo.

QUADRO II

Potencigis de meig onda fem V) dos corantes estudados

Tam pio Mac-Ilvaine Tampio Michaelis

Corantes pH pH pH pH pH pH pH pH | pH pH
Estudados 2.2 3,0 4.0 50 7.0 8.0 9,23 9,94 | 11,04 12,32
Amarclo

Acido ~0,3371 -0,3851-0,410| ~0,477 —0,537{-0,576 |-0,645 |--0,667 0,746
Vermelho

$6lido B —-0,1131-0,185|-0,265] -0,359( 0,461 | -0,533| -0,552{-0,657 |--0,707 0,725 ~0,746
Amarelo
Crepiisculo -0,125 | -0,209{-0,323| ~0,425,~0,5371 -0,581}~0,637{-0,715 |-0,735 |-0,759 0,765
Bordeaux S |_0,127|-0,227/-0,317] ~0,417| 0,489 | ~0,555~0,605 |~0,661 |~0,673 -0,677| ~-0,681
Laranja GGN  |-0,133 |-0,195[--0,321 —0,439-0,497 | -0,545|-0,581(-0,679 |-0,747 0,761 0,813
Escarlate GN  |-0,139 | _0,253|-0,341} -0,380|-0,537 | --0,613-0,679}-0,755 |-0,775 0,777, —0,789

~(,4211-0,439-0,513]-0,597
Tartrazina 0,219 |-0,303]-0,373 ~0,797 |-0,817
e ' 0,521|~0,583 | -0,657-0,751

(+} Tenso ativo fabricado por Rohm & Haas Co., Phifadelphia, U.5.A.
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RESUMO

NAZARIO, G. & ZENEBON, O. — Estudo polarogri-
fico de siguns corantes usados em alimentos.
Rey. Inst. Adolfo Lutz, 32: 101-104, 1972,

Os autores estudaram o comportamento
polarogrifico de alguns corantes permitidos
em alimentos. A redugfo polarogréfica foi rea-
lizada em meio tamponado de diferentes pH ¢
ondas polarogrificas definidas somente para
corantes do tipo azdico.

Observaram um aumento, em valor negati-
vo, do potencial de meia onda com o aumento
do pH para cada corante.
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AMINOACIDOS DE HIDROLISADOS DE PROTEINA DE SOJA
DOSAGEM DE ACIDO GLUTAMICO (1)

DETECTION OF AMINCACIDS IN PROTEIN HYDROLYSATES OF SOYBEAN
DETERMINATION OF GLUTAMIC ACID

MARIA ELISA WOHLERS DE ALMEIDA(®)
ANTONIA MATTOS SIMAQ2)

SUMMARY

ALMFEIDA, MEW. & SIMAO, AM. — Detection of aminoacids in protein hydrolysates of soybean
Determination of glutamic acid. Rev. Inst. Adolfo Lurz, 32:105-112, 1972,

Bidimensional paper chromatography was applied in order to separate the different
aminoacids of industrial soybean protein hydrofysates, with satisfactory results.

Some modification were introduced into the classical methods for aminoacid
detection and into the evaluation of glutamic acid.

The spots corresponding to the glutamic acid (standard and sample) had been cut
out, eluted, and its contents of glutamic acid were determined by means of spectropho-

tomelry.

INTRODUGAO

O emprego da soja e de produtos dela deri-
vados vem sendo cada vez mais difundido na
alimentacdo humana, com a finalidade de
substituir a protefna de origem animal ou de
complementar uma deficiéncia protéica.

Nos pafses asidticos, os produtos de soja
sd0 largamente empregados no preparo de ing-
meros alimentos, aos quais transmitem um
tipico flavor, como também fornecen, em ex-
tensdo considerivel, os aminodcidos necessd-
rios & dieta normal.

Sob o ponto de vista da nutricdo, a protef-
na de soja tem um alto valor bioldgico e, neste
aspecto, assemelha-se mais & proteina animal
do que qualquer outra vegetal”.

A literatura sobre o valor nutritivo da pro-
tefna de soja tem sido revista de maneira
exaustiva por varios antores,podendo-se citar
entre eles o excelente resumo de CIRCLE &
JOHNSON *.

Estudos mais recentes realizados por
ALTHOFF?, em seres humanos, indicam que
a proteina de soja é uma proteina completa e
pode substituir a animal na dicta humana,
necessitando, apenas, de um pequeno suple-
mento de metionina e lisina.

A farinha de soja é empregada no preparo
de numerosos produtos alimenticios, tais
como: pdes, bolos, biscoitos, bolachas, fari-
nhas l4cteas, produtos dietéticos, molhos ¢
outros. A tendéncia atual da industria, entre-
tanto, ¢ a de introduzir, além da farinha de
soja, hidrolisados de proteina de soja ndo s
para o enriquecimento protéico de produtos
alimenticios, como também por outras quali-
dades intrinsecas como agio espessante, sabor
caracteristico e pela sua maior assimilagfo.

Com a finalidade de avaliar a qualidade
protéica de hidrolisados de proteina de soja
existentes no comércio, analisamos vérias
amostras detectando os aminodcidos ¢ dosan-
do o 4cido glutdmico presente.

{1) Realizado no Servico de Alimentos do Instituto Adolfo Lutz.

€2} Do Instituto Adolfo Lutz.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 9 amostras de hidrolisa-
dos de proteina de soja; todos os produtos,
enviados para andlise ao Instituto Adoifo
Lutz, foram preparados nas respectivas indis-
trias, por hidrélise dcida, a partir de farinha de
soja desengordurada.

Identificamos os aminodcidos por cromato-
grafia em papel e a dosagem do dcido gluta-
mico foi feita por espectrofotometria.

O método usado foi baseado em vérias
técnicas j4 publicadas %1% Entretanto,
foi introduzido um novo artificio para a iden-
tificagiio dos aminodcidos e foram estipuladas
novas condicBes de trabalho; montamos,
assim, um método, gualitativo e quantitativo
que, embora trabathoso, mostrou-se adequado
as necessidades do momento.

1. Eguipamento

Papel Whatimann n¢ 1 (20 x 20 ¢cm)
Cuba cromatogréifica de Thomas
Micro-seringas

Espectrofotometro Colleman Junior

2. Solventes

14 fase ou 19 solvente

n-butanol-dcido acético glacial-dgua
(4:1:5)
Coloque o butanol, o 4cido e a 4gua em
umn funil de separagio, agite, decante e utilize
a fase superior.

24 fase ou 29 solvente

Fenol-NH4OH 3% (4:1)
3.  Revelador

Solu¢#o de ninhidrina 0,2% em n-butanol
saturado de dgua.

4,  Preparc da amostra
Pese 100 mg de amostra, dissolva e dilna

com dgua a 10 mi (se houver dificuldade na
dissolugdo, adicione algumas gotas de HCI).
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Transfira 1 mi da solugfio para um outro ba-
{30 volumétrico de 10 ml e complete o volu-
me com édlcool isopropilico a 10%. Com esta
solugdo sdo preparados os cromatogramas.

5. PadrGes dos aminodcidos

Prepare de maneira idéntica 4 da amostra
¢ nas mesmas condigGes.

6. Desenvolvimento do cromatograma
Foram colocados sobre o papel 20 ul da

solugdo da amostra e 10 ul da solugio padrio,
de acordo com a fig. 1

1
1
1
1
1
et i
5

1
e e Rk IR WAV

kS

& m———

Fig 1.~ Bsquema de aplicagdo da amostra e do padrdo

8 Amostra
¢ Padric
-~ Limite superior a que o solvente deve alcangar

Assim procedendo, os aminoacidos fo-
ram identificados pela posi¢iio indicada pelo
padrdo no préprio cromatograma e ndo pelos
R¢ ou pela posi¢io relativa das manchas, como
se faz ysualmente.

Foram observadas as seguintes condicdes:
a} O fenol ndo deve apresentar alteragio de
cOr.
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b) Apbs o desenvolvimento do cromatograma
com a 12 fase, o papel é secado em estufa a _ a0
400C e, logo em seguida, desenvolvido com 2 *Tj §
a 24 fase (ndo deixe para correr o cromato- g ' ;
grama com o solvente fenol no dia e i
seguinte). P )
- - : 8
i ! .
¢) Apbs o desenvolvimento com a 22 fase, o : %
cromatograma pode ser revelado no dia :
seguinte, mas deve ser guardado ao abrigo 3 :
da luz. Antes de revelar, se necessério, H g
seque o cromatograma a 40°C. @ e
2" Solvente

Tmitie= 1972

d) Revele o cromatograma com a solugdo de
ninhidrina, seque em estufa a 400C durante

2 horas, sendo os aminoécidos identificados Fig. 3 - Identificagdo da histidina

no cromatograma de acordo com a posi¢do ; iﬁsgdin:t g- Lisina

o . = . Acido glutimico . Arginina

1f1d1cada pelo .pont(? de intersec¢do de N 7. Triptofano

linhas ortogonais partindo das manchas cor- 4. Alanina 8. Leucina ¢ isoleucina
respondentes aos padrdes (fig. 2 a 10). © Amostra e Padrio: Histidina e lisina

O e— RS:‘ “:&3
y
1
i
I
1
.»
V e
\y
i
P
i z 3 . 1
¢ e - g
’ % — I i —
1* Solvante 2° Solvente
Fig. 2 — Identificagdo da lisina Fig. 4 — Identificagdo do dcido glutimico
1. Histidina 5. Lisina 1. Histidina 5. Lisina
2. Acido glutdmico 6. Arginina 2. Acido glutimico 6. Arginina
3. Treonina 7. Triptofano 3. Treonina 7. Triptofano
4. Alanina 8. Leucina e isoleucina 4, Alanina 8. Leucina e isoleucina
©® Amostra e Padrdo: Lisina ©® Amostra e Padrdo: Acido glutimico
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1. Histidina

2. Acido glutdmico
3. Treonina
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5. Lisina

6. Arginina

7. Triptofano

8. Leucina e isoleucina

e Padrio: Alanina

Fig. 8 — Identificagdo do triptofano

1. Histidina

2. Acido glutdmico
3. Treonina

4. Alanina

© Amostra

5. Lisina

6. Arginina

7. Triptofano

8. Leucina e isoleucina

@ Padrio: Triptofano
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Fig. 10 — Identificacdo da leucina e isoleucina

1. Histidina

2. Acido glutdmico
3. Treonina

4. Alanina

© Amostra

5. Lisina

6. Arginina

7. Triptofano

8. Leucina e isoleucina

@ Padrdo: Leucina e isoleucina

Fig. 12 — Aminodcidos de hidrolisados de cabelo
humano (amostra b)
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1. Dosagem do deido glutdmico

Logo ap6s a identificagio do 4cido gluta-
mico, as manchas correspondentes ao padrfio e
a0 4cido sdo recortadas, observando-se as mes-
mas dreas do papel de filtro; o mesmo foi feito
com um branco retirado de um ponto do
papel do préprio cromatograma.

Para facilitar a extracfo, as 4reas retira-
das sfo repicadas, colocadas dentro do tubo
do aparetho de Colleman e tratadas com a
seguinte solugdo:

Solucio de Cu SO4.5 H,0 (Solugdo esto-

que) . . . . 20 mg/100mli

No momento de usar, transfira 25 mida
solucdo estoque pdra um baldo volumétrico de
100 ml e complete o volume com dlcool
absoluto.

Adicione a0 tubo 4 ml da solucfo acima,
agite durante 30 minutos apds os quais 08 pe-
dagos de papel, descorados, sdo retirados.

Para leituras espectrofotométricas conve-
nientes, eluimos as manchas de trés cromato-
gramas, correspondentes portanto a 60 ug da
amostra e a 30 pg do padrio (procedemos de
tal maneira porque nfo dispunhamos de cubas
cromatogrificas maiores; a condigio ideal
seria colocar toda a amostra de uma s6 vez). O
resultado final é a média de 3 leituras corres-
pondendo a um fotal de 9 cromatogramas. As
jeituras sfo efetuadas no comprimento de
onda de 570 mg.

As leituras em transmitincia foram trans-

formada em absorbancia e o célculo feito por
meio da leitura do padréo.

RESULTADOQS

Em todas as amostras analisadas foram
identificados os seguintes aminoicidos: dcido
glutimico, alanina, lisina, histidina, tripto-
fano, arginina, treonina e leucinas (fig. 2 a 10
e quadro I}. Apenas em um produto composto
contendo pequena quantidade de hidrolisado

de proteina de soja ndo foi detectada a presen-
¢a de treonina. O teor de icido glutimico
determinado em 5 amostras encontra-se reuni-
do no quadro IV,

DISCUSSAO

Naturalmente o processo empregado tem
possibilidades limitadas, pois ndo identifica
outros aminodacidos existentes na soja. Entre-
tanto, como os hidrolisados ndo foram por
nds preparados, mas sim manufaturados pelas
inddstrias, ndo sabemos até que ponto a hidrd-
lise foi atingida ou se alguns dos aminodcidos
existentes foram destruidos pelas condigGes
do processo.

Na literatura consultada, comparando os
nossos resultados com os encontrados por
MIERZEJEWSK] & SKULMOWSKI®, que
também pesquisaram aminodcidos em hidroli-
sados de protefna de soja por cromatografia
em papel, observamos que os autores trabaltha-
ram com 3 pares de solventes. Com o 19 par
{(fenol—dgua 1:1 e piridina—butanol--dgua
25:45:40) identificaram serina, glicina, tirosi-
na, alanina, arginina e triptofano; com o 20
par (butanol tercedrio—metiletilcetona—4gua
442 e butanol—metanol—dgua 4:5:1) identifi-
caram alanina, triptofano, metionina, tirosina,
valina, leucina e isoleucina; com um 39 par de
solventes (fenol-dgua 7:3 e propanol-dgua 7:3)
separaram e identificaram 4cido aspértico, dci-
do glutdmico, histidina, treonina, prolina e
alguns dos previamente citados, mas ndo sepa-
raram valina, metionina, leucina e isoleucina.

Verificamos assim que o par de solventes
por nés empregado separa satisfatoriamente os
aminodcidos existentes no hidrolisado de soja,
embora tenha sensibilidade limitada, pois ndo
conseguimos detectar metionina que &, segun-
do alguns autores, o aminodcido limitante da
soja.

Entretanto, wsando o mesmo par de sol-
ventes, trabalhando com 2 amostras de cabelo
humano, cujo hidrolisado foi por nés prepara-
do, conseguimos reproduzir 2 cromatogramas
semelhantes, separando 12 aminodcidos (fig.
11e12).
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QUADRO I

Aminodcidos de hidrolisados de protefng de soja

Acido glutdmico Leucinas
Alanina Lisina
Arginina Treonina
Histidina Triptofano

Obtencdy. kidrolise deida
Identificacdo: cromatografia em papel

GUADRO 11

Aminodcidos de tortay de sofa
(KUTKEN & LYMANS)

Acido ghstdmico Lisina
Azginina Metionina
Fenilatanina Treonina
Histidina Triptofano
Leucinas Valina

Obtencio: hidrdlise deida
Identificacéo : métoda microbiclégico

QUADRC 1T

Aminodcidos de moltho de soja
(TSUNODA et alii '}

Acido aspirtico Lisina
Acido glutdmico Metionina
Arginina Prolina
Cistina Serina
Fenilalanina Tirosina
Glicina TFreonina
Histidina Triptofanc
Leucinas Valing

Obtengdo: hidrilise enzimdtica
Identificagdo: método microbioldgico

QUADRG 1V

Teor de deido glutdmico em hidrolisados
de proteinas de soja comercigis

Acido glutimico %
Amostra
Declarado Encontrado
a 5.5 6,2
b 7.1 83
< 7 a5 8 ,2
d 17,8 16,5
g 4.3 44

Ainda na bibliografia consultada, no tra-
balho de KUIKEN & LYMAN ® encontramos
0s seguintes aminoAcidos na composicio da
proteina de 20 variedades de soja {(quadro II),
obtida por hidrolise dcida e alcalina, determi-
nados, porém, por métodos microbiolégicos.
Para molho de soja, obtido por hidrolise enzi-
mdtica, no trabalho de TSUNODA et alji !?
foram encontrados e determinados por proces-
so microbiolégico 17 aminodcidos (quadie
HH).

A dosagem do dcido glutimico foi efe-
tuada nesses produtos comerciais com a finali-
dade de ser controlada a quantidade de mono-
glutamato de sédio neles declarados. Os me-
thores resultados para as leituras no espectro-
fotdmetro foram obtidos usatido-se a solugfio
de sulfato de cobre em dlcool em vez de eluir
simplesmente com acetona ou dlcool a 50% as
manchas reveladas com ninhidrina.

O emprego de glutamato monossdico,
como condimento em alimentos, foi estudado
pelo COMITE MISTO FAO/OMS DE EXPER-
TOS EN ADITIVOS ALIMENTARIOS %*, na
sua 132 reunifio, que discutiu o problema de
sua avaliagdo como aditivo alimentar e chegou
& conclusdo de que poderia ser dada ao gluta-
mate monossddico uma ingestdo didria aceitd-
vel (IDA) de 120mg/kg para individuos em
geral, excecdo feila a criancas menores de um
anc. Com a finalidade de verificar se estd sen-
do ou ndo ultrapassada a ingestdo didria acel
tével, seria de interesse efetuar sempre a dosa-
gem do glutamato monossodico em alimentos.

CONCLUSAO

Nas condicBes em que trabalhamos, com
o par de solventes utilizade conseguimos sepa-
rar am namero razodvel de aminodcidos de
hidrolisado de proteina de soja, comparando
com os dados da literatura consultada.

O presente método, dentro de determina-
dos Himites, aplica-se a diferentes hidrolisados
de protefnas.

Com relagdo ao 4cido glatamico, a sepa-
ragio foi bastante satisfatoria em todos os cro-
matogramas; quanto o seu doseamento, obti-
vemos valores que satisfizeram as nossas neces-
sidades imediatas.
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RESUMO

ALMFEIDA, M.E.W. & SIMAO, AM. — Aminodcidos
de hidrolisades de proteina de soja. Dosagem
de 4dcide glutimico, Rev, Inst, A4dolfo Luiz,

32: 105-112, 1972.

Cromatografia bi-dimensional em papel
foi aplicada com a finalidade de separar os
diferentes aminodcidos de hidrolisado de pro-
teina de soja.

Foi introduzido, com resultados satis-
fat6rios, um novo artiffcio para identificacéo
dos aminodcidos, e foram feitas algumas modi-
ficagdes na determinagio do 4cido glutimico.
As manchas correspondentes ao dcido glutimi-
co (padrio e amostra) foram recortadas, eluf-
das ¢ o 4cido glutamico foi determinado por
espectrofotometria.
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TEOR DE CALCIO, FERRQO e FOSFORO EM ALGUNS PEIXES BRASILEIROS
DE AGUA DOCE (1)

CONTENTS OF CALCIUM, IRON AND PHOSPHORUS IN SOME BRAZILIAN
FRESHWATER FISHES

LUFS A. ARRUDA CAMARGO (&
WILSON I. YASAKA (3)
SEIZI 0GA (3)

KAZUE WAKI @)

SUMMARY

CAMARGO, L.AA.; YASAKA, W.J.; OGA, 8. & WAKI, K. — Contenis of calcium, iron and
phosphorus in some Brazilian freshwater fishes. Rev. Inst. Adolfo futz, 32:113-117, 1972,

The contents of calcium, phosphorus and iron of the five freshwater fish species
Prochilodus scrofa (corimbatd), Leporinus copelandi (piava), Salminus maxillosus (dou-
rado); Pimelodus clarias (manditiva) and Leporinus piapara (piapara) were determined.

The variation of the calcium concentration between the species studied was signifi-
cant, the highest values being found in the piapara, corimbati and dourade and the

Iowest values in the piava and manditva,

The contents of phosphorus equally varied according to the species, the dourado
presenting the highest concentration and the piava the lowest.
The contents of iron was relatively constant, except for the piapara which presented

4 value significantly high.

In alt the species analysed, the proportion between the compenents calcium and
phosphorus were slightly inferior in respect to those usually accepted as standazd.

The data obtained in comparison with those of the specialized literature suggest that
the freshwater fishes are generally richer in minerals than the marine fishes,

INTRODUGAO

A utilizagio do pescado na alimentacio hu-
mana aumenta cada vez mais, e isto se deve 10
constante desenvolvimento da técnica pesquei-
ra ¢ & divulgagdo dos conhecimentos cientifi-
cos sobre o valor nutritivo dos peixes 2,

Os minerais, principalmente o cdlcio, o fer-
ro e o fésforo, desempenham importantes fun-
¢Oes no organismo, participando tanto na for-

macio de diversas estruturas como em muitas
fungbes metabolicas *%, sendo por isso de
grande valia a determinacfo de sous teores em
alimentos,

Os peixes em geral sdo tidos como uma das
principais fontes destes minerais. Sob este
aspecto os peixes marinhos 30 os mais conhe-
cidos, havendo relativamente poucos dados
referentes aos peixes brasileiros de dgua doce.

Frente a esses conhecimentos, foram anali-

{1} Realizado no Departamento de Fisiologia ¢ Farmacologia do Instituto de Ciéneias Biomdédicas da U.8.P. e
ao Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Faculdade de Farmdcia e Odontologia de Araraquara.

(2} Do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da F.F.0.A.

(3) Do Departamento de Fisiologia e Farmacologia do 1.C.B.U.S.P.

(4} Do Laboratorio I de Baurt, 8.P., do Instituto Adolfo Lutz,
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sados os teores de cdleio, ferro e fosforo em
algumas espécies de peixes de dgua doce, com-
plementando ¢ estudo recentemente efetuado
com as mesmas espécies .

MATERIAIS E METODOCS
Reagentes

Acido 1,2,4—amino naftolsulfénico p.a. (1)
Acido clorfdrico p.a.(1)

Acido sulférico p.a.(1)

Ferro metdlico p.a.(2)

Fosfato tripotdssio p.a.(2)
M-—bissulfito de sodio p.a.(®)
Molibdato de aménio p.a.(3)
Oxalato de aménio p.a.(2)
Peridrol p.a.(2)

Permanganato de potdssio p.a.(2}
Sulfito de soédio p.a.(?)
Tiocianato de potdssio p.a.(2)

Peixes utilizados

Utilizaram-se 50 peixes, sendo 10 de cada
espécie, cothidos no rio Mogi-Guagu, na regido
compreendida entre os municipios de Rincfo
e de Ribeirfo Preto, Estado de Sdo Paulo, no
periodo de junho a outubro.

QUADROG 1

Espécies utilizadas e respectivos pesos médios

Peso em gramas
Espéuies

Média | D.P.(5)
Leporinus copelandi (piava) 700 50
Selminus maxtllosus {(dourado)i  3.500 206
Pimelodus clarias {mandilva)} 550 440
Prochilodus scrofa (corimbatd)| 2.300 15¢
Leporinus piapare (piapara) 1.800 200

D.P. ~ Desvio padrio.

{1) Cario Erba
{2) Merck
(3) Ricdel

As espécies analisadas foram: Leporinus
copelandi (piava), Salminus maxillosus (doura-
do), Pimelodus clarias (manditva), Prochilo-
dus scrofa (corimbatd) e Leporinus piapara
(piapara), com pesos varidveis de 700 g a
3.500g conforme as espécies (QUADRO D).

Todos os animais foram trazidos vivos ao
laboratdrio e sacrificados alguns minutos antes
da experiéncia,

Métodos empregados

A andlise dos minerais foi efetuada utilizan-
do a “farinha” de peixe preparada a partir de
“filés” homogeneizados, desidratados e desen-
gordurados, segando as normas analiticas do
Instituto Adolfo Lutz 5

Cinza (minerais totais) — A “farinha” foi
pesada em cadinhos de porcelana previamente
aquecidos, e colocada na mufia (550°C) até
peso constante *°.

Fosfora — Q féstoro foi determinado colo-
rimetricamente de acordo com a técnica de
HAWK et alii ",

Cilcio — O célcio foi determinado pelo mé-
tode de permanganometria preconizado pela
Association of Official  Agricultaral
Chemists *.

Ferro — O ferro foi dosado segundo o mé-
todo de CRAMER er alii ® baseado na colora-
¢80 vermelha desenvolvida com a solugio de
tiocianato de potdssio.

RESULTADOS

Cinza (minerais totais)

(s valores médios (= D.P.) do teor de cin-
za expresso em grama por 100 gramas do ma-
terial fntegro apresentaram uma variaco sipni-
ficativa, conforme as espécies:
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QUADRO I

Teor de cinze em g/100g do marerial fntegro, nas
espécies analisadas. Cada valor representa @ média (*
D.P.) obtida de 10 animais

Cinz_as {minerais
Peixes totais) g/100g
Média D.r &)
Piapara 1,126 0,077 *
Dourado 1,081 0,067
Piava 1,634 0,020
Corimbatd 1,023 {3,089
Mandifiva 0,877 0034 *

* Valores extremos com diferenca significativa
P < 0,01

O maijor valor foi constatado na piapara
com 1,126 * 0,077 e 0 menor, com a mandih-
va com 0,877 = 0,034, Valores intermedid-
rios apresentaram o dourado (1,081 % 0,067),
o cotimbatd (1,023 * 0,089) e a piava (1,034
+ 0,020).

Cdlcio

Os teores de cdlcio, expressos em mg/100 g
do material integro, foram relativamente altos
para a piapara, com 113,928 £ 5330 ; 0 co-
rimbatd, com 108,338 £ 6,120 ¢ o dourado,
com 105,075 £ 9,170 e menores para a piava
¢ a mandiiva, com 96,371 + 5,060 ¢ 85,046
1 4,780, respectivamente:

va, 434,424 * 32,220 para o corimbatd,
386,668 * 35,560 para a piapara e 334,406 +
8,360 para a piava:

QUADRO IV

Teor de fosforo em mg/l100g do material fnzegro
nas espécies analisadas. Cada valor representa @ mé-
dig {+ D.P.) obtida de 10 animais

Fosforo mg/100g
Peixes

Média DE.H
Dourado 498,830 45,060
Mandiiva 476,305 16,230
Corimbati 434 424 32,226
Piapara 386,668 35560
Piava 344 406 8,360

Ferro

A quantidade de ferro, expressa igualmente
em mg/10 g do material integro, foi; 2,200 =
0,210; 1,490 % 0,190; 1,483 + 0,074; 1,400
1+ 0,083 e 1,364 * 0,154, respectivamente
para piapara, piava, corimbatd, manditva e
dourado:

QUADROC V

Teor de ferra em mg/100g do material tntegro nas
espécies anglisadas. Cada valor representa ¢ média
{* D.P.} obtida de 10 animais

QUADRO I
Teor de cdleio em mgfl100g do mateiral integro . Ferro mg/100 g
nas espécies analfsedas. Cada valor representa o mé- Peixes N
din (+ D.P.) obtida de 10 enimais Média e &)
Citcio mg/100 g Piapara 2,200 0,210
Peixes Piava 1,490 0,190
Média BR. ) Corimbati 1,483 0,074
Mandifiva 1,400 0,083
Piapara 113,928 5,330 Dourado 1,364 0,154
Corimbais 108,338 6,120
Dourade 105,075 9,176 -
Piava 96,371 5,060 DISCUSSAO
Mandilva 85,046 4,780 o
A caréncia de dados no que tange a teores
. de minerais em peixes de 4gua doce torna difi-
Fosforo m P g

Os valores de fosforo, em mg/100g do ma-
terial integro, foram: 498,830 & 45,060 para
o dourado, 476,305 + 16,230 para a mandii-

cil a comparacfio de dados obtidos.

Em contraste, todavia, os peixes marinhos
sfo largamente estudados, sendo conhecidos
os teores de minerais de diversas espécies.
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WULEUNG & FLORES'® citam valores de
céleio gue variam de 10 mg/100g do material
integro para o bacathau até 216 mg/100 g
para o salmfo. ITO.& WATANABE " | traba-
thando com peixes marithos brasileiros, en
confraram para a corvina e a pescada-foguete
os teores de cilcio de 41,5 e 19,2 mg/100 g,
respectivamente.

Os valores obtidos no presente trabatho

para o cdlcio variaram de 85,046 mg/100 g para
mandifiva até 113,928 mg/100 g para piapara. As
espécies estudadas, portanto, apresentam concen-
tracfo altamente satisfatéria de cdlcio, quando

comparada com a dos peixes marinhos.

Quanto ao fésforo, em peixes marinhos, os
valores variam desde 58 mg/100 g para o ca-
¢do até 200 mg/100g para o atum ®, encon-
tratando-se valores intermedidrios para o baca-
than'* (194 mg/100g), a pescada-foguete
(155 mg/100g) ¢ a corvina'’ (196 mg/100g).

Nas espécies analisadas,a variago foi de
344,406 mg/100g (piava) a 498,830 mg/100g
{dourado), valores, alids, bastante semethantes
ao valor da tildpia (516,075 mg/100g} obtido
por CAMARGO & BELDA NETO? e do
acard'? (364,700 mg/100g).

Quanto ao feor de ferro, sdo encontrados valo-
res como 0,8 mg/100 g (atum)®, 0,3 mg/100 ¢
(bacathau)®, 0,4 mg/100 g (cagdo)®, 1,7 mg/100g

{corvina)"' e 1,2 mg/100 g (pescada)™.

Qs valores obtidos com as espécies em estu-
do so ligeiramente superiores, onde 0 menor
valor foi 1,3 mg/100g (mandiiva) e o maior
de 2,2 mg/100g (piapara).

Esses dados demonstram que, de modo
geral, o teor de minerais, sobretudo do fosfo-
1o, dos peixes de dgua doce é superior ao teor
dos peixes do mar, embora tal afirmaco ndo
possa ser generalizada para todas as espécies.

Por outro lado, a relagdo entré ocdicioe o
fésforo (CaP) nas espéeies analisadas foi ligei-
ramente inferior aquela aceita como normal
que variou de 1:2 a 2:1, conforme o grifico:
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Teor do fosforo e do cdlcio, em mg/100g
do material tntegro, nas espécies analisadas,

RESUMO

CAMARGO, L.AA; YASAKA, W.J.: OGA, 8. &
WAKI, K. — Teor de célcio, ferro e fosforo em
#lguns peixes brasileiros de 4gua doce. Rev. Inst.
Adolfo Lutz, 32: 113-117, 1972.

Determinaram-se os teores de cdlcio, fosfo-
10 ¢ ferro nas cinco espécies de dgua doce: Pro-
chilodus scrofa (corimbatd), Lepokinus cope -
landi (piaba), Salminus maxillosus (dourado),
Pimelodus clarias (mandiuva), ¢ Leporinus pia
pura (piapara).

A variagfo da concentracfo de célcio entre
as espécies foi significativa, tendo se consta-
tado maiores valores na piapara, corimbatd e
dourado e menores na piava ¢ mandidva.

O teor de fosforo igualmente variou con-
forme as espécies, tendo o dourado apresenta-
do a maior concentragdo e a piava 2 menor.

O teor de ferro foi relativamente constante,
com exce¢lo da piapara, que apresentou valor

significativamente elevado.
Nas espécies analisadas, as proporgdes entre

os elementos cilcio e fosforo (CaP) foram
ligeiramente inferiores em relagdo aquelas nor-
malmente aceitas como padrio.

Os dados obtidos, em confronto com os da
literatura, sugerem que os peixes de dgua doce
sdo, de modo geral, mais ricos em minerais do
que 0s peixes marinhos.
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