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EDITORIAL

GUISA DE APRESENTACAO

A necessidade de um 6rglo de divulgacfo das atividades dos brasileiros nos
campos da Microbiologia e ciéncias afins, de hd muito era sentida.

A realizacio da I.* Jornada Brasileira de Microbiologia, nos dias 4 ¢ 5 de
novembro de 1969, além de todas as expectativas revestida de um sucesso magni-
fico, determinou — pelo comparecimento de mais de 300 participantes, e de quase
200 sécios em Assembléia Geral — que a mesma f0sse considerada o 1.° Congresso
Brasileiro de Microbiologia, e mostrou que a necessidade acima referida podia
alicercar-se em uma possibilidade real de dispormos em térmos nacionais do nosso
préprio érglo de divulgagio e comunicagfio. Essa possibilidade foi interpretada
com basc no que podiamos definir sbbre os erros, as limitagbes e as dificuldades

da imprensa médica e técnico-cientifica no Brasil cujos problemas s6° podem ser
interpretados, em térmos da realidade sécio-cultural vigente, comum a téda a
América Latina*

Nessas circunstincias ja foéra sentido, ndo sdmente o aspecto imprescindivel
de um esquema financeiro viavel, sem as limitagdes de orcamentos insuficientes
ou verbas espasmodlcas mas também o papel destacado e mantenedor de uma
politica editorial s8, desempenhado por um conselho de redagio ou corpo editorial
mdependente e de alto padro técnico-cientifico. Diante désses objetivos faz-se
necessario que sejam abandonadas as atividades de amadores e as atitudes roméan-
ticas, com a adogio de uma mentalidade e um esquema empresarial, em que se
tomem em conta as estimativas aproximadas, ou tanto quanto possivel seguras do
“mercado produtor” de comunicagbes cientificas, validas e aferidas pelos padrdes
publicitirios internacionais. S6 ésses padrdes podem vir a assegurar a circulagéio
da Revista de Microbiologia através do conhecimento e do acesso ao mercado
profissional “consumidor” de suas informagdes. De falo, nascida da necessidade
sentida pelos brasileiros, a Revista de Microbiologia sera pubhcada em portugués,
espanhol, inglés, e pretende atingir inicialmente a consideragio e a estima dos
povos das Américas, drenando, conseqiientemente, na medida da confianga que
venha a merecer a sua colaboragio e as comunicagbes que queiram fazer em suas
paginas.

A Revista nasce, portanto, nfo para competir, mas para servir, ndo para
dividir, mas para congregar, desvinculada de grupos, de institui¢bes e mesmo de
regionalismos, e preenche um claro entre numerosos grupos profissionais e cienti-
ficos interessados na Microbiologia, em quaisquer dos seus aspectos.

Repetindo embora algumas palavras anteriores® queremos reiterar que “ésses
caminhos parecem dificeis unicamente por implicarem em alguns casos, na mu-
danca de mentalidade e de algumas tradiges culturais, mas, a julgar pelo que
progressivamente vem ocorrendo em tantos outros paises, sera dificil também, que
désses caminhos nos possamos afastar ne ambiente brasileiro”. Corresponde a
um imperativo coletivo que a Sociedade Brasileira de Microbiologia tomou a si,
como afirmagio nacional, econdmica e até mesmo estratégica, além do seu Gbvio
valor cultural.
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SINGLE AND MULTIPLE TRANSFERABLE DRUG RESISTANCE
AMONG CLINICALLY ISOLATED SHIGELLA STRAINS

Maria Regina Fernandes de ToLepo (1), Maria Elisa ZuLiaNI (#) and
Luiz R. TrABULSI (3)

SUMMARY

A survey of transferable drug resistance in 209 Shigella strains resistant to
one or more of the following drugs; i.e. to Sulphadiazine (Su), Streptomycin (S),
Tetracyclin (T), Chloramphenicol (C) and Kanamycin (K) was carried out. This
kind of drug resistance was encountered in 102 (48.8%) of the 209 strains.
Transfer was 100% for SuSTCK, SuSTK and SuTCK strains; 84-89.5% for
SuSTC, SuST and SuT strains; 12-20.9% for Su and SuS strains. Of the 102
strains capable of transferring their resistance, 95 had two or more markers, while
7 had only one (Su). Of the 95, thirteen transferred only part of the markers.
The markers which were not transferred were always Su or S or both of them.
Of the 82 strains which transferred all their markers, 12 gave rise to different
resistant progenies of the recipient strain.

The resistance levels expressed by the recipient £. coli K12 strain were
inferior to those of the donor Shigella with respect to S and K, generally superior
with respect to C and approximately identical with respect to T and Su. As to
the levels transferred from one E. coli K12 strain to another, no significant diffe-

rences were found for any drug.

The production of colicins actives against the recipient E. coli K12 strain by
most of the Shigella sonnei strains was a very important cause for failure of trans-

ference.
the Shigella sonnei colicins.

However, this was corrected by using a £. coli K12 strain resistant to

INTRODUCTION

Resistance to multiple antibacterial drugs,
transmissible {rom one bacterial cell .to.ano-
ther, was first described by Japanese workers
in Shigella strains in 1959 *2,

This type of drug resistance is called
transferable or infectious drug resistance be-
cause it can spread rapidly through a sen-
sitive population of cells. It depends on the
presence in the cell of an extrachromosomal
genetic element, the resistance factor (R
factor) wich can be accepted as a variable
number of genes for drug reésistance linked
to a sexual factor, generally called the re-

(1-2-3)
Brasil

sistance transfer factor (RTF). The latter
confers the ability to conjugate and to trans-
fer the drug-resistance genes. Drug resistance
due to R factors has important clinical,
epidemiological and biological implications
and work in these fields has been extensi-

“vely reviewed 7 12,

The purpose of this paper is to report
the results of an investigation on the fre-
quency of R factors in 209 drug-resistant
Shigella strains, isolated from infected pa-
tients in S&o Paulo, Brazil. Strains of the
4 Shigella subgroups were included, as well
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as representatives of all kinds of resistant
strains encountered, both single and multiple
— resistant ones.

MATERTAL AND METHODS

Shigella strains — 209 Shigella sirains
with resistance to one or more of the follow-
ing drugs, i.e., to Sulphadiazine (Su),
Streptomycin  (S), Tetracyclin (T), Chlo-
ramphenicol (C) and Kanamycin (K) were
selected for this study. Of these, 6 belonged
to the Sh. dysenteriae, 153 to the Sh. flex-
neri, 2 to the Sh. boydii, and 48 1o the Sh.
sonnet subgroup. The number of each kind
of resistant strain is found in Table I. The
criterion for the dislinction belween resistant
and sensitive strain will be published else-
where.

TABLE I

Resistant Shigella strains studied as to the
frequency of the R factors

Pattern no. of

Subgroup of resistance strains
Sh. dysenteriae Su STCK 1
Su S 2
Su 3
Sh. flexneri Su STCK 29
Su STC 19
Su STK 4
Su ST 13
Su S 41
Su T 7
Su . 39
S 1
Sh. boydii Su STK 1
Su 1
Sh. sonneil Su STCK 7
Su TCK 1
Su STK 1
Su ST 2
Su S 19
Su T 2
Su K 1
Su 15
Total 209

Escherichia coli K12 sirains — 1) E. coli
K12 J5 F~ lac™ prot met* (E. coli J5)
was kindly supplied by Dr. Naomi Datta
{Department of Bacteriology, Royal Post-

graduate Medical School, London). This
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strain was used as recipient of the R factors
from Shigella. 2) E. coli K12 J5 F~ lac™t
pro™ mett col® (E., coli colR), a mutant
resistant to colicins, obtained from E. c¢oli J5
cultured in a medium previously inoculated
with a colicin producing Sh. sonnei strain.
This strain was also used as recipient of
the R factors from Shigella. 3) E. coli K12
J5 F~ lact pro™ met™ NAR (E. coli NAR),
a mulant resistant to 50 pg/ml of nalidyxic
acid (NA) obtained from E. coli J5 in a
medium containing the drug. This strain
was used as recipient of the R factors of

E. coli 15 and E. coli colR,

All three strains were sensitive to 5
ng/ml sulfadiazine, streptomycin, tetracyclin,
and kanamycin, in minimal medium and
others. Previous to their use, it was ascertain-
ed whether E. coli col® and E. coli NAR
maintained an adequate recipient capacity
and proliferated satisfactorily in the culture
media used.

Culture media

1) Medium for general use and conju-
gation: tryptic soy broth (Difco).

2) Medium for the determination of anti-
biotic sensitivity: DST Agar Base (Oxoid).

3)  Medium to determine the sensitivity to
sulfadiazine: nuirient agar (LabLemco Agar
Oxoid), containing 5% hemolysed horse
blood ©.

4) Medium for the selection of recipient
clones: minimal medium of Davis & Min-
GIOLI *, containing lactose, bromothymol blue,
and the drugs. The adequate concentration
of each drug, determined previously, was (in
pg/ml) : tetracyclin, 5; streptomycin, chlo-
ramphenicol, and kanamyecin, 10; sulfadia-
zine, 50; nalidyxic acid, 20.

5) Others: MacConkey agar and Lab
Lemco Broth (Oxoid).

Determination of drug sensitivity — The
salts of the drugs, their origin and diluents,
as well as the techniques used, are described
elsewhere ¥,

Study of colicins — The ABport & SHAN-
NoN method® was used. Colicins active
against E. coli J5 were investigated in all
Shigella sirains which failed 10 iransfer their
resistance in one or more experiments.
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Resistance transfer

1) From Shigella to E. coli J5 and E. coli
col®

Donor and recipient strains were cultivat-
ed separately in tryptic soy broth for 16-18
hours at 37°C. Afterwards, 0.1 ml of each
culture was added to 1 ml of sterile tryptic
soy broth and incubated at 37°C. After 4
hours of incubation, 0.1 ml of the mixed
culture was plated on minimal medium
containing the- drugs (1 to each plate)
against which the donor culture was resistant.
Simultaneously, a MacConkey agar plate was
inoculated with the mixed culture and one
or more minimal medium plates, containing
the drugs, with 0.1 mi of the recipient cul-
ture, cultivated for the same length of time
as the mixed cultures. The purpose of the
first plate was to detect a possible antagonism
between the donor and the recipient cultures,
while the latler were used to exclude recipi-
ents which might have mutated to resistance
to one of the drugs.

After incubation of the plates containing
minimal medium for 48 hours they were
examined and the growth present in each one
was purified by inoculation into MacConkey
medium. After the purification of the reci-
pient, 5 colonies of each plate were transferr-
ed individually to nutrient broth, and incubat-
ed at 37°C for 16-18 hours. Each broth was
then diluted 1:1000 with the same medium
and the sensitivity of each progeny determin-
ed by seeding the contents of a platinum
loop of 2 mm in diameter into DST agar
containing the drugs at the same concen-
trations used in the minimal media. Once
the sensitivity of each progeny was determin-
ed, they were stocked for retransfer and the
determination of resistance levels.

During the first phase of the study, the
209 Shigella strains were crossed with E.
coli J5. After this, E. coli col® was obtain-
ed and all the Shigella strains capable of
producing colicins active against E. coli J5
were crossed with this strain,

2) From E. coli J5 or E. coli col® to E. coli
NAR

The procedure was identical to that describ-
ed for the transfer of resistance from Shigella
cultures, to E. coli J5 or E. coli colR except
for the following modifications: a) The re-
sistant progenies of E. coli NAR were selected
in a minimal medium plate containing 20
pg/ml nalidyxic acid and one of the drugs

against which the donor culture was resis-
tant; b) The resistance of only 2 or 3
progenies of . coli col® was determined.
Also, the retransfer ability of only part of
the strains was studied.

RESULTS

1) Transfer of resistance of Shigella strains
of the 4 subgroups to F. coli J5

The results in Table II show a marked
difference between the hehavior of the Sh.
sonnei subgroup when compared to that of
the other subgroups. While 509% or more
of the strains of Sh. dysenteriae, Sh. flexneri
and Sh. boydii iransferred their resistance
to k. coli J5, this only occurred with 12.5%
of the Sh. sonnei strains. This difference in
hehavior is even more accentuated when the
tetra - or penta - resistant strains of the
4 subgroups are compared. Not a single
Sh. sonnei strain, with these patterns of
multiple resistance, transferred its markers,
the opposite being true for the Sh. dysente-
riae, Sh. flexneri and Sh. boydii strains.
With two exceptions only, these strains
transferred all or part of their markers.

2) Study of the colicins active against L.
coli J5

When the results of all transfer experi-
ments were reexamined, it became evident
that in the experiments with Sh. sonnei, E.
coli J5 frequently failed to proliferate in the
MacConkey medium, inoculated to verify a
possible antagonism between the donor and
the recipient cultures. In view of this find-
ing, the production of active colicins against
E. coli J5 was investigated in all strains
which failed to transfer their resistance. The
results of this study are found in Table III.
Not a single strain of Sh. dysenteriae, Sh.
flexnert or Sh. boydii produced colicins acti-
ve against L. coli J5, however, the growth
of this recipient was inhibited, totally or
partially, by all 42 Sh. sonnei strains, which
failed to transfer their resistance markers
in the previous experiments.

3) Transfer of Sh. sonnei resistance to E.
coli colR

The results of these experiments are found
in Table TV. It is evident that all tetra-or
penta-resistant strains transferred all or part
of their markers to E. coli col®, the same
being true for one SuS and one SuTl strain
which had not transferred their resistance-

to E. colt 'J5.
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TABLE II
Resistance transfer from the 4 Shigella subgroups to E. coli J5
no. of strains
no. of strains in each
. - which subgroup
Subgroup Resistance no. .Of transferred all o, which %
pattern strains .
or some transferred
markers their
resistance
Su STCK 1 1 100.0 4 66.6
Sh., dysenteriae Su S 2 1 50.0
Su 3 2 75.0
Su STCK 29 29 100.0
Su STC 19 17 89.9
Su STK 4 4 100.0 80 52.9
Sh. flexneri Su ST 13 12 92.3
Su S 41 6 14.6
Su T 7 1 100.0
Su 39 5 12.8
E 1 0 0.0
Sh. boydii Su STK 1 100.0
Su 1 0.0 1 50.0
Su STCK 7 0 0.0
Su TCK 1 0 0.0
Su STK 1 0 0.0
Sh. sonnei Su ST 2 1 50.0 6 12.5
Su 8 19 5 25.7
Su T 2 ] 0.0
Su K 1 0 0.0
Su 15 0 0.0
Total 209 o1 91
TABLE IIT
Production of active colicinsg against E. coli J5 by Shigella strains which did not transfer
their resistance
. Colicins producers
Subgrou no. of no. of strains which did not
g p strains transfer their resistance
no. Y%
Sh. dysenteriae 6 2 0 0.0
Sh. flexneri 153 73 0 0.0
Sh. boydii 2 1 0 0.0
Sh. sonnei 48 42 42 100.0
Total 209 118 42 20.0
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TABLE IV

Resistance transfer by Shigella sonnei strains to E. coli col R

. no. of strains which transferred

Pattern no. Of strains all or part of their markers %

Su STCK 1 7 100.0
Su TCK 1 1 100.0
Su STK 1 1 100.0
Su ST 1 1 50.0
Su S 14 1 5.2
Su T 2 1 50.0
Su K 1 ()] 0.0
Su 15 0 0.0
Total 42 12 28.5

4) Transfer of the resistance of all Shigella
strains to E. coli J5 or E. coli col®

The results of all the experiments of trans-
ference are found in Table V. In general,
the results are uniform for the 4 Shigella
subgroups, a narrow relationship being found,
however, between the resistance patterns of
the Shigella strains and the transfer results.
Transfer was 1009% for SuSTCK, SuSTK and
SuTCK strains; 84-89.5% for the SuSTC,
SuST, and SuT strains; 12-20.9% for Su and
SuS strains. The SuK and S strains did not
transfer their markers. Altogether 102
strains were capable of transferring their
resistance.

5) Partial or total transfer

Of the 102 strains capable of transferring
their resistance, 95 had two or more markers,
while 7 had only one (Su). Of the 95, 13
transferred only part of their markers. The
‘markers which were not transferred were
always Su and S or the two together (Table
VI). Of the 82 strains which transferred
all their markers, 12 gave rise to various
resistant progenies of E. coli K12, Of these
6 were SuSTCK; 4, SuSTC; and 2, SuST
(Table VII).

6) Retransfer of resistance from E. coli J5
or E. coli col® to E. coli NAR

The retransfer was positive in all instan-

ces, the same markers of the donors E. coli
J5 and E. coli col® being found, in general,
in E. coli NAR. Sometimes, however, se-
gregation was noted.

7) Transfer of resistance in relation to each
drug

When each drug is considered individually,
it is evident from Table VIII that the resis-
tance to Su was transferred by 44.7% of -
the strains; resistance to S in 55.0%; to
T, in 94.2%; to C, in 96.5%; and to K,
in 97.8%.

8) Transferred resistance levels

Table IX shows that the resistance levels
expressed by E. coli J5 and E. coli col®
were inferior to those of the donor Shigellae
with respect to streptomycin and kanamyein;
generally superior with respect to chloram-
phenicol and approximately identical with
respect to tetracyclin and sulfadiazine. As to
the levels transferred from E. coli J5 and E.
coli col® to E. coli NAR, no significant dif-
ferences for any drug were found (Table X).

9) Stability of the resistance

To verify the stability of the R factors,
the resistance levels of 30 Shigella and 30
E. coli J5 strains, were determined after 1
year of storage.
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TABLE VI
Resistance markers not fransferred by 13 Shigella strains carrying transferable resistance
Resistance no. of strains 'which transferred part Not transferred no. of
pattern of their markers markers strains
Su STCK 3 Su S 2
Su 1
Su STK 1 ) S ) 1
Su ST 4 Su S 1
Su 2
S 1
Su S 4 Su 1
s 3
Su T 1 Su 1
Total 13 13-
TABLE VII
Strains ‘which transferred their markers jointly and separately
Recipient strains
Pattern of
Donor B
resistance no. of colonies Resistant
examined progenies
1. 8h. flexneri 21/66 Su STCK 45 30 Su STCK
8 Su STC
28 C
2. B8h. flexneri 35/66 Su STCK 40 39 Su STCK
1 Su STC
3. Sh. sonneil 16/68 Su STCK 20 19 Su STCK
1 Su STC
4. 8h. flexneri 2/67 Su STCK 40 39 Su STCK
1TK
5. 8Sh. flexneri 11/67 Su STCK 37 36 Su STCK
18u S
6. 8Sh. flexneri 15/SD Su STCK 45 19 Su STCK
20 Su STC
4 Su TCK
1 Su SCK
7. Sh. flexneri 21/64 Su STC 40 30 Su STC
5 8Su S
8. B8h. flexneri 16/8SD Su STC 35 . 7 Su STC
19 Su 8
9. 8h. flexneri 3/68 Su STC 20 15 Su STC
5T
10. 8h. flexneri 1/68 Su STC 20 13 Su STC
3T
11. 8h. flexneri 60/65 Su ST 30 20 Su ST
10 Su
12. 8h. flexneri 49/66 Su ST 15 4 Su ST
10 Su T




TABLE VIII

Transferable resistance frequency 'with respect to
each of the drugs

no. of no. of strains
Drug resistant which transferred %
strains their resistance
Su 208 93 44.71
s 140 7 55.00
T 87 82 94.20
C 57 55 96.50
K 45 44 97.80

DISCUSSION

The results obtained demonstrate that in-
fective resistance is rather frequent in Shi-
gella cultures isolated from dysentery pa-
tients. This form of resistance was found
in 849% or more of all strains with 3, 4 and
5 markers. As to the strains with 2 markers,
it is necessary to consider the SuT strains
separately. Of the 9 strains with this pattern,
R factors were found in 8, while in the 62
SuS strains, resistance was transferred only
in 20.9%. When K-resistance, which appa-
rently is very rare in Japan, is excluded, the
results are very similar to those of MiTsu-
HASHI et al. ®. Among 434 Shigella sirains,
these Authors found R factors in all SuSTC,
SuSC, SuST, and SuT strains, On the other
hand, among the SuS, these factors were
found in only 449 of the strains. In regard
to the Su strains, our percentage of transfe-
rence was 129, which is again similar to
the data of the above Authors.

Since in some strains with R factors some
markers were not transferred and since the
frequency of transfer depended on the type
of strains, the participation of the R factors
in the resistance of the strains studied can
be better evaluated when each drug is con-
sidered separately. Thus, the data of Table
IX show that for kanamycin, chlorampheni-
col and tetracyclin resistance was transferr-
ed in almost all strains, the same not being
true for streptomycin and sulfadiazine. The
resistance to these 2 drugs was transferred
only to about half of the strains.

The single or multiple resistance present
in a bacteria may net be transferred for a
variety of reasons. One of these is the inhi-
bition of one of the maling sirains by coli-
cins, as demonstrated by the present study.

TOLEDO, M. R. F. de et al.

If this fact had not been verified the number
of positive transfers, particularly for the
SuSTCK  strains; would have been much
smaller. As far as we know, this type of
incompatibility between donor and recipient
cultures, as a cause for the failure of R fac-
tor transfer, has not been reported in studies
on the evolution of the frequency of R fac-
tors in FEnterobacteriaceae or other Gram-
negative bacteria. Other causes for the lack
of transfer include the chromosomal location
of the marker, R factor without RTF, mark-
ed repression, etc.

Besides the study of colicins, no special
effort was made in the present investigation
to find the cause for the lack of resistance
transfer by certain strains. However, the
analysis of the results suggests a chromoso-
mal location of the markers, at least in some
strains, such as Su, SuS, and S strains. As
noted before, the only S strain did not trans-
fer its marker and the number of positive
transfers of the Su and SuS strains was
relatively low. On the other hand, Table VI
shows that among the strains carrying R
factors, the only markers not transferred
were always Su, S or a combination of the
two. These facts, together with the type of
resistance, i.e., simple ou double, suggest
chromosomal location for these markers. In
a recent study, SzrurM-RUBINSTEN et al.®*
reported the inability of obtaining transfer
through conjugation or elimination of these
markers with acriflavine in Shigelle cultures.
If the location of these markers is chromo-
somal in our strains, it follows that we found
the association of chromosomal and extra-
chromosomal resistance in 13 strains (Table
IV). As to the others, which did not trans-
fer their markers, i.e., 2 SuSTC and SuST,
1 SuT and SuK, the lack of transfer might
have been due to various mechanisms, in-
cluding chromosomal location, at least with
respect to the last two strains. A  detailed
study of the strains which did not transfer
their markers, including Su and SuS, is
in progress.

The finding of two or more classes of
resistant progenies in the recipient culture
has been reported by other Authors, who
studied the transfer of R factors through con-
jugation. The recent paper by RomEemro &
NeYNELL ® is very elucidating in this respect;
these Authors demonstrated the presence of
2 R factors, one fit, the other fi™, in various
E. coli and Salmonelle cultures, which gave
origin to different progenies of the recipient
strain. The same has been observed by
BouancHaUD & CHABBERT ? in conjugation
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10 TOLEDO, M. R. F. de et al.

experiments with a Salmonella panama strain
carrying 3 R fi™ factors. Another possible
explanation for the different progenies of re-
cipient cultures would be simply the segre-
gation of the markers belonging to a single
R factor. The results obtained with 12
strains (Table VII) may have one or both
explanations.

The levels of transferable resistance of
the Shigella cultures varied according to the
drug. For Su it was always higher than
1000 pg/ml, for S it varied from 20-500
pg/ml, for T between 5 and 200 ng/ml,
for C between 20 and 200 pg/ml, and for
K hetween 500 and > 1000 pg/ml. No signi-
ficant differences in levels were found between
the transferred and the not transferred resis-
tance with respect to Su and SuS. The re-
sistance levels expressed by the recipient
strains of K. coli K12 were regularly lower
for streptomycin and kanamycin, regularly
higher for chloramphenicol and usually very
close for tetracyclin, Similar results were
obtained by Warson & Patu ** for SuSTC.
When the resistance received by E. coli K12
was transferred to other strains of the same
bacteria, the levels found in the latter were
almost always identical. These findings con-
firm the role of the host in the phenotypic
expression of resistance *. To establish whe-
ther the lower levels found in E. coli K12
strains were due to an inherent property of
the bacteria, conjugation experimenis were
carried out with a few Shigello strains and
one E. coli 0111 strain, leading to the same
results.

Finally, it must be siressed that infectious
resistance is very stable in Shigella as well
as in Escherichia, when the culture is con-
sidered as a whole.

RESUMO

Resisténcia transferivel a drogas dos tipos
simples e multipla em amostras de Shigella
isoladas de material clinico

Foram pesquisados fatdres R em 209 amos-
tras de Shigella resistentes a uma ou mais
das seguintes drogas: Sulfadiazina (Su),
Estreptomicina (E). Tetraciclina (T), Clo-
ranfenicol (C) e Kanamicina (K). FEstes
elementos foram encontrados em 84 a 100%
das amostras SuETCK, SuETC, SuETK.
SuTCK, SuET e SuT e em 20,9 a 12% das
amostras SuE e Su, respectivamente. Em 13
amosiras resistenies a duas ou mais drogas, a
transferéneia da resistdneia foi parcial, os

marcadores ndo transferidos sendo sempre Su,
E ou SuE. Por ouiro lado, das amostras que
transferiram todos os seus mardcadores, 12 de-
ram origem a duas, trés e quatro progénies da
cultura receptora. Os niveis de resisténcia
expressos pela E. coli usada como receptora
foram superiores aos presentes nas culturas
de Shigella quando estas eram resistentes ao
C, inferiores quando eram resistentes a E e K
e praticamente iguals quando resistentes a
Sue T. Ao contrdrio, quando se féz trans-
feréncia de uma amostra de E. coli K12
para outra, os niveis expressos pela Gltima
foram semelhanles aos presentes na primei-
ra. Verificou-se no inicio do trabalho que
a maioria das culturas de Shigelle sonnei
deixou de transferir resisténcia, isto decor-
rendo da destruicio da cultura receptora por
colicinas produzidas por elas. O emprégo
posterior de uma mutante de E. coli K12
resistente as colicinas produzidas pelas amos-
tras de Shigella sonnei {éz com que a fre-
qiiéncia de transferéncia destas amostras pas-
sasse a ser semelhante & das amostras das
outras espécies de Shigella.
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CRESCIMENTO E VIABILIDADE DE SALMONELLA EM DIVERSAS
VARIACOES DO MEIO DE RAPPAPORT

Deise Pasetto FaLcio (1) e I. SuassunNa (2)

RESUMO

Féz-se uma avaliagio de seis variagbes do meio de Rappaport empregando
diversas concentragGes de cloreto de magnésio, quer na presenca ou na auséncia
do verde malaquita, frente a 30 amostras de Salmonella pertencentes a diversos
grupos soroldgicos.

Verificou-se que a concentragdo de 3,0% de cloreto de magnésio mostrou-se
inibitéria para a quase totalidade das amosiras estudadas. Observou-se, por outro
lado, um efeito inibidor do corante verde malaquita s6bre muitas das amostras
estudadas.

A concentragio ideal de cloreto de magnésio, para o enriquecimento de
salmonelas, seria a de 2,0%, em auséncia de verde malaquita.

Acreditamos que RAPPAPORT & col., assim como ouiros Autores que obtiveram
bons resultados com &sse meio nfo tenham levado em consideragio a 4gua de
condensagdo existente no cloreto de magnésio fornecido comercialmente e, assim,
utilizaram concentra¢bes abaixo da prescrita. Caso essa hipétese seja valida, a
concentragdo real de cloreto de magnésio incluida no meio original seria de 1,8%

e nio de 4%.

O comportamento dos diferentes grupos sorolégicos de Salmonella frente as
variagbes ensaiadas do meio de Rappaport é relatado.

INTRODUCZXKO

Estudando o efeito da dessecacio sbbre
diversos grupos de enterobactérias, Rarpa-
PORT & col.*® verificaram que os sais de
calcio e magnésio em alias concentragdes ini-
biam Proteus e contribuiam para o enrique-
cimento de Selmonella. Verificaram a seguir
que, juntando-se um corante bacteriostatico
ao meio de cultura, com solugbes hiperténi-
cas, obtinha-se um meio de enriquecimento
que se mostrava superior aos utilizados pa-
ra enriquecimento de Salmonella, com exce-
¢do de Salmonella typh.

Alguns Autores, estudando é&sse meio adi-
cionado de verde malaquita, confirmaram sua

superioridade sébre outros meios de enrique-
cimento * % 9 2011, 38 enguanto outros ndo
obtiveram bons resultados 2 9,

Banic?, estudando um ndvo meio em que
foi usado o cloreto de magnésio para enri-
quecimento de Salmonella, observou que a
concentragdo Otima désse sal para tal fim
era de 3,4% e nfo de 49, conforme preco-
nizado por RappaporT & col. *6:17,

Estudando o meio de Rappaport com cul-
turas puras de enterobactérias observamos * °
que o meio com a concentracio de 49% de
cloreto de magnésio, que é a indicada pelos
proponentes, mostrou-se inibitério para Sal-
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monella typhimurium, a qual foi inibida ja
a concentracio de 3,5%. Em relagdo a Sal-
monella typhi o efeito inibidor surgiu a par-
tir da concentracdo de 3%. Verificamos ain-
da que o verde malaquita na concentragio
indicada, demonstrou capacidade de inibigéo
do crescimento para tédas as espécies iesta-
das, com excecdo de Salmonelle typhimurium
e Enterobacter.

No presente estudo um nimero maior de
amostras de Saelmonella, de diferentes gru-
pos sorolégicos, é examinado em relagio a
variadas concentracoes de cloreto de magné-
sio, em auséncia e presenga de verde de ma-
laquita, compondo-se seis variagbes do meio
proposto em relagio aos dois itens mencio-
nados.

MATERIAL E METODOS

MEero pe RApPAPORT

Soluco A ...l 100 ml
Solugio B ...t 10 ml
Solugo C ..ovvvviii it 3 ml

Solugdo A

Bacto Tryptone ............. 05 ¢

NaCL ..., 0,8

KH,PO, oo 0,16 g

Agua bidestilada ............. 100 ml
Solugio B

MeCl, .ot 40 ¢

Agua destilada ....... ... ..., 100 ml
Solugao C

Verde malaquita .............. 0,4 g

Agua destilada . ... ..l 100 ml

MoODIFICAGAO DO MEIO DE RAPPAPORT

Variagio 1
Solugho A ... .. .. il 100 ml
Solugio de MgCl,.6H.O a 209 10 ml

Variacido 2
Solugdo A .......coviiii... 100 ml
Solugdo de MgCl,.6H.0 a 259 10 ml

Variacio 3

Gl A 1
DOIMCHO A v v v v 1LUU i

Solugio de MgCl..6H.0 a 309% 10 ml

Variagio 4

Solugdo A ... . i 100 ml
Solugio de MgCl,.6H.,O a 20% 10 ml
Solugdo C ..o v i 3 ml

Variagao 5

Soluco A ... . it 100 ml
Solugdo de MgCl,.6H.0 a 25% 10 ml
Solugdo C ... 3 ml

Variagio 6

SolugAo A ... ... .l 100 ml
Solugdo de MgCl,.6H.0 a 30% 10 ml
Solugo C ..ot 3 ml

A soluciio A foi preparada de acdrdo com
a férmula original com o pH potenciometri-
camente ajustado a 6,8. Era a seguir fil-
trada em papel e esterilizada por autocla-
vacao a 120°C por 20 minutos.

As diferentes solugbes de cloreto de mag-
nésio foram preparadas a partir do sal
(Merck) com 6 moléculas de dgua de con-
densacdo. O péso molecular da 4gua foi
considerado para o preparo das solugfes de
diferentes concentragdes. As soluges tive-
ram seu pH ajustado também a 6,8, com o
auxilio de potenciémetro. A seguir, eram
filtradas em papel e esterilizadas por auto-
clavagdo a 120°C por 20 minutos.

A solugdo de verde malaquita foi prepa-
rada a partir do corante (Merck), filirada
em papel e esterilizada por autoclavagem a
120°C por 20 minutos.

As solugbes A, B e C eram assépticamente
misturadas e distribuidas em volumes de 5
ml por tubo. Antes do uso, os tubos eram
conservados no refrigerador a temperatura
de 4°C, durante o maximo de uma semana.

Amostras de Salmonells — As amostras
estudadas, num total de 30, pertencentes a
diferentes grupos sorolégicos do esquema de
Kauffmann-White, pertencem & colegdo de
culturas do Laboratério de Knterobaciérias,
do Instituto de Microbiologia da Universi-
dade Federal do Rio de Janeiro, e corres-
pondem aos seguintes sorotipos: grupo A:
S. paratyphi 4 var. durazzo; grupo B: S.
paratyphi B var. java, S. typhimurium, 5.
budapest, S. sandiego; grupo Cy: S. monte-
video, S. paratyphi; Cy: S. bovis-morbificans;
grupo D: S. typhi, S. gallinarum, S. pullo-
rum, S. beria, S. eastbourne; grupo E;: S.
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muenster, S. zanzibar, S. uganda, S. lexington,
S. meleagridis, S. anatum; grupo E,: S.
newington; grupo F: S. aberdeen, S. rubis-
law; grupo Gy: S. havana; grupo H: S. car-
raw; grupo 1: S. hvittingfoss, S. gaminara;
grupo J: S. kirkee; grupo L: S. minnesota;
grupo M: S. tel-aviv; grupo N: S. urbana.

Avaliagio das variagbes do Meio de En-
riquecimento de Rappaport — Para cada
uma das 30 amostras adotou-se o seguinte
procedimento: a partir de cultura com 24
horas, em caldo simples, eram feitas dilui-
¢Bes em solucio salina a 0,85%, na raz@o
de ordem 10 (107 % a 1078). :

De cada uma das dilui¢bes retirava-se 0,1
ml, diluia-se em 5 ml de salina e semeava-
s¢ 0,1 ml em cada uma das seis variantes do
meio de Rappaport. Do tubo com a suspen-
sio do germe em salina retirava-se, logo a
seguir, 0,1 ml ¢ semeava-se em placa con-
tendo Agar-Eosina — Azul de Metileno
(“EMB-Agar”, Difco). As placas eram in-
cubadas durante 24 horas a 37°C e a seguir
procedia-se & contagem do nimero de ger-
mes existentes no indculo.

Os tubos contendo as varia¢des do meio
de Rappaport e semeados com as diferentes
diluigbes eram também incubados durante 24
horas a 37°C. Posteriormente, retirava-se 0,1
ml de cada um e semeava-se em placas com
EMB-Agar (Difco), como ja descrito para
a contagem do namero de coldnias, a fim
de saber-se o nimero de germes existenies
apbs a passagem nos meios de enriqueci-
mento.

RESULTADOS

O resultado do comportamento dos 30 ti-
pos sorolégicos de Salmonella nas sels varia-
¢bes do meio de Rappaport é apresentado
na Tabela 1. Observa-se que nas formulas
3 e 6, poucos sio os lipos aos quais corres-
ponde um enriquecimento. Assim, das 30
amostras sdmente a S. typhimurium e S. zan-
zibar foram enriquecidas nesses meios en-
quanto S. paratyphi B na variacdo 6 e S.
urbana na variagdo 3, permaneceram com
namero inalterado. A S. kirkee, na variagio
3 mostrou enriquecimento, enquanto S. galli-
naruwm na variaciio 0, cresceu apenas ligeira-
mente.

Empregando as variagGes 2 e 5, observa-
mos o enriquecimento em niamero, das se-
guintes amostras: S. paratyphi B, S. bovis-
morbificans, S. gallinarum, S. zanzibar, S.
hovittingfoss, S. typhimurium, S. carrau, S.

uganda, S. tel-aviv, S. meleagridis, S. lex-
ington, S. gaminara, S. havana, S. montevi-
deo, S. sandiego, S. berta, S. rubislaw e S.
minnesota.

No meio com 2,5% de cloreto de magné-
sio e em auséncia de verde malaquita (va-
riagiio 2), houve enriquecimento, além das
amostras acima mencionadas, de S. anatum,
S. aberdeen, S. newington, S. paratyphi A,
S. budapest, S. eastbourne, S. kirkee e S.
urbana.

Quase todos os germes foram enriquecidos
quando semeados nas variagoes 1 e 4. Cons-
tituem exce¢bes as amostras de S. pullorum,
S. aberdeen, S. newington, S. typhi, S. kir-
kee, e S. urbana, que foram inibidas na va-
riacio 4, ¢ as amostras de S. muenster, e
S. paratyphi C, que foram inibidas nas duas
variagoes (1 e 4).

Verificando a percentagem das amos-
tras enriquecidas nas diferentes variagdes ob-
serva-se o seguinte: na variacdo 1, foram
enriquecidas 93,5% das amostras; na va-
riacio 2, 90,0% das amosiras; na variacio
3, 10,09%; na variagio 4, 73,3%; na va-
riacdo 5, 60,0% e na variagdo 6, 10,0%
das amostras., IFsses dados estdo grafica-
mente representados na Fig. 1.

30:
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Lé‘ 15: % % %
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Fig. 1 — Propor¢éo relativa do crescimento de

30 amostras de Salmonells em seis variacbes do
meio de RAPPAPORT
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DISCUSSAO

Os dados apresentados vém comprovar os
resultados anteriores de FarLcio & col. * %,
de que a concentragdo de 4% de cloreto de
magnésio é excessiva para salmonelas pois
mesmo com a concentracdo de 3%, poucas
foram as amosiras capazes de crescimento,
quer na presenga, quer na auséncia de ver-
de malaquita. Verificamos por outro lado
o efeito inibidor do corante sbbre muitas
das amostras de Salmonella estudadas.

A concentraciio ideal para o enriquecimen-
to désses germes seria a de 2%, na auséncia
de verde malaquita. Em tal concentragio,
porém, ésse meio nfo serviria como inibidor
de outras enterobactérias constituintes da flo-
ra fecal, principalmente na auséncia do co-
rante, conforme comprovamos anteriormen-
te 5.

Como dissemos, quiros Aulores consegui-
ram bons resultados com a concentragio de
4% de cloreto de magnésio®* ™, Esse sal
usualmente apresenta-se no comércio com 0
moléculas de 4dgua de condensagdo & 7 % 1% 1%
4, Entretanto RAPPAPORT & col., ao descre-
verem seu meio, bem como os outros Autores
acima mencionados, ndo fizeram gualquer re-
feréncia a hidratagio no sal wtilizado, indi-
cando apenas que a solugdo de cloreto de mag-
nésio foi preparada pela adigio de 40 g de
MgCl, em 100 ml de 4gua destilada. Acre-
ditamos que o sal empregado pelos mesmos
incluia as moléculas de agua, mas que as mes-
mas nio foram consideradas no preparo da
solugéio a 40%. Caso tal hipétese seja valida,
a concentragio final seria de 1,8%, e ndo de
4% .

Hoorer & JENkINs ?, estudando ésse meio,
verificaram sua eficicia para o isolamento de
salmonelas, mas referem-se a alteragfio de con-
centracio, dizendo que ao dissolver 40 g de
sal de magnésio em 100 ml de &gua, o volu-
me final da solugio corresponde a 120 ml,
dando a concentracio de 33,3%. Como o
meio completo contém 10 ml dessa solugdo
em 100 ml, a conceniracdo final de cloreto
de magnésio no meio, passaria para 2,9%,
ndo sendo, porlanto, de 49 conforme indi-
cacdo do trabalho original.

Nos trabalhos de StuarT & PrviNick *®
e de Tveson & Kovacs®, os Autores afir-
mam ter trabalhado com sal hidratado. Co-
mo empregaram 40 g désse sal em 100 ml
de Agua, tiveram do ingrediente béasico uma
concentracio real menor.

Acreditamos que os outros Aulores que
niio conseguiram bons resultados com o meio

de RapPAPORT *% *® assim como nés mes-
mos % °, em todos os casos trabalharam com
solucio de cloreto de magnésio com a con-
centracdo corrigida em relagio a dgua de
condensagao.

Temos ainda a acrescentar que as con-
centracdes de 2,0%, 2,5%, 3,0%, 3.5% e
4,09% de clorelo de magnésio, correspondem
na realidade a 1,8%, 2,2%, 2,7%, 3,1% e
3,6%, porque o volume final do meio, apés
juntar as solugbes A, B ¢ C corresponde a
113 ml e nfio a 100 ml.

Através dos presentes resultados verifica-
mos que nfo had perfeita concordincia de
comportamento entre grupos e lipos sorolo-
gicos de salmonela frente as 6 variagBes do
melo de Rappaport. Assim, das quatro amos-
tras pertencentes ao grupo B, S. typhimurium
foi enriquecida nas 6 variagBes, S. paraty-
phi B e Salmonella sandiego nas variagbes
1, 2, 4 e 5, enquanto Salmonella budapest
apenas nas variagbes 1, 2 e 4.

Estudamos duas -amostras pertencentes ao
grupo C, e verificanios que a amostra de
Salmonella montevideo fol enriquecida nas
variagbes 1, 2, 4 e 5, enquanto a amosira
de Salmonelle paratyphi C fol inibida nas
sels variagoes.

Para amosiras do grupo D, utilizamos S.
gallinarum, S. berta, S. eastbourne, S. pul-
lorum e S. typhi. A primeira foi enrique-
cida nas variagbes 1, 2, 4, 5 e na variagéo
6 manteve-se praticamente inalterada. A
segunda foi enriquecida nas variagbes 1, 2,
4 e 5. A terceira nas variagbes 1, 2 e 4.
A amostra de S. pullorum s6 mostrou enri-
quecimento na variagio 1, enquanto S. typhi
nas variagbes 1 e 2.

Em relagfio as amostras do grupo E, houve
também diversificagdo de comportamento.
Assim, a amostra de S. zanzibar foi enrique-
cida nas 6 variagdes e S. muenster, ao con-
trario, inibida nas 6. S. lexingion, S. me-
leagridis e S. uganda sofreram enriqueci-
mento diante das variagbes 1, 2, 4 e 5. A
amostra de S. anatum foi enriquecida somen-
te com as variacBes 1, 2 e 4, e a amostra
de S. newington nas variagdes 1 e¢ 2. Em
relacio as salmonelas pertencentes a &sse
grupo ha discordancia entre os Autores que
trabalharam com ésse meio. Assim, CoL-
tarRD & Unwin 3, disseram ser éle inferior
aos meios de selenito e tetrationato para o
isolamento de salmonelas do grupo sorolé-
gico E, com o que discordam Iveson & col.*
e AnpersoNn & KENNEDY ™.
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Em relagdo as amostras do grupo F, ve-
rificamos que a amosira de S. aberdeen foi
enriquecida nas variacbes 1 e 2, e S. rubis-
law, nas variacbes 1, 2, 4 e 5.

Estudamos duas amostras do grupo I,
Salmonella hvistingfoss e Salmonella gami-
nara, sendo que as duas apresentaram o
mesmo comportamento, isto. é, foram enri-
quecidas quando semeadas nas variagbes 1,

2,4 e 5.

SUMMARY

Growth and viability of Salmonella in several
modifications of the RAPPAPORT culture
medium.

The potentialities of Rappaport’s medium
as a selective growth medium for Salmonella
organisms was investigated by varying the
original magnesium chloride and malachite
green concentrations in relation to 30 strains
of Salmonelle of different serotypes.

Three per cent magnesium chloride salt
concentration was inhibitory for most sirains
tested, and malachite green, in the original
concentration similarly suppressed growth of
many serotypes. Only 2.0 per cent magne-
sium chloride in the absence of malachite
green would not suppress growth of the
Salmonella strains. In fact, when a solution
is prepared with the magnesium chloride salt,
usually available in the market, which is hy-
drated with six water molecules, the 4.0 per
cent weight/volume solution of the original
salt corresponds actually to only 1.8 per
cent of magnesium chloride which, perhaps,
would explain some discrepancies in the lite-
rature dealing with the use of Rappaport’s
medium.

In velation to each variation of Rappa-
port’s medium tested, the behaviour of the
main serogroups of Salmonella was discussed.
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PESQUISA DE AGLUTININAS ANTI-LEPTOSPIRA EM SOROS
DE TRABALHADOCRES DE DIVERSAS PROFISSOES

C. A. SanTA ROsa (), A, L. CosciNna (2), A. F. Pestana de Castro (1),
A. S. da Smva (1) e J. C. QuEIR0Z (1)

RESUMO

Néste trabalho foram examinadas 1.766 amostras de soros humanos assim
distribuidas: 317 soros de trabalhadores do servico de limpeza urbana da cidade
de Séo Paulo, 172 funcionérios do Departamento de Aguas e Esgotos (DAE) da
mesma cidade ¢ 1.277 trabalhadores de campo.

Dos 317 empregados da limpeza urbana, 128 trabalhavam diretamente na
coleta de lixo, 66 na limpeza de bueiros e 21 na limpeza de corregos e galerias
pluviais. Os restantes eram funcionérios de escritério, fiscais, motoristas, etc,,
sem nenhum contato com lixo ou dguas poluidas. Nos 172 empregados do DAE,
147 estavam em contato com esgotos ou Aguas poluidas e os demais eram mecé-
nicos, auxiliares de pedreiro, etc. Entre os 1.277 trabalhadores rurais, 60 traba-
lhavam em fazendas de criagio dos quais 16 ordenhadores, dois ajudantes de
ordenha, um faxineiro de estdbulo, um administrador e 40 tratadores de suinos.

Os restantes 1.217 haviam trabalhado ou ainda trabalhavam no plantio e co-
lheita de diversas culturas principalmente canaviais,

Foi usado como método sorolégico a soroaglutinagio microscépica e como anti-
genos 22 sorotipos de leptospira, culturas vivas entre os 4.° ¢ 7.° dias de

crescimento.

Como titulo final na soroaglutinagio foi considerada a mais alta di-

luicio de sbéro que em contato com o antigeno mostrou 50% de leptospiras

aglutinadas.

Os resultados do teste se acham nas Tabelas T e II.

INTRODUCAO

As leptospiroses humanas em geral estdo
associadas a circunstincias ou ocupagdes nas
quais o individuo teve contato com leptos-
piras diretamente pela urina de ratos ou
outros animais domésticos e silvestres ou in-
diretamente através da dgua ou solo timido
contaminados. E sabido que a leptospirose
esta relacionada enire as doencas ocupacio-
nais. Os veterinarios, os magarefes, traba-
lhadores das rédes de esgotos, minas de car-
vio, estdo entre os profissionais mais su-
jeitos a infeccio por leptospiras. O contato
direto com animais domésticos também traz
0 mesmo risco seja no caso dos empregados
em fazendas de criagho, ordenhadores, trata-

(1) Do Instituto Bioloégico de S&o0 Paulo, Brasil

dores de animais ou nos marchantes e maga-
refes ja citados ou em todos aquéles que tém
contato com carcassas de animais nos aba-
tedouros. HAa outras profissGes, porém, como
a de pedreiro, que em cerias circunstancias
podem envolver riscos de infecgio por lep-
tospiras. Trabalhadores de campo, em arro-
zais, em canaviais e mesmo em hortas po-
dem também estar sujeitos & leptospirose. Na
literatura internacional sfo muitas as cita-
¢oes de casos de doenca de Weil associados
a atividade profissional dos pacientes™ ™
15,16,17, 18 (g inquéritos soroldgicos, com a
finalidade de verificar anticorpos especificos
para leptospiras em diferentes grupos ocupa-

(2) Do Hospital do Servidor Publico Estadual, Sdo Paulo, Brasil
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cionais s#o, entretanto, relativamente poucos.
Junck 1°) examinando 160 trabalhadores de
canais em Berlim, encontrou oito casos po-
sitivos para icterohaemorrhagiae (5%) e um
caso para grippotyphosa (0,69%). FucHs®,
examinando o s6ro de 487 individuos consi-
derados por éle como trabalhadores em “pro-
fissbes sujas” e em minas de carvio, encon-
trou 14 casos positivos para icterohemorrha-
giae (3,29%) assim discriminados: 4,9% en-
tre os trabalhadores de esgotos; 7,4% entre
os lixeiros e 0,99 entre os varredores de
ruas. Nos FEstados Unidos, MiLLER **, em
uma investigacdo sorolégica em 288 soros de
trabalhadores de campo (fazendas de gado
leiteiro e de corte) encontrou uma incidén-
cia de 2,9% nos dois grupos ocupacionais.
No Brasil, CorrEa & col.* examinando 403
individuos dos quais 316 trabalhavam na
época em coleta de lixo, registraram uma ta-
xa global de 2,979 de positividade. Na
maioria dos casos o sorotipo envolvido foi
icterohaemorrhagioe. MAGALDI **, examinan-
do soros de 200 funcionirios trabalhadores
da réde de esgotos de S&o Paulo, encontrou
28,5% de positividade para diversos soro-
tipos de leptospiras. Oulros inquéritos ja
foram realizados no Brasil entre pessoas de
diversas grupos profissionais ou que pelo
seu modo de vida pudessem contrair a in-
fecgdo por leptospiras % & 9 13,

MATERIAL E METODOS

Foram colhidos cérca de 5 ml de sangue
de cada individuo, tendo sido examinado um
total de 1.766 amostras assim ditribuidas:
317 soros de irabalhadores do Setor de lim-
peza publica da Prefeitura da cidade de S#o
Paulo, 172 soros de funcionéarios do Depar-
tamento de Aguas e Esgotos (DAE) na mes-
ma cidade e 1.277 soros de trabalhadores
de campo. Dos 317 empregados da lim-
peza publica, 128 trabalhavam diretamente
na coleta de lixo, 66 na limpeza de bueiros e
21 na limpeza de cérregos. Os 102 restan-
tes trabalhavam como auxiliar de escrité-
rio, cozinheiro ou auxiliar de cozinha, fis-
cais, motoristas, enfermeiro, etc.
nham, portanto, nenhum coniaio
ou aguas poluidas.

No grupe dos trabalhadores do DAE, 147
estavam em contato direto com esgotos ou
dguas poluidas, seis eram mecanicos, trés
pintore$, seis auxiliares de pedreiro e 10
funcionarios de escritério,

Dos trabalhadores de

v carnmn &0
/08 naadres ae  campo, Ou

ocupados em fazendas de criagdo dos quais

16 ordenhadores, dois ajudantes de orde-
nha, um faxineiro de estabulo, um adminis-
trador e 40 tratadores de suinos; os 1.217
restantes eram trabalhadores em plantio e
colheita de diversas culturas, principalmen-
te canaviais.

O método usado néste trabalho foi o da
soroaglutinagiio microscépica em campo es-
curo, segundo GALTON’ sendo que aqui os
soros foram diluidos de 1/200 até 1/6.400
tendo-se como antigenos culturas vivas de
leptospiras, em meio de Korthoff, cultivadas
a 28°C e usadas entre o 4.° e o 7.° dias
de crescimento. Os soros foram diluidos
inicialmente a 1/100 em solucfo fisio-
légica. Com a adigio dos antigenos, em vo-
lumes iguais de sbro: antigeno, esta diluicio
passou a ser 1/200. As amostras que foram
positivas nesta diluigdo foram posteriormente
testadas em diluigGes maiores, a razdo de
dois.

Néste experimento a bateria de antigenos
foi composta de 22 sorotipos a saber:

Sorotipo Amostra
1 — icterohaemorrhagiace RGA
2 — canicola - Hond Utrecht
3 — pomona Pomona
4 — grippotyphosa Moskva V
5 — guidae RP 29
6 — sejroe M 84
7 — australis Ballico
8 — bataviae Van Tienen
9 — szwajizak Szwajizak
10 — ballum Mus 127
11 — wolffi 3705
12 — panama Panama
13 — hebdomadis Hebdomadis
14 — cynoptert 3522 C
15 — sentot Sentot
16 — pyrogenis Salinem
17 — saxkoebing Mus 24
18 — javanica Veldrat Bat. 46
19 — poi Poi '
20 — autwmnalis Akiyami A
21 — djasiman Djasiman
22 — andamana CH 1L

Como titulo final foi considerada a mais
alta diluicBo do séro que em contato com
o antigeno mostrou uma reacgio de duas cru-
zes, ou seja, 50% de leptospiras agluiinadas
por campo.
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RESULTADOS

Um total de 1.766 soros humanos, em trés
grupos ocupacionais diferentes foi examina-
do. A Tabela I mostra o nimero de soros
positivos em cada grupo e a respectiva per-
centagem. Os resultados detalhados dos tes-
tes de soroaglutinacio mostram na Tabela
Il que no grupo de trabalhadores da lim-
peza urbana 31 amostras (9,7%) dentre 317
examinadas foram positivas. Néste grupo o
titulo de 1/200 foi o mais freqiiente, encon-
trado em nove sorotipos diferentes: icterphae-
morrhagiae, canicola, grippotyphosa, qustra-
lis, wolffi, cynopteri, saxkoebing, poi e anda-
mana. Quatro soros reagiram ao titulo de
1/400 com os sorotipos icterohaemorrhagiae,
grippotyphosa, pyrogenis e poi; apenas um
sbro reagiu a 1/800, o que se deu com o
sorotipo pot e também um s6 para o titulo
de 1/1.600 com o sorotipo icterohaemorrha-
glae.

TABELA I

Numeros de soros positivos em cada grupo com
respectiva percentagem

l\ggrodse No de
Ocupacio exami- SOros 9%
positivos
nados
Trabalhadores da
limpeza publica 317 | 31 9,7
Trabalhadores na
réde de esgotos 172 | 1 0,5
Trabalhadores de
campo 1.277 69 5,4
Total 1.766 101 5,7

No grupo de trabalhadores da réde de es-
gotos (DAE) apenas um (0,5%) sbro foi
positivo dentre os 172 examinados; o soro-
tipo em aprégo foi poi.

E finalmente, no grupo de trabalhadores
de campo 69 amostras (5,4%) dentre 1.277,
foram positivas, sendo ainda o titulo de
1/200 o mais freqiiente e notado em quatro
sorotipos diferentes: canicola, grippotyphosa,
pomona e bataviae. Duas amostras reagiram
ao titulo de 1/400 para o sorotipo grippo-
typhosa, enquanto 22 reagiram a 1/800 sen-
do 16 para icterohaemorrhagiae, 2 para ca-
nicola, 2 para pomona e 2 para sejroe; néste
grupo apenas um sdro reagiu ao titulo de
1/1.600, o que se deu para o sorotipo sejroe.

DISCUSSAO

A maioria das leptospiroses humanas tem
origem em agua contaminada ou objetos tmi-
dos contaminados com a urina de animais
portadores. Intimeros sdo os trabalhos de
pesquisa mostrando que roedores, marsupiais
e outras espécies silvestres sfio reservatérios
de leptospiras. Animais domésticos também
sdo hoje reconhecidos como disseminadores
de leptospiras patogénicas, se bem que tem-
porariamente. E a urina do homem infe-
tado pode, por acaso, ser também dissemi-
nadora da doencga *°.

Pelos resultados obtidos fica mais uma vez
evidente que também aqui no Brasil a lep-
tospirose ocorre entre as diversas profissGes
estudadas.

No primeiro grupo de irabalhadores exami-
nados, o da limpeza publica, com 31 reagdes
positivas, encontrou-se a maior percentagem,
9,7%. Néle estavam individuos que coleta-
vam o lixo da cidade, tendo, portanto, con-
tato com t6da sorte de restos de materiais
de diversas origens, embora sua exposicdo
fosse relativa, pois usam luvas e calgados.
Todos os soros que aglutinaram para o so-
rotipo poi provinham de individuos em tais
condi¢bes e que trabalhavam na coleta de
lixo pelo menos ha um ano e anteriormente
haviam trabalhado como operarios de fabri-
cas diversas ou ajudantes de caminhio, sen-
do que um déles trabalhara na lavoura, Co-
mo antecedentes patolégicos alguns dentre
éles declararam apenas gripes. Dos soros que
aglutinaram para icterohaemorrhagiae trés
eram de trabalhadores em desobstrucio de
bueiros ¢ limpeza de cérregos, um trabalha-
va na limpeza interna e o outro era moto-
rista. Déles, apenas um declarou ter tido
hé algum tempo uma intoxica¢io. Foi o que
anteriormente trabalhara em uma metalir-
gica e cujo sbéro aglutinou com o titulo mais
elevado, 1/1.600. Os dois soros que agluti-
naram para o sorotipo canicola eram de tra-
balhadores da limpeza de cérregos. Quatro
soros aglutinaram para grippotyphosa; trés
eram de trabalhadores na limpeza de buei-
ros, ha apenas seis meses, um déles com an-
tecedentes ictéricos e o outro era de traba-
lhador na coleta de lixo propriamente dita.
Outros sorotipos tais como pyrogenis, austra-
lis, cynopteri e saxkoebing foram encontra-
dos, em soros de trabalhadores em limpeza
de bueiros e sem antecedentes que lembras-
sem leptospirose. Déstes sorolipos, pyrogenis
e saxkoebing ja haviam sido detectados em
soros humanos em trabalhos anteriores % ' *%,
Deve-se ressaltar também o achado de 5 amos-
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tras de séro de trabalhadores em limpeza de
bueiros, aglutinando para o sorotipo anda-
mana, pelo fato de CorrEa & col.® ja ha-
verem isolado tal sorotipo em um caso hu-
mano fatal num hospital de Sdo Paulo.

No grupo de trabalhadores da réde de es-
gotos (DAE) apenas um soro foi positivo.
Tal fato chamou a atencio dos Autores pois
MacaLpr ¥ havia encontrado anteriormente
em grupo semelhante a taxa de 28,5%. Se-
ria de se esperar, pois, que néste trabalho se
encontrasse uma taxa que pelo menos se apro-
ximasse aquela, levando-se em consideraciio
que 147 daqueles trabalhadores estavam em
contato direto com esgotos.

O terceiro grupo estudado, ou seja, o de
trabalhadores no campo deu 69 (54%) rea-
¢bes positivas. Foram encontrados anticor-
pos para os sorotipos canicola, grippotyphosa,
icterohaemorrhagiae, pomona, sejroe e bata-
vige. Deéstes sorotipos apenas um ji havia
sido relatado néste tipo de trabalhadores em
levantamento feito por HyAkUTAKE & col. ®.
Néste grupo os resultados foram mais coe-
rentes com a fungio dos individuos, que no
anterior. Assim, no soro de dois ordenha-
dores foram encontrados anticorpos para ca-
nicola ao titulo de 1/800 e no do adminis-
trador de uma fazenda, anticorpos para ba-
tavige ao titulo de 1/200. Sendo ambos ho-
mens de campo, em contato permanente com
animais, provavelmente tiveram contato com
tais sorotipos de leptospira através déles. Os
demais sorotipos foram encontrados em tra-
balhadores de culturas diversas, principal-
mente canaviais. Os canaviais sfo “habitat”
muito procurado por animais silvestres, prin-
cipalmente roedores. Facil é, portanto, que
os cortadores de cana se contaminem durante
o trabalho, indiretamente através dos roedo-
res que funcionam como reservatorio de lep-
tospiras e que as eliminam nos canaviais
através da urina.

SUMMARY

A survey for leptospiral antibodies among
workers of several occupations

A serological investigation for the pre-
sence of leptospiral antibodies was carried
out in 1766 human serum samples, from
various occupations, in the State of Sdo Pau-
lo (Brazil) as follows: 317 garbage collec-
tors in the city of S0 Paulo, 172 sewer wor-
kers in the same city and 1277 field labo-
rers (dairy workers, hog workers, sugar ca-
ne cutlers, etc.). Most of the people were

engaged in work that had to be performed
on or in water. The test used in this survey
was the microscopic agglutination, in tubes,
using 22 leptospiral serotypes as live antigens.
Details of the results are shown in Table

IT.

From field workers, 69 samples (5.4%)
out of 1277 were positive most frequently for
strains of serogroups canicola, icterohaemor-
rhagiae, grippotyphosa, pomona and bata-
vige. Only one sera reacted to the serogroup
hebdomadis (sevotype sejroe) with a titer
of 1/1600, the highest found in the test. From
garbage collectors 31 samples (9.7%) out
of 317 were posilive. The reactions were pre-
dominantely positive for strains of serogroups
icterohaemorrhagiae, canicola, grippotyphosa
and andamana,

In a total of 172 sera examined from sewer
workers, only one sera (0.5%) reacted po-
sitively.
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INFLUENCE OF STREPTOMYCIN ON THE PRODUCTION OF
PYOCYANIN BY PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Flavio ALTERTHUM (1)

SUMMARY

The production of pyocyanin by Pseudomonas aeruginosa can be influenced
by a great many factors including some antibiotics. The literature on this last
aspect is controversial particularly as regards the action of streptomycin. In this
paper it was shown that the addition of varying concentrations of streptomycin to
cultures of Pseudomonas aeruginosa in Sabouraud-maltose plus 2 per cent glycerin
results in an increase in the production of pyocyanin up to 300 pg of streptomycin;
higher amounts of the antibiotics produce no further increase in chromogenesis.
It was verified that the increase is due to the selection of microorganisms more
capable of producing pyocyanin, These two properties, chromogenic ability and
resistance to streptomycin are therefore linked.

INTRODUCTION

One of the more interesting aspects of the
biology of Pseudomonas aeruginosa is its ca-
pacity to produce pyocyanin, a pigment with
an unique array of poperties but whose role
in the physiology of that microorganism re-
mains unknown.

Many factors are able to influence, in dif-
ferent ways, the biosynthesis of pyocyanin.
By varying the composition of the culture
medium, for instance, one may considerably
enhance the production of the pigment or,
on the conlrary, decrease it or even suppress
it completely. On the other hand it is quite
obvious that different strains of Pseudomo-
nas aeruginose may also differ in their pyo-
cyanin producing capacity and no amount of
juggling with the composition of the culture
medium will increase, beyond a certain point,
the amount of pigment synthesized by a poor
producer.

The influence of antibiotics on the produc-
tion of pyocyanin has also been studied, some-
times with conflicting results.

This paper is partially based on the Author’s doctorate thesis.

The first studies on the subject are due to
SELIGMANN & WassERMANN ** who observed
that strains of Pseudomonas aeruginosa re-
sistant to streptomycin (up to 50,000 mg/1)
produced pigment when grown on nutrient
agar, whereas sensitive strains (64 mg/1)
were quite non-chromogenic; they also observ-
ed that the resistant strains did not grow as
well as the sensitive ones in this medium.
They concluded that the action of the anti-
biotics was due to a change in the metabolic
activity of the microorganisms rather than
to a selection of mutant strains, since when
grown in the absence of the drug for six
months they resumed their original capacity
to produce pyocyanin.

Gamvor & WiLLiamson ® obtained “floc-
culent” variants of a strain of Pseudomonas
aeruginosa; they showed that the smooth
parent strain was a better producer of pig-
ment and was streplomycin-resistant, whereas
the “flocculent” variants were streptomycin-
sensitive and unable to produce the pigment.
A correlation between resistance to streptomy-
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cin and pigment production was also noted
by Awnprievu et al.»? On the other hand
Fuyrra 7, studying the elfect of several anli-
biotics on Pseudomonas aeruginosa, observed
no interference with pigment production, with
one exception: it was significantly inhibited
by chloramphenicol. This action of chloram-
phenicol was confirmed by SCHNEIERSON et
al. *®; they also showed that erithromycin had
the same effect whereas streptomycin in the
concentration of 100 mg/l had none.

Havrern et al. *, working with resting cell
suspensions of  Pseudomonas  aeruginosa
observed that chloramphenicol inhibited the
synthesis of pyocyanin if added during the
lag phase of production. This phase, that
lasts around 6 hours (either for resting cell
suspensions or for growing cultures (Franx
& De Moss ¢, Grossowicz et al. 2, is explain-
ed by HALPERN et al.*® as the time needed
for the synthesis of a precursor. For this
reason the addition of the drug after 6 hours
had no effect.

Finally, Parx et al.*" observed that strep-
tomycin and kanamycin stimulated pyocya-
nin production whereas neomycin and ery-
thromyecin inhibited it.

In this paper we have tried to establish
the true effect of streptomycin on pyocyanin
production. For this a quantitative study was
considered necessary. To avoid a possible
source of error due to the composition of the
culture medium we have used that which in
our experience has given a maximum yield
of pyocyanin and pratically no pyoverdin:
Sabouraud maltose with the addition of 2%
glycerol. MARTINEAU & FORGET * and Davis
et al.® showed that in Sabouraud maltose
pyocyanin was produced earlier and more
abundantly than in other media. On the
other hand it has been known for some time
that glycerol increases the production of
pyocyanin ® *°, It has also been shown
(Brackwoop & Neisu ?; INncram & Brack-
woob *; CHanc & Brackwoob *) that gly-
cerol furnishes C atoms for the biosynthesis
of pyocyanin. We used a liquid medium to
facilitate the dosage of the pigment.

MATERIALS AND METHODS

Organism — In this work we used a
strain of Pseudomonas aeruginosa from our
collection, originally isolated from a fatal
case of meningitis.

Obtention of sensittve and resistant strains
— From the original strain of Pseudomonas

aeruginosa, sensitive (125 mg/l) and resis-
tant (> 100,000 mg/1) strains were obtain-
ed by the classical replica plating technique
of LEDERBERG & LEDERBERG .

Antibiotic  solution — The solution of
sireptomycin sulphate (obtained from I'on-
toura Wyeth S. A.) were prepared by dis-
solving the required amount of the salt in
the culture medium.

Culture medium — The composition of
the eulture medium was the following: Bacto
Peptone (Difco), 10 g; maltose (Merck),
40 g; glycerol (Merck), 20 ml; distilled
water q.s.p. one liter. Whenever a solid
medium was used 15 g of agar (Difco)
were added. The final pH was 7.2.

Standard cell suspension — The sediment
from a 24 hour culture of Pseudomonas
aeruginosa in the above medium was washed
with saline and the turbidity brought to 8.°
{(approximately 6.3 X 10° cells/ml) in a
Coleman Photonephelometer. One ml of this
suspension added to 99 ml of culture me-
dium was the standard cell suspension.

Incubation — In all experiments 25 X 250
mm tubes containing a final volume of 10
ml, were placed in a reciprocaling shaker
(100 shakes/min), in an inclined position
(30°) and incubated at 37°C.

Pyocyanin determination — The method
of Frank & DE Moss ® was used with a few
modifications: a) 2 ml of the culture and
2 ml of 20 per cent trichloracetic acid were
mixed in a cenirifuge tube; b) the mixture
was boiled for 10 minutes, cooled and cen-
trifuged; ¢) 2 ml of the supernatant were
placed in the spectrophotometer cuvetie; 2
ml of a 2M Tris solution were added to
develop the colour fully; d) the optical den-
sity was read in a Coleman Jr. II Spectro-
photometer at 690 mu; e) the values were
calculated from a standard curve. In the
preparation of this curve the pyocyanin was
added to cultures of Pseudomonas acruginosa
grown in such a way that no pigment was
produced.

RESULTS

Influence of streptomycin in the final yields
of pyocyanin — The final yields of pyocya-
nin from cultures grown in the presence of
100, 200, 300, 400 and 500 mg/! of strepto-
mycin ‘were compared with the yield in the
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absence of the antibiotic. For each concen-
tration, 14 tubes were prepared and for each
determination 2 were used. The results are
presented in Table I, and plotted in Fig. 1.
They show quite plainly that the addition
of increasing amounts of streptomycin leads
to an increase in the final yield of pyocyanin
albeit retarding the moment where maximum
production is reached. It is also apparent
that amounts of antibiotic above 300-400
mg/1 do not significantly promote a further
increase in pyocianin production.

Influence of streptomycin on the growth
curve of Pseudomonas aeruginosa — The
normal growth curve was compared with
the curve obtained in the presence of 300
mg/l of streptomycin. Viable counts were
performed at suitable intervals and the re-
sults are plotted in Fig. 2. During the first
5 hours that amount of streptomycin induces
a significant reduction in the number of
viable organisms. Henceforth, growth is
resumed until it reaches a level similar to
that of the normal curve, although much
later.

TABLE I

Influence of streptomycin on the final yields of pyocyanin

Streptomycin Amounts of pyocyanin produced (mg/l)
added
(mg/1) 24 hs 36 hs 48 hs 60 hs 72 hs 84 hs 96 hs
Blank 8 15 22 24 29 31 E 33
100 50 124 129 126 134 133 128
200 52 134 184 198 213 204 191
300 7 108 235 250 270 263 260
400 1 79 217 271 282 257 279
500 . 45 192 270 268 272 279
o) AB00 mg/I|
%400 mg/!
X x300 mg/I
rosoard
< 200+ A 4200mg/I
(@]
£
=
2
@
N ¢/00mg/I
S
S 100+
a.
o -0 CONTROL
O | I
12 84 96 HOURS

Fig. 1. — Influence. of streptomycin in the final. yields of pyocyanin
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Fig. 2 — Influence of streptomycin on the growth curve of Pseudomonas aeruginosa

Influence of different amounts of strepto-
mycin on the first 5 hours of growth — Start-
ing from a suspension containing 5.9 X 10°
cells/ml, several survival curves were prepar-

ed with amounts of streptomycin varying

from 50 to 800 mg/l. The results are present-
ed in Fig, 3. Again it is shown that amounts
of streptomycin above 400 mg/l do not sig-
nificantly produce further reductions in the

number of viable organisms,
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Production of pyocyanin by sensitive and
resistant strains of Pseudomonas aeruginosa
— The results of this experiment are pre-
sented in Table II and show very clearly that
sensitive strains are .poor pyocyanin pro-
ducers whereas the resistant ones are good
producers; in this latter case the final yields
are identical whether the medium contains
streptomycin or not.

of streptomycin and approximately after 60-
72 hours with 300 mg/l or more. In a study
of the influence of antibiotics on the pro-
duction of pyocyanin this must be taken in
consideration and the results cannot be read
after an arbitrarily established number of
hours (24 hours in most cases). This may
explain some of the conilicting results found
in the literature.

TABLE 1T

Production of pyocyanin by sensitive and resistant strains of Pseudomonas aeruginosa

. Pyocyanin produced after 60 hours (mg/l)
Strains of
Pseudomonas

i Medium without Medium containing 300 mg/1
aeruginosa R . X

streptomycin of streptomycin

Original 24 240
Sensitive 4 no growth
Resistant 250 260

DISCUSSION

From the results presented in Table I
and plotted in Fig. 1, it is evident that the
addition of streptomycin to cultures of Pseu-
domonas aeruginosa brings about an increase
in the production of pyocyanin, This effect
bears a relationship to the amount of anti-
biotic used, up to 300 pg/ml. With larger
doses there is no further significant increase.
These results are in disagreement with those
of ScHNEIERSON et al. *® but confirm those
of ParK et al. ™. Another fact emerges from
the analysis of the production curves: as the
amount of streptomycin increases, the maxi-
mum yields are obtained progressively later.
It has been shown (Grosser & Frieprice **;
Grossowicz et al.’?, and Frank & DE Moss®)
that the production of pyocyanin begins after
a 6-8 hour lag which corresponds to the ex-
ponential growth phase of the organism. Mea-
surable amounts of pyocyanin begin to appear
at the end of this phase. In our experiments
pyocyanin began to appear in the medium
without streptomycin after 12 hours. The
addition of the antibiotic caused a delay in
the production of the pigment which may be
explained by the initial killing of part of
the microbial population thus retarding the
onset of growth (Fig. 2) and, therefore, the
production of pyocyanin. Maximum yields
are reached after 36 hours with 100 mg/l

One explanation of these results is suggest-
ed by the work of Anprievu et al.? and of
SELIGMANN & WassERMANN ¥, who postulate
a direct interference of streptomycin upon
the metabolic pathways of Pseudomonas ae-
ruginosa. The latter Authors, as a matter
of fact, insist that “it seems to be beyond
doubt that experimentally induced strepto-
mycin resistance is correlated with regular
changes in metabolic activities, The possibi.
lity of biological selection plays a minor part,
if any, in these experiments”,

This hypothesis seemed to us quite unte-
nable. It seemed more logical to admit that
the pigment producing capacity is geneti-
cally controlled and is in some way linked
to an increased resistance to streptomycin.
The action of the antibiotic, therefore, would
be selective, destroying the sensitive orga-
nisms, which are also less capable of produc-
ing pyocyanin. II this is true, one must of
necessity have three consequences:

1) it is possible to obtain spontaneous mu-
tant which are simultaneously resistant
to streptomycin and better pyocyanin
producers;

2) these two characteristics are genetically
linked;

3) these streptomycin-resistant organisms
will produce greater amounts of pyocya-
nin even in the absence of the antibiotic.
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Using Lederberg’s replica plating technique
we isolated, from the original sirain, sensi-
tive and.highly resistant strains. The resis-
tant strain produced equal amounts of pyo-
cyanin whether in the presence or in the
absence of streptomycin whereas the sensi-
live sirain was unable to grow in the pre-
sence of 300 mg/l of streptomycin and
produced practically no pyocyanin in medium
devoid of streptomycin. These results are
presented in Table II.

The resulis plotted in Fig. 2, furnish addi-
tional evidence for this hypothesis, since they
show quite clearly that in the presence of
300 mg/1 of streptomycin the greater part of

the microbial population is destroyed; the
remaining organisms are obviously the resis.
tant mutants. They also explain the delay
in reaching the maximum yield when the
microorganism is grown in the presence of
streptomycin.

The results presented in Fig, 3, show quite
clearly the effect of the antibiotic dose on
the size of the viable population within the
first 5 hours. The reduction closely parallels
the dosage of streptomycin until 300-400 mg/1
are used. From then on the effect is not
significant. This is also in agreement with
the hypothesis presented. In other words,
the maximum yield of pyocyanin of a given
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Fig. 3 — Influence of different amounts of streptomycin on the first 5 hours of growth
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strain is related to the number of sirep-
tomycin-resistant organisms present in the
population. A dose of 300400 mg/l of
streptomycin destroys all or practically all
of the sensitive organisms and therefore the
amount of pyocyanin produced is maximal,
When lesser amounis of antibiotic are used
the amounts of pyocyanin produced are rou-
ghly proportional to them (in reality to the
proportion of resistant organisms remaining
after destruction of a part of the sensitive
population). It is not surprising, therefore,
that the amounts of added streptomycin, plott-
ed against the amounts of pyocyanin produc-
ed, should give a type of saturation curve
and a plot of the reciprocals of those amounts,
a straight line (Fig. 4).

1)

3)

CONCLUSIONS

The addition of streptomycin to cultures
of Pseudomonas aeruginosa enhances the
production of pyocyanin.

The amounts of pyocyanin produced

under such conditions are proportional
to the amounts of streptomycin added
up to 300-400 mg/l of the antibiotic,
for a population of 6 X 10% cells/ml.
Further increases in the dose of strep-
tomycin do not significantly influence
the process. :

The increase in pyocyanin production
is due to the selection of streptomycin

STREPTOMYCIN , a7
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Fig. 4 — Relationship between the yield of pyocyanin and the amount of streptomycin added
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resistant mutants which are also more
capable of producing the pigment. These
two properties, therefore seem to be ge-
netically linked.

RESUMO

Influéncia da estreptomicina na produgio de
plocianina por Pseudomonas aeruginosa

A produgfio de piocianina por Pseudomo-
nas aeruginosa pode ser influenciada por
intimeros fatdres, inclusive alguns antibi6-
ticos. Com relacio a @éstes, a literatura &
controvertida no que se refere & aglo da
estreptomicina,

Néste trabalho demonsiramos que a adi¢iio
de quantidades varidveis de estreptomicina
a culturas de Pseudomonas aeruginosa em
Sabouraud-maltose com 2% de glicerina, re-
sultou num aumento na produgio de piocia-
nina. O méximo era atingido quando adi.
cionavamos 300 mg de estreptomicina por
litro; quantidades maiores de antibidticos néo
aumentavam a cromogénese. Verificou-se que
o aumento era devido a sele¢io de microrga-
nismos mais capazes de produzir piocianina.
Estas duas propriedades, capacidade cromo-
génica e resisténcia & estreptomicina, estéo,
portanto, associadas.
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PESQUISA DE AFLATOXINA B-1 E SUBSTANCIAS FLUORESCENTES
SIMILARES EM FARINHA DE TRIGO

Adhemar PuUrcHIO (V)

RESUMO

Com o objetivo de obter uma técnica rapida conservando, porém, boa sensi-
bilidade para extragio e deteccdo das aflatoxinas, sugerimos uma modificagdo do
método de Pons Jr. & col. 9, adotando a purificacio dos extratos com éter etilico
na placa de cromatografia, conforme preconizaram NaBNEY & INESBITT °. Através
desta técnica simplificada e utilizando a espectrofotometria na regido ultra-violeta
e cromatografia em camada delgada em outros dois sistemas de solventes para
comprovagio da existéncia de aflatoxina, analisamos 20 amostras de farinha de
trigo. Paralelamente, foi estudada a presenca de Aspergillus sp nesse material e a
producio de aflatoxina B-1 pelos mesmos. Foi detectada aflatoxina B-1 em duas amos-
tras de farinha de trigo (FT-3 e FT-XV) nas concentragdes de 1,84 e 0,36 mg/100 g.
Os Aspergillus sp foram, tdo somente, classificados em género e ndo houve corre-
laco entre a presenca de aflatoxina B-1 e a existéncia déstes fungos capazes de
metabolizd-las, nos alimentos. Foram estudados ainda diversos aspectos da exis-
téncia de manchas fluorescentes similares as aflatoxinas, verificando-se a presenga
das mesmas em quase tddas as amostras analisadas. Por éste motivo, duas culturas
de Aspergillus sp (FT-X e FT-XVI) foram consideradas suspeitas, pois os métodos
empregados para a diferenciagio entre as reais e ndo verdadeiras, ndo foram
suficientes para fornecer resultados definitivos. A evidenciacio da aflatoxina B-1
em duas amostras de farinha de trigo aumenta a possibilidade de implicacdo desta
micotoxina em patologia humana. Este alimento consumido, quase que diariamente,
pela populagiio pode veicular a substancia téxica, ndo se apresentando aparentemente
contaminado por amostras toxigénicas de Aspergillus. Contrdles rigorosos devem
ser feitos pelos organismos estatais e particulares no sentido de rejeitar alimentos
contendo esta micotoxina, cujos efeitos no organismo devem ser melhor investigados.

INTRODUCAO

Pesquisadores de diversas instituigbes tém
conjecturado, nos ultimos tempos, a respeito
de uma possivel implicacho da aflatoxina,
metabélito t6xico produzido pelo Aspergillus
Jlavus e Aspergillus parasiticus, em diversas
manifestagbes patolégicas no organismo hu-
mano. Casos freqiientes de hepatomas e cir-
rose hepatica, em grupos populacionais ex-
postos a alimentagdo passivel de embolora-
mento, tém sido apontados como tendo etio-
logia relacionada aquela micotoxina.

(1) Professor Assistente-doutor de Microbiologia
da U.S.P. Prof. Assistente da Faculdade
Imunologia), S&o Paulo, Brasil

Diversos produtos agricolas foram descri-
tos como portadores de aflatoxina como, por
exemplo, nas epidemias ocorridas na -Ingla-
terra, onde se levantou, inicialmente, o pro-
blema. O alimento implicado era o amen-
doim sob a forma de tortas e ragbes para
aves e gado.

Para o homem, no entanto, o aspecto prin-
cipal estaria relacionado & presenca ou nio
das aflatoxinas no dleo de amendoim e em
outros produtos comestiveis, Verificou-se,

e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas
de Medicina de Jundiai (Dept.0 de Microbiologia e
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inicialmente, que a toxina é solivel em 6leo ?
mas nfo naqueles solventes normalmente em-
pregados na sua extracdo. Durante o pro-
cesso de refinagio por meio de &lcalis, as
aflatoxinas sofreriam processo de degrada-
cdo*. Como assinala Morais® o 6leo ex-
traido por prensagem e ndo refinado poderia
conter a toxina, pois todos os farelos de
amendoim por éle analisados continham a
substancia toxica.

ArLcrorT & CARNAGHAN' relataram o
aparecimento de substincia téxica no leite
de vacas alimentadas com racdo concentra-
da, contendo 209% de farelo téxico. Além
disso, verificaram que a pasteurizagiio nio
reduzia, de maneira significativa, o teor da
substancia toxica.

HesserTiNne & col. 7 salientam que o 4.
oryzae e seus parentes proéximos sdo muito
utilizados na preparacio de alimentos fer-
mentados. Em vista da estreita correlagéo
entre o A. flavus e o A. oryzae, necessario se
torna, no dizer dos Autores, estudar a for-
magdo de aflatoxina em produtos alimenticios
elaborados com eslas espécies de fungos. Pro-
dutos agricolas como soja, amendoim, milho,
trigo e arroz, ndo apenas permitem o cresci-
mento do A. flavus como possibilitam a pro-
dugfo de grandes quantidades de aflatoxina.

Examinando amostras de fungos utiliza-
dos na produgio de alimentos fermentados,
foram encontradas diversas “cepas” produ-
zindo substincias semelhantes & aflatoxina
B-1. Estas aprescntavam fluorescéneia ¢ R;
idénticos as verdadeiras e sOmente pelo exa-
me quimico estrutural e tesles biolégicos é
que se poderia fazer a diferenciacdo entre

elas *2,

Pela demonstracio da existéncia da afla-
toxina em alimento de consumo generalizado,
estariamos contribuindo com mais um ele-
mento para a elucidago do intrincado pro-
blema da atividade patogénica desta substén-
cla no organismo humano. Nosso trabalho
da énfase especial a aflatoxina B-1 por ser
a mais téxica e melhor estudada e também
por sabermos que a producio da B-2 e da
G-2 é de aproximadamente 1/40 e 1/50 em
relacio a B-1 e G-1, respectivamente ¢, Além
do mais fizemos questdo de realizar a pes-
quisa trabalhando somente com alimentos que
ndo se apresentavam embolorados e que po-
deriam conter a substincia téxica, além de
esporos dos Aspergillus responsiveis por sua
elaboracio,

Ao  mesmo tempo fizemos um estudo da
incidéncia de amostras de Aspergillus produ-
tores de aflatoxinas, nos alimentos analizados

e provenientes de diversas localidades do
Estado de Sdo Paulo. N&o nos preocupamos
com fungos do género Penicillium, pois sua
capacidade de producéo de aflatoxinas é mui-
to discutivel %,

MATERIAL E METODOS

Realizamos é&ste trabalho utilizando 20
amostras de farinha de trigo coletadas no
comércio da Capital de S3o Paulo, A pro-
veniéncia numérica corresponde a cidade onde
se localiza o moinho de beneficiamento déste
produto. As amostras colhidas apresentavam
acondicionamento em sacos de papel com ca-
pacidade de um quilograma.

Extragdo e deteccio das aflatoxinas

Pela rapidez de execugdo e sensibilidade
apresentada, seguimos a técnica extrativa pre-
conizada por PoNs Jr. & col. ', Trata-se,
em resumo, de desengordurar o material em
estudo pela acetona a 70%, precipitar certas
substdncias interferentes como pigmentos, pe-
lo acetado de chumbo neutro e extrair o
principio téxico pelo cloroférmio. O extrato
resultante é submetido & cromatografia em
camada delgada de silica-gel (Kieselgel-G),
com espessura de 500 my, em placas de vi-
dro de 20 X 20 cm. Realizamos as extra-
¢oes partindo de amostras de 50 g de mate-
rial e trabalhamos com aliquotas de 0,1 ml
dos extratos cloroférmicos e 0,05 ml do pa-
drdo. O desenvolvimento dos cromatogramas
foi realizado em cubas de vidro apropriadas
e ndo equilibradas, pois tem-se notado que
hi melhor resolugio das aflatoxinas nestas
condigbes. Como os extratos apresentassem
ainda alto teor de impurezas que prejudicam
a visualizagio dos cromatogramas sob luz ul-
travioleta de onda larga, resolvemos adotar
o processo de purificagdo na propria placa,
segundo o método de NaBNEY & NESBITT °.
Estes Autores idealizaram a purificacio de
extrato realizando um primeiro desenvolvi-
mento com éter etilico que, como se sabe,
desloca muito pouco as aflatoxinas do ponto
de partida, deslocando, ac mesmo tempo,
certas manchas fluorescentes interferentes.
Promave-se a seguir um segundo ¢ um ter-
ceiro desenvolvimento, utilizando o sistema
classico cloroférmio-metanol (97:3).

Néste trabalho, promovemos a comparacio
de dois métodos cromatogrificos para com-

nIIr] f1,
i

puri
cago dos extratos, avaliando até que ponto

provar a eficiéncia do éter etilico n

« clLoiciicid QU ¢
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sua intervencdo é eficaz. No método croma-
togréafico-1 trabalhamos apenas com o sistema
cloroférmio-metanol (97:3) e no método cro-
matografico-2, primeiramente com o éter eti-
lico e depois com o cloroférmio-metanol. Pro-
movemos, também, a leitura espectrofotomé-
trica das solucdes metanélicas das manchas
fluorescentes suspeitas. Para a comprovagio
dos resultados obtidos, realizamos desenvolvi-
mento dos extratos positivos, suspeitos, de
um negativo e do padrio em mais dois sis-
temas de solventes ou sejam cloroférmio-
acetato de etila (3:1) e acetato de etila-me-
tanol (3:1) 2

Assim, o primeiro déstes sistemas consti-
tui o método cromatografico-3 seguido do
método cromatografico-4 no qual foi intro-
duzida, simplesmente, a purificagdo prévia
pelo éter etilico. O segundo sistema consti-
tni o método cromatografico-5 e o de nime-
ro 6 & representado pelo mesmo sistema pu-
rificado préviamente pelo éter etilico.

Para o calculo da concentragdo de afla-
toxina B-1, nas amostras positivas utilizamos
a fé6rmula preconizada por NaBNey & Ngs-
BITT * adaptada as nossas condigdes de tra-
balho.

Isolamento de colénias de Aspergillus sp
das amosiras estudadas

Como o A. flavus e o A. parasiticus tém
caracteristicas proprias de crescimento e fa-
cilmente diferenciaveis de certos Aspergillus
com coloragbes diversas, como o 4. niger, por
exemplo, procuramos realizar a pesquisa so-
mente com aquéles fungos que apresentassem
caracteristicas morfolégicas semelbantes aos
de nosso interésse. Transferimos, inicialmen-
te, algumas pequenas por¢des do material re-
cebido para um tubo contendo solugéo salina
estéril. O material era suspenso e depois de
decantado, foram colhidas duas ou trés por-
cbes do sobrenadante com alga de platina
estéril e distribuido, conforme técnica con-
vencional em placas de Petri com agar-Sa-
bouraud, contendo cloranfenicol-base numa
concentragio de 3 mg/100 ml de meio de
cultura. Realizamos a identificagio genéri-
ca, apds tempo conveniente de incubacio em
estufa- a 28°C, e transferimos as amostras
isoladas para tubos de dgar-Sabouraud, desig-
nando a cultura com a sigla do alimento do
qual foi isolada, utilizando a notagio com
algarismo romano.

Verificaggo da produgio de aflatoxinas
pelas culiuras isoladas

A colénia isolada de Aspergillus sp, foi
transferida para frascos de Roux contendo
meio a base de sacarose a 209 como reco-
mendado por Davis & col. 2. Apés 10 a 14
dias de incubagdio a 28°C, em estufa, proce-
demos & extragio do meio de cultura apés
filtragdo em gase. A extragio foi realizada
em funil-separador, com trés porgbes de 25
ml de cloroférmio. Os extralos reunidos fo-
ram concentrados, em placa termo-eléirica, a
um volume final de 10 ml, submetendo-os a
anilise pelos métodos de estudo descritos an-
terlormente, para as cxtragbes de alimentos.

RESULTADOS

No Quadro [ apresentamos os resultados
obtidos por intermédio da cromatografia dos
extratos das amostiras de farinha de trigo e
as manchas fluorescentes consideradas posi-
tivas (-+) ou suspeitas (*) de serem afla-
toxina B-1 que foram, posteriormente, eluidas
para andlise espectrofotométrica.

Em seguida, descrevemos no Quadro II
os fungos isolados das amostras de farinha
de trigo e no Quadro III temos os resulta-
dos obtidos através da cromatografia dos ex-
tratos dos meios de cultura dos Aspergillus
sp isolados dos alimentos, assim como se
encontram assinalados ([1) os R; das man-
chas {luorescentes eluidas. Utilizamos, para
designagio dos extratos e das amostras de
fungos, algarismos romanos para facilitar sua
identificagio. No Quadro IV encontram-se os
resultados obtidos pela cromatografia em que
foram utilizados os métodos 3, 4, 5 e 6.

Na Tabela 1 anotamos as absorbancias ob-
tidas pela leitura espectrofotométrica dos elua-
tos das manchas {luorescentes dos alimentos
e na Tabela II, aquelas dos padrdes. No
Quadro V temos uma samula dos resultados
obtidos pelos diferentes métodos empregados
na detecgio da aflatoxina B-1.

Finalmente, para complementagio do tra-
balho, realizamos estudo espectrofotométrico
do padrio quantitativo de aflatoxina B-1 pu-
ro e apbs eluicdo das manchas obtidas na
cromatografia de solugGes contendo diversas
concentragdes do mesmo (Tabelas 111 e IV).

E de se notar que a presenca de aflatoxina
B-1 nos Quadros I, IIT e IV baseia-se exclu-
sivamente na tonalidade da fluorescéncia emi-
tida e no R; da mancha comparado com o
do padriio. Quando éstes eram iguais ou
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QUADRO II

Isolamento de fungos das amostras de farinha. de trigo

Designacao Fungos isolados Designacao Fungos isolados
FT-1 Leveduras FT-12 Ficomicetos
rr-2 Ficomicetos FT-13 Ficomicetos
FT-3 Ficomicetos ) FT-14 Ficomicetos

Aspergillus Sp
FT-4 Ficomicetos
Fr-15 Ficomicetos
FT-5 Leveduras Aspergillus sp
¥T-6 Ficomicetos FT-16 Ficomicetos
Aspergillus sp
-7 Leveduras )
FT-17 JR—
FT=8: Ficomicetos
FT-18 Aspergillus Sp
FT-9 Leveduras -
¥T-19 Leveduras
¥T-10 Ficomicetns
Aspergillus sp FT-20 Aspergillus sp
FT-11 Ficomicetos

QUADRO III

Resultados obtidos através da cromatografia dos extratos dos meios de cultivo de
Aspergillus sp isolados de farinha de trigo

Método cromatografico Presenca
o de
Extratos T aflatoxina
1 2 B1
M1 TL Rifa Rip MfE Tt Rfa Rip
FT-X 4 azul 0,70 0,65 3 azul 0,76 0,69 =+
azul 0,49 0,55 azul *© 0,36 0,58
verde 0,22 ' azul '~ 0,17
verde 0,11 i
FT-XIV _ 3  azul 073 065 2  azul [os0] o609 +
azul 0,50 0,55 azul ,06 0,58
azul 0,38
FT-XV —_— — 0,65 — - — 0,69 -
055 | 0,58
FT-XVI 2 azul 0,80 0,65 2 azul 0,82 0,69 +
: azul 0,30 0,55 azul 0,51 0,58
FT-XVIIL 3 azul 0,80 0,65 3 azul 0,85 0,69 +
azul 0,50 0,55 azul | u,7u| 0,58
azul 0,41 azul 0,58

FT-XX — — — 0,65 — — —_— 0,69 -
: 0,55 . 0,58
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QUADRO 1V
Resultados obtidos da cromatografia, utilizando os sistemas 3, 4, 5 e 8, dos extratos de farinha
de trigo considerados suspeitos ou provaveis em aflatoxina B-1, pelos métodos utilizados
Método cromatografico Presenca
de
Extratos aflatoxina
3 4 B1
Mf Tf Rifa Rfp Mf£ Tf Rfa Rfp
FT-3 1 azul 0,41 0,43 1 azul 0,60 0,57 +
0,30 0,40
FT-15 2 azul 0,40 0,43 2 azul 0,54 0,57 +
verde 025 0,30 verde 0,35 0,40
FT-X 3 azul 0,37 0,43 1 azul 0,55 0,57 +
verde 0,25 0,30 0,40
verde 0,05
FT-XVI 2 azul 0,40 0,42 1 azul 0,52 0,53 +
verde 0,17 0,25 0,35
5 6
FT-3 1 azul 0,85 0,87 1 azul 0,86 0,87 +
0,66 0,66
FT-15 2 azul 0,87 0,87 2 azul 0,87 0,87 +
verde 0,67 0,66 verde 0,67 0,66
FT-X 3 azul 0,83 0,87 +
verde 0,70 0456 2 azul 0,85 0,87
verde 0,50 verde 0,63 0,66
FT-XVI 2 azul 0,85 0,81 2 azul 0,90 0,90 +
verde 0,50 0,58 verde 0,68 0,67
QUADRO V
Resultados finais obtidos pela comparacdo de diversos métodos utilizados na pesquisa da
aflatoxina B-1l, em farinha de trigo
Meétodo i
Método cromatogréfico Resultados finais
Extrato cromato- Espectro- -
¥ gréfico fotometria Presenca, de Concentracio
— 2 4 6 aflatoxina B-1 (mg/100 g da
amostra)
FT-3 + + 1,84
FT-15 (£) 0,36
FT-X (+) (+) + ()
FT-XIV (+) NR NR o
FT-XVI [¢==3] (%) + + (£)
FP-XVIII + - NR NR
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muito préximos (diferenga até 0,05) pelo
método cromatografico-2, o extrato foi con-
siderado positivo. Quando encontramos di-
ferenca acima de 0,05 consideramos suspei-
tos. Como podemos observar, algumas man-
chas fluorescentes desapareceram no método
cromatografico-2, como se pode mnotar no
Quadro 1, nos extratos descritos sob as desig-
nagoes FT-6, FT-8, FT.12, FT-14, FT-15,
FT-16, FT-17, FT-18, FT-19 e FT-20.

Nas 20 amostras de farinha de trigo estu-
dadas conseguimos isolar seis Aspergillus sp.
Também em seus extratos houve desapareci-
mento de manchas fluorescentes em FT-X e
FT-XIV, aparecendo novas manchas em FT-

X (Quadro III).

No método cromatografico-4 evidenciou-se
o desaparecimento de algumas manchas fluo-
rescentes (extratos FT-X e FT-XIV), assim

TABELA I

Absorbancias das solucdes
de farinha de trigo, pela cromatografia

contendo substancias fluorescentes

isoladas de extratos

A (mp) 250 260 270 300 350 360 370 400
Amostra
FT-3 0,310 0,205 0,145 0,112 0,350 0,355 0,325 0,240
FT-15 0,092 0,042 0,036 0,028 0,026 0,026 0,026 0

TABELA II

Absorbancias das solu¢des de manchas fluorescentes obtidas pela cromatografia dos padrbes
qualitativo e quantitativo de aflatoxina B-1 nas concentracfes de 12,5 pg/ml e 25 upg/ml

A (my) 250 260 270 300 350 360 370 400
Amostra
Padrdao qualitativo 0,046 0,034 0,022 0,010 0,002 0,006 0,004 0,002
Padrdo quantitativo 0,084 0,069 0,046 0,006 0,020 0,028 0,012 0

TABELA III

Absorbancias de solucdes contendo diferentes concentragfes do padrdc quantitativo

de aflatoxina B-1

A (myp) 250 260 270 300 350 360 370 400
Concentracao
(v/5 ml)

10 0,068 0,092 0,064 0,024 0,185 0,200 0,150 0

5 0,036 0,050 0,034 0,012 0,100 0,105 0,080 0

1 0,018 0,016 0,010 0 0,020 0,026 0,018 0

0,5 0,040 0,032 0,020 0,010 0,012 0,016 0,012 0

0,25 v 0,018 0 0 0 0 0 0 0




40 PURCHIO, A.

TABELA IV

Absorbancias das solucdes de manchas fluorescentes obtidas pela cromatografia de
diferentes concentracdes do padrio quantitativo de aflatoxina B-1

N (mu) 250 260 270 300 350 360 370 400
Concentracio

(~/5 ml)

10 0,203 0,210 0,170 0,082 0,205 0,215 0,180 0,028

5 0,210 0,400 0,175 0,068 0,105 0,120 0,016 0,012

1 0,145 0,125 0,115 0,060 0,048 0,052 0,044 0,024

0,5 0,160 0,135 0,115 0,050 0,038 0,038 0,036 0,034

0,25 0,150 0,130 0,115 0,058 0,034 0,034 0,030 0,024

como no método cromatografico-6 em IFT-X

(Quadro 1V).

As diferentes soluctes obtidas foram anali-
sadas espectrofotométricamente, tanto as pu-
ras como as submetidas & cromatografia. Pe-
las Tabelas III e IV e nas Figs. 1 a 10,
podemos verificar que de fato, tanto no-pa-
drdo puro como no eluido, o primeiro pico
(260 mpu) desapareceu com a diminuigfo da
concentragdo. No padrdo puro na concen-
tracio de 1 v/5 ml e no eluido ja4 na de
5 v/5 ml. Quanto ao pico em 360 myu, no
padrdo puro persistiu até a concentragio de
0,5 y/5 ml e no eluido até 1 y/5 ml. Nas
duas concentragbes subseqiientes obtivemos

A CONC.= 10 A conc.s 5 'Y A
e 1 e 16
o &8 0,8 8
l; 0,4 0,4 0,4
[=]
<
a

GONC.= 1y A

um platé nas regides de 350 ¢ 360 mp.
Assim, consideramos as amostras, com platd
em 360 e 370 my (FT-15, FT-X, FT-XVI)

como suspeitas, por éste método,

Pelo Quadro geral comparativo (V) dos
resultados obtidos, deduzimos que apenas as
amostras FT-3 e FT-15 continham aflatoxina
B-1, ¢ como resultados suspeitos ou prova-
veis FT-X ¢ FT-XVL

Como as leituras espectrofotométricas indi-
caram valbres baixos de absorbdncias, fato
éste que, apesar da grande sensibilidade do
espectrofotdmetro utilizado, induz a érro,
apresentamos as concentractes obtidas como
aproximadas.

CONC.= 0,5 Y A CONC. = 0,20 Y
4

’ P
o 3 36 6 00 6 o 0 ©co© 0000 "G oo o oooo © cooo0 OO0 O
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} 9,4 o4k o4l
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Figs. 1 a 5 — Espectro de absorcdo das solucdes metandlicas do padrdo quantitativo de

aflatoxina Bl (Espectrofotometro Zeiss mod. PMQ II).

Concentracdo: /5 mb)

Figs. 6 a 10 — Espectro de absorcfio das solucbes metandlicas do padrdo quantitativo de

aflatoxina Bl, eluido de cromatograma (Espectrofotémetro Zeiss mod. PMQ II).

Concen-

tracdo: /5 ml)
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DISCUSSAO

A técnica de Pons Jr. & col. ™ associada
A de NaBNey & NessiTT?, a nosso ver, foi
extremamente satisfatoria pois, se de um
lado a primeira fornece método extrativo efi-
ciente e rapido, a segunda propiciou-nos 6ti-
mos resultados alravés da purificacdo dos ex-
iratos com éter etilico nas proprias placas
de cromatografia. Estas, apés o desenvolvi-
mento daquele solvente, apresentaram-se lim-
pas e praticamente isentas de substincias in-
terferentes, que se localizaram no “front”.

J4 de algum tempo, sabe-se que existem
substincias fluorescentes interferentes que po-
dem induzir a interpretacbes errdneas na de-
tecco das aflatoxinas. Verificou-se que, por
exemplo, diversos compostos fluorescentes
comportam-se a cromatografia de maneira
semelhante as aflatoxinas, Quando eluidos e
analisados quimicamente apresentam estru-
tura semelhante ao flavacol, ao acido asper-
gilico e a produtos de condensagio de duas
moléculas de aminoacidos como a leucina e
iso-leucina *2. '

Esta foi uma das razdes que nos levou ao
emprégo do éter etilico a fim de verificar-
mos o comportamento destas substancias fluo-
rescentes frente aquele solvente.

Napvey & NEesBITT ? recomendam o mé-
todo espectrofotométrico para determinagio
de concentracbes altas de aflatoxina (5 pg e
10 pg, para mais). Todos os nossos extra-
tos, com excecio de um (IT-3), apresenta-
ram uma constante qual seja a formacfo de
platés nas regides de 350, 360, e 370 mp.
Pela experiéncia por nés realizada com os
padrdes diluidos parece-nos que isto ocorra
em concentracbes baixas. Apesar da margem
de érro maior em leituras de concentragOes
baixas, queremos acreditar que o método
espectrofotométrico continua apresentando,
néstes casos, valor diagnéstico pois a forma-
¢lo déstes platdés parece-nos caracteristica.

A nosso ver, o método cromatografico-2
deve sempre preceder & espectrofotometria
para assegurar maior precisdo diagnéstica.

Quanto ao meio de cultura, ou seja, o de-
nominado YES por Davis & col. 2, além de
propiciar a produgdo de quantidades apre-
ciaveis de aflatoxina pelos Aspergillus flavus
e A. parasiticus, ¢ econdémico e de facil ma-
nipulagdo pois em sua composiciio entram,
140 sOmente, sacarose a 20% e extrato de
levedura a 29%. Como podemos observar no

Quadro V, nem tédas as manchas fluores-
centes consideradas positivas pelo método cro-
matografico-2, foram positivas pelo método
espectrofolométrico, como, por exemplo, no
extrato FT-XVIII e nos extratos considera-
dos suspeitos como o FT-XIV. Portanto, pa-
rece que o método cromatografico-2 nio con-
fere resultados definitivos.

Em outras oportunidades apareceram no-
vas manchas fluorescentes que explicariamos
pelo desdobramento das ja existentes ou, em
alguns casos, pelo desenvolvimento de man-
chas que teriam permanecido no ponto de
partida do cromatograma.

Como podemos notar no Quadro V, quan-
do a espectrofotometria foi negativa, ndo rea-
lizamos 0s métodos cromatograficos 3, 4 e 5,
6. Nos casos suspeitos continuamos a ana-
lise a fim de obter maiores elementos para
avalia¢@o final. Mesmo assim, obtivemos dois
resultados duvidosos ou provaveis em afla-

toxina B-1 ou sejam FT-X e FT-XVI.

Nossa primeira impressdo € que seja um
bom resultado mesmo porque existe a possi-
bilidade, num laboratério de conirdle, de ex-
trair maiores quantidades do material em
estudo, aumentando, conseqiientemente, a
concentracio da substincia fluorescente. Con-
vém ressaltarmos a necessidade de maior ni-
mero de experimentagbes para uma afirma-
tiva em bases mais solidas.

Através o trabalho de Nasney & NessiTT ?,
sabemos que os limites de confianca, para
o método espectrofotométrico empregado em
concentracdes de 5 pg e 10 pg de aflatoxina
B-1, sio de 95%. Em nossas amostras ape-
nas a descrita sob designa¢do FT-3 enqua-
drou-se nesses limites, pois sua concentracio
no extrato cromatografado foi 9,22 pg em
0,1 ml. Adotar, portanto, critério semi-quan-
titativo é norma prudente na analise de afla-
toxina, em baixas concentragdes, através dos
métodos analiticos até agora conhecidos.

Pode-se afirmar ainda que ndo houve cor-
relagdo entre farinhas de trigo contamina-
das por aflatoxina com amostras toxigénicas
de Aspergillus sp. As amostras de fungos
descritas sob as designagbes FT-X e I'T-XVI
consideradas suspeitas nfio produziram afla-
toxina nos respectivos alimentos dos quais fo-
ram isoladas. Quanto as amostras positivas,
em que ndo foi isolado o fungo produtor do
principio téxico, pode-se imaginar que no
moinho devam ser misturados diversos lotes
de trigo de diferentes procedéncias e que
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portanto, sdo contaminados pela aflatoxina e
os esporos dos Aspergillus sp distribuem-se
pelo todo do alimento nfio sendo mais isola-
dos em algumas amostras. Pode haver ainda
migragdo da aflatoxina do local de contami-
nagdo do Aspergillus sp como demonstrado
no trabalho de Frank®.

SUMMARY

Search of aflatoxin B-1 and similar fluores-
cent compounds in wheat flour

Some modifications in the method of Pons
Jr. et al. *® were suggested for a quicker and
better technique for the detection of aflato-
xin. Such modifications consisted in purify-
ing the extracts with ethilic ether in the chro-
matographic plate to maintain a good sensi-
tivity, as described by NaBNey & NEessrrr ’.

Twenty samples of wheat-flour were analys-
ed with this simple technique using spectro-
photometry in the ultraviolet region as well
as two different systems of solvents in thin
layer chromatography. The mycotoxin was
detected in two samples of the analysed ma-
terial (1.84 and 0.36 mg/100 g). At the
same time, the incidence of Aspergillus sp
in this food and the eventual production of
aflatoxin B-1 by them was also studied.
The classification of the Aspergillus was ma-
de only in genera and it was possible to ob-
serve that there was no correlation between
the presence of aflatoxin B-1 and the exis-
tence of these fungi in the substrata.

Several aspects of the existence of fluo-
rescent spots similar to aflatoxin were also
studied and it was verified that they were
present in a large number of samples. Such
findings, however, do not permit us to con-
sider as positive (aflatoxin producer) two
cultures of Aspergillus sp because the methods
used for the differentiation were not suffi-
cient for a definitive conclusion,
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DIAGNGSTICO BACTERIOLOGICO DA TUBERCULOSE

Laerte de ANDRADE (D)

RESUMO

Foi feita uma revisdo dos métodos de diagnéstico das infeccGes causadas pelo

bacilo da tuberculose.

Sio apresentados e discutidos os processos de colheita,

conservaco e lransporte de material, o exame microscépico, o cultivo do agente,

sua identificagdo e a investigagio da semsibilidade a drogas. A

revisao inclui

ainda um apéndice contendo as técnicas mais comumente utilizadas no trabalho
de rotina com o bacilo da tuberculose ¢ outras micobactérias.

INTRODUCAO

O diagnéstico bacteriolégico das doengas
infecto-contagiosas necessita constantemente
ser atualizado devido & inlroducio de novos
métodos de trabalho. A tuberculose ndo foge
& regra. K o que vamos tentar fazer de ma-
neira resumida e pratica, sem grandes expla-
nagdes tedricas, mas com uma metodologia
que permita aos bacteriologistas um melhor
padrio de trabalho.

A confirmago bacleriologica da tuberculo-
se & feita obedecendo-se a uma seqiiéncia de
operacbes de complexidade progressiva, de
acordo com o equipamento e pessoal dispo-
nivel nos laboratérios de varios niveis. E
evidente que cada etapa cumprida representa
um progresso na seguranca do diagndstico e
no sucesso terapéutico. Informacdo sera dada
sbbre os tipos de exames mais recomendados
no inicio e duranle o tratamento, hem como
nas comprovagbes de cura.

O exame bacteriolégico se inicia com a
colheita de material do paciente. Normas ge-
rais serio dadas para que €sse material che-
gue ao laboratoric .em condigGes satisfato-
rias, de modo a permitir o isolamento e iden-
tificacdo das micobactérias eventualmente
presentes. o

A primeira fase € o exame microscopico
direto que, pela sua simplicidade e rapidez,
tem muita importancia no diagnostico e no

conlrdle terapéutico. Por isto deve ser exe-

cutado com o maximo rigor, reduzindo-se ao
minimo, as suas varias causas de érro. Nos
laboratérios sem grandes recursos é o lnico
possivel. Basta uma bateria de coranles e
um microscopio. As técnicas de homogenei-
zagdo ¢ concenlragiio, embora de valor dis-
cutivel, podem ser usadas com proveito.

A cultura objetivando o isolamento ¢ a
identificagio da micobactéria requer melhor
aparelhagem e pessoal mais categorizado.
Tem, entretanto, suas compensacdes, nio so
quanto ao esclarecimento do diagnéstico co-
mo pela possibilidade de, com um pequeno
esfér¢o, permitir a etapa seguinte, que é a
realizacdo dos testes de sensibilidade as dro-
gas terapéuticas. E necessario, nesta fase,
que o bacteriologista tenha certeza de que a
cultura obtida € do bhacilo da tuberculose,
pois pode ser uma das varias espécies de mi-
cobactérias atipicas, cuja patogenicidade po-
de estar em causa. Uma identificagdo preli-
minar é possivel pela observacio de caracte-
res bacteriolégicos e por lesles bioquimicos

-rapidos e simples, sem necessidade de se re-

correr obrigatoriamente a inoculagio em ani-
mais, que sdo custosas e demoradas. Com o
advento das drogas, muito especialmente a
hidrazida, esta técnica perdeu muito do seu
valor, pols as amosiras que se lornam resis-
tentes, perdem a capacidade de provocar a
tuberculose experimental na cobaia.

Laboratério Central de Tuberculose da Guanabara, sob a dire¢do do D_r. ‘M. ¥. Maragéo
(1) Do Servico Nacional de Tuberculose e do Conselho Nacional de Pesquisa -— Rio. de Janeiro; GB,

Brasil
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A determinacfio da espécie de micobacté-
ria atipica isolada, somente & possivel em
laboratérios bem equipados. S&o os chama-
dos Laboratérios de Referéncia, que recebem
as amosiras dos laboratérios de diagnéstico,
jé selecionadas como nao sendo Mycobacte-
riwm tuberculosis. O Laboratério Central de
Tuberculose da Guanabara (L.C.T.) é cre-
denciado pela Campanha Nacional Contra a
Tuberculose para éste tipo de trabalho no
Brasil.

Serd dada também uma idéia geral s6bre
a interpretacdo dos resultados, para que o
médico clinico n&o fique no eterno dilema
quanto & real importdncia de uma mico-
bactéria identificada como atipica.

Na parte final desta exposi¢io serfio des-
critas algumas das técnicas ja aprovadas na
préatica e que podem ser executadas por bac-
teriologista nfo especializado. Nao se trata,
portanto, de simples reprodugio de métodos
publicados em livros e revistas.

Em linhas gerais, serd éste o roteiro a
ser seguido nesta tentativa de atualizagéo dos
métodos mais recomendados para o diagnos-
tico bacteriolégico da tuberculose e das in-
fecgbes por micobactérias atipicas.

I — Exames bacteriolégicos no curso
da doenga

Na tuberculose é importante saber-se quais
os exames a serem feitos no inicio da doenca
(diagnéstice), no curso do tratamento (con-
trole terapéutico) e no final (provas de cura).
Sao as recomendacbes de Canerti & Gros-
SET °.

1) Antes do tratamento — Pesquisa do
bacilo pelo exame direto ou cultura e deter-
minagio da resisténcia as drogas terapéuli-
cas. Inicialmente, a pesquisa é feita pelo
exame microscépico e a cultura, se possivel,
com trés colheitas sucessivas com 24 horas
de intervalo. O isolamento da bactéria antes
do inicio do tratamento ¢é importante, nio
s6 para o diagndstico como para a deter-
minagfo da resisténcia, da qual depende o
esquema de tratamento. A resisténcia pode
ser determinada pelo método direto se o escar-
ro mostrar n@imero significativo de bacilos
ou pelo método indireto, a partir da cultura
inicial, quando o escarro é pobre em baci-
los ou negativo ao exame direto. Investiga-
¢io deve ser feita para saber-se:

a) se o doente nunca foi tratado: é&le
pode ter se infetado com amostra resistenle
(resisténcia primaria). E freqliente a resis-

téncia a uma ou mais drogas de 1.* linha
(SM, INH e PAS) em amostras isoladas de

doentes nfo tratados;

b) se o doente foi tratado anteriormente:
néste caso o doente é passivel de ser porla-
dor de amostra resistente a uma ou varias
drogas. O teste de resisténcia deve ser feito
com os antibioticos de 1.* linha ou com outras
drogas, especialmente com as que foram apli-
cadas no doente. Se o exame direto f6r ne-
gativo, deve-se repetir a colheita trés dias se-
guidos antes do inicio do tratamento, pois é
importante que o teste seja feito em cultura
obtida nesta fase.

2) No curso do tratamento — Visa con-
trolar a eficicia do tratamento e permitir
retificagdo no esquema que esteja se mos-
trando ineficaz:

a) Exame microscépico — E recomen-
dado um exame mensal até o fim do 6.° més,
do escarro ou do lavado géstrico. Depois
do 6.° més, se o exame é negativo, pode ser
feito cada dois meses. Se o tratamento é efi-
caz 0s exames sucessivos mostram rarefagio
progressiva até desaparecimento definitivo
dos bacilos. A persisténcia prolongada de
bacilos no escarro depois do 3.° més, e so-
bretudo do 6.° més, é sinal de ineficicia do
tratamento, muito especialmente quando ha
aumento nitido depois de um periodo de ra-
refagfio. Néste caso nflo se deve perder de
vista a possibilidade do doente nao estar to-
mando a medicagfo ou de ser o mesmo por-
tador de uma micobactéria atipica, resisten-
te a drogas; b) Cultura — Cada trés meses
até o final do tratamento fazer cultura, de
preferéncia com trés colheitas cada 24 horas
ou uma cultura mensal com apenas uma co-
theita. E comum a cultura ser positiva e o
exame direto ser negativo nesta fase, visto
ser éste um método de menor sensibilidade
para a descoberta de bacilos. Podemos tam-
bém observar situagBes inversas, mas rara-
mente. E completamente intil fazer-se teste
de resisténcia nestas culturas, salvo nos ca-
sos indicados abaixo; c) Teste de resisténcia
— Tste teste ¢ indicado no curso do trata-
menio em trés circunstancias: 1) Quando o
tratamento ¢ iniciado antes de ser feito o
teste. Néste caso é indicado o teste indireto.
2) Quando ocorre reaparecimento do bacilo
na cultura, depois de um periodo de nega-
tivacio mais ou menos prolongado. O teste
é feito apenas para as drogas que o doente
estiver tomando ou se éle ja foi tratado, in-
cluir tambhém aquelas que tomou anterior-
mente. 3) Ao fim do 6.° més, quando os
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exames diretos e as culiuras sfo permanen-
temente positivos ou quando ha aumento da
quantidade de bacilos.

3) Ao final do tratamento — E impor-
tanle assegurar a cura bacteriolgica da tu-
berculose com todo o rigor. Devem-se fazer
trés culturas com intervalo de 24 horas, usan-
do-se, na falta de expectoragfo, lavado gas-
trico ou brénquico. Se uma dessas culturas
fér positiva, ndo houve cura e faz-se o teste
de resisténcia da amostra as drogas usadas,
para prosseguimento do tratamento. O caso
ndo deve ser abandonado depois do trata-
mento, sendo tdo importante a verificagdo
bacteriolégica quanto” a radiolbgica, nas se-
guintes circunstancias: 1) Durante o 1.° ano
apbés a cura, lazer duas culturas, uma com
6 meses e outra com 12 meses; 2) Nos 2 anos
seguintes, duas culturas, com 24 meses e outra
com 36 meses; 3) Quando de alteragbes do
estado geral, infecgbes persistentes das vias
respiratérias ou modificagbes das imagens ra-
diolbgicas.

11 — Colheita, conservagio e transporte
de materiais patolégicos

A natureza do material a ser examinado
varia com a forma clinica da doenga, assim
como os cuidados na colheita variam com
a natureza do exame solicitado, com o ma-
terial e com a situagio do doente. As co-
lheitas feitas em doentes hospitalizados sdo
mais eficientes do que as feitas & domicilio.
Se vai ser feita apenas a microscopia, os
cuidados sdo menos rigorosos quanto a con-
taminagio por outros germes. Entretanto, de-
vem ser evitadas contaminagbes dos recipien-
tes por materiais positivos para o bacilo da
tuberculose ou para micobactérias afins.

S3o os seguintes os materiais mais comu-
mente colhidos:

Escarro — Visto ser a tuberculose pulmo-
nar a forma clinica mais freqgiiente, o escar-
ro é também o material mais examinado. O
doente deve ser instruido no sentido de co-
lher apenas a expectoragio e ndo saliva ou
secregbes naso-faringeanas, de preferéncia pe-
la manhg, em frasco de vidro estéril de boca
larga. Nos doentes hospitalizados, a colheita
pode ser feita em copos ou caixas de carto-
lina parafinada, que sfo usadas uma s6 vez
¢ depois incineradas. Os recipientes de vidro
que serfo usados novamente devem ser tra-
tados com solugéio detergente a fim de evitar
a permanéncia de bacilos residuais de exames

positivos anteriores. Os exames negativos de-
vem ser repetidos com colheitas em dias su-
cessivos.

Nos doentes que nio expectoram a colhei-
ta é feita por um dos seguintes métodos:

Lavado gdstrico — Visa colher mucosida-
des brénquicas deglutidas durante o sono.
Logo, deve ser feita pela manhi. A antiga
sonda de borracha estd sendo substituida por
material plistico usado uma sé6 vez. Uma
boa tubagem géstrica deve ser feita no do-
micilio ou com o doente hospitalizado, pois
o simples deslocamento do doente de casa
para o laboratério é suficiente para o esva-
slamento gastrico.

Lavado brénquico — Pode substituir o la-
vado gastrico pela sua maior simplicidade.
Visa fazer o doente expectorar artificialmen-
te por meio de lavagem brénquica com salina
apds anestesia local laringeana. A colheita
pode ser feita ainda por aspiragio brénquica
no curso de broncoscopia ou por expectora-
¢do provocada por aerosol.

“Swab” laringeano — Visa recolher muco-
sidades de origem brénquica presentes no la-
ringe. E a técnica ideal para criangas ou
pessoas que ndo expectoram espontineamen-
te. Se o material nfio é abundante deve ser
repetida a colheita em varios dias.

Outros materiais — Em sua maioria, sfo
materiais pobres em bacilos e devido a isto,
o procedimento é diferente. Se se trata de
material sem contaminagio miltipla, deve ser
colhido assépticamente em tubo ou baldo auto-
clavado, para permitir a semeadura direta
nos meios de cultura. Estdo nesta categoria:
liquor, liquido pleural, peritoneal, articular,
etc. Os materiais sabidamente contarhinados
por outra flora (urina, pus de abscessos fis-
tulisados, etc.) embora nfo exijam os mes-
mos cuidados, devem ser tratados antes da
cultura. No caso da urina, deve ser colhida
a primeira da manhd, em vez da de 24 ho-
ras. Dada a pobreza em bacilos, o exame
deve ser repetido trés dias seguidos.

Conservacio e transporte — (O problema
do transporte estd muito relacionado ao da
conservacio, que visa impedir o desenvolvi-
mento dos germes contaminantes e preservar
a viabilidade das micobactérias. Nem sem-
pre é possivel fazer-se o exame no mesmo lo-
cal da colheita. Isto se refletiria na eficacia
do exame se cuidados especiais ndo forem
tomados. N&o ha substincia capaz de con-
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servar o material patolégico contaminado dei-
xando viavel o bacilo da tuberculose por va-
rios dias. O melhor meio ainda é a refrige-
racio. Quando nio se dispbe dela, pode-sc
usar a técnica difasica, isto &, purificagio
e semeadura do material no local da colhei-
ta, transporte ao abrigo da luz e das tem-
peraturas muito elevadas e incubagdo ao che-
gar ao laboratério. Esta técnica foi ideali-
zada por nos e aplicada com sucesso em ma-
teriais colhidos de indios.

III — Exame microscépico

A pesquisa do bacilo da tuberculose faz-se
apés coloragdo, utilizando-se métodos que vi-
sam evidenciar o seu carater fundamental que
é a 4lcool-acido resisténcia, isto €, a resistén-
cia ao descoramento pelo &lcool acidificado
quando corado & quente pela fucsina. Entre-
tanto, esta nfo é uma propriedade exclusiva
do bacilo da tuberculose, podendo surgir ou-
tros ‘microrganismos pertencentes ou ndo ao
género Mycobacterium nos materiais patol6-
gicos, cuja diferenciagio somente é possivel
com a cultura. Também, dependendo da sua
fase de desenvolvimento, as micobactérias po-
dem apresentar-se nfo alcool-dcido-resisten-
tes. O bacilo da tuberculose apresenta-se co-
mo bastonetes retos ou ligeiramente curvos,
com granulagbes citoplasmaticas, ndo ramifi-
cados, sem conidios ou esporos.

A coloracio de Ziehl-Neelsen é ainda o
método de rotina mais usado nos laboratd-
rios de tuberculose. Seu valor depende mui-
to dos cuidados técnicos empregados, desde
o preparo do esfregago até o exame micros-
copico. E de interésse clinico que os resulta-
dos sejam expressos quanlilalivamente apds
contagem bacilar. Visa informar o nfimero
de bacilos por campo, pois isto tem impor-
tAncia nfo s6 diagndstica como terapéutica,
e nisso se baseia o clinico em caso de con-
trole mensal.

O uso do exame direto como meio de diag-
noéstico deve ser difundido ao maximo nas
localidades onde ndo se possam utilizar ou-
tros métodos mais seguros. O seu valor é po-
rém limitado, pois a positividade é baixa nos
maleriais paucibacilares, ndo permite asse-
gurar que se trata de bacilo da tuberculose
ou de ouira micobactéria e nem fazer-se o
teste de sensibilidade as drogas, informacao
importantc na orientagiio terapéutica. Quan-
do ndo se dispde déste dado, o recurso &
iniciar a aplicac@o das drogas, fazer o con-
irole pela bacterioscopia e ao fim de algu-

mas semanas, caso ndo haja negativagio, con-
cluir pela resisténcia.

Nos laboratérios de grande maovimento po-
de-se wsar com proveilo a microscopia fluo-
rescente, que consiste em corar o bacilo por
um fluorocromo, ou seja, substincia que se
torna fluorescente quando exposta a uma luz
excitante de comprimento de onda apropria-
do. A vantagem mais notdvel desta técnica é
a sua rapidez. Dado o custo da aparelha-
gem o seu uso 6 se justifica em laboratérios
de grande movimento, com 30 a 50 exames
microscopicos por dia. O seu rendimento esta
tambhém correlacionado & qualificaciio do téc-
nico microscopista. A positividade é bem
mais elevada do que a obtida com o método
de Ziehl-Neeclsen. H4 ainda a vantagem de
se poder corar a mesma ldmina, primeiro
com a auramina e em caso de diavida, pela
fucsina.

IV — Cultura simples

O isolamento e identificaciio do bacilo da
tuberculose é feito por cultivo em meio enri-
quecido onde cresce muito lentamente (15 a
30 dias) dando origem a colbnias de aspec-
to caracteristico. O meio mais usado é o
de Lowenstein-Jensen a base de Ovo e glice-
rina.

O procedimento varia com a natureza do
material patoldgico. Material nédo contami-
nado: quando se trata de material sem con-
taminantes, colhido assépticamente, a semea-
dura deve ser feita diretamente no meio,
com ou sem centrifugagdo (liquor, exsuda-
tos, material de punces ganglionares, etc.).
Geralmente trata-se de material paucibaci-
lar, tornando-se mais dificil a obtenc¢io de
culturas positivas, tanto mais que parte das
micobactérias é destruida durante o processo
de depuraciio. E suficiente semear 0,5 ml com
pipeta Pasteur, deixar secar, arrolhar e in-
cubar a 37°C. O liquor deve ser semeado
sem centrifugacio. Os exsudatos pleurais,
se contém codgulos fibrinosos, éstes podem
ser semeados. Os produtos sélidos devem ser
triturados em gral com arela e diluidos em
agua destilada antes da semeadura.

Material coniaminado — O isolamenio do
bacilo da tuberculose do escarro necessita:
a) descontaminagio prévia da expectoragio;
b) semeadura em meio enriquecido.

A descontaminaciio prévia pode ser obli-
da pela adigdo de soda, fosfato trissédico ou
compostos tensio-ativos, que visam a elimj-
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nacdo da flora microbiana associada, uma
vez que esta é mais sensivel do que o bacilo
da tuberculose a estas substancias. Estes pro-
dutos, além do poder antisséptico muito acen-
tuado, tém também a propriedade de lique-
fazer o muco, facilitando o contato com as
bactérias contaminantes. O tempo de acfo
déstes agentes varia com a conceniracio, que
por sua vez varia com a provavel contami-
nagdo dos materiais patolégicos. Para os ma-
teriais destituidos de muco, o 4cido sulfari-
co pode ser usado em solugio a 15% du-
rante 30 minutos para os muilo contamina-
dos e a 4% durante 10-15 minutos para os
pouco contaminados. Deve ser usado para
urina, fragmentos de tecidos, etc.

O procedimento com o lavado gastrico é
idéntico ao do escarro, sendo precedido de
centrifugacio ou coleta da mucosidade com
pipeta, dado o volume maior de liquido.

Meios de cultura — Os meios de cultura
usados para isolamento e posterior estudo
das micobactérias tém em sua composicgio,
asparagina como fonte de nitrogénio, glice-
rina, como fonte de carbono, sais minerais e
6vo. O meio de Lowenstein-Jensen que é
universalmente usado leva, ainda, verde ma-
laquita que serve como inibidor dos germes
contaminantes, Sempre que possivel, & re-
comendada a semeadura de materiais pro-
venientes de lesbes ndo pulmonares em outros
meios de cultura. Nos Estados Unidos estd
sendo muito usado o meio semi-sintético
7H10, que é mais caro do que o Lowenstein-
Jensen, porém mais sensivel. Tem ainda a
vantagem de permitir o estudo da morfolo-
gla das colbnias, o que nfo s6 proporciona
um diagnéstico mais precoce, como informa
s6bre a espécie isolada. Runyon, em recente
visita ao L.C.T., revelou grande esperanca
nesta técnica como auxiliar na determinagio
precoce das espécies de micobactérias mais
comumente isoladas do homem. Dentre os
meios liquidos, 0o meio de Sula tem sido
empregado também para isolamento do ba-
cilo da tuberculosé, com relativo sucesso.

Exame das culturas — As culturas sfo
examinadas apds 48 horas para surpreender
contaminagbes que alcalinizam o meio de
L.J. tornando-o amarelado ou o acidificam,
intensificando a c6r verde ou ainda lique-
fazendo-o pela agfio de germes proteoliticos.
Depois de dois dias os tubos podem ser ar-
rolhados, desde que o indeculo liquido se te-
nha evaporado. Algumas vézes ja se nota o
aparecimento de coldnias de micobactérias

de crescimento rdpido (Grupo IV). A par-
tir de 10 a 14 dias as colénias do bacilo da
tuberculose comecam a aparecer como pon-
tos mintsculos, visiveis & lupa. A partir do
21.° dia as culturas sfo bem visiveis a 6lho
nd. Os tubos negativos sio mantidos na es-
tufa pelo menos dois meses, e segundo Canet-
ti, até quatro meses,

Ao bacteriologista experimentado era fa-
cultado identificar uma colénia de M. tu-
berculosis pelo seu aspecto macroscépico, sen-
do dispensada a verificacio da A4lcool-acido-
resisténcia.  Entretanto, com a importincia
que as micobactérias atipicas estdo assumindo
na patologia humana, hd possibilidade de
confusdo. As coldnias de bacilo da tuber-
culose apresentam-se de cbr creme-beije, ru-
gosas, salientes, com aspecto de couve-flor,
sem modificagio do meio de cultura. As
colénias de M. bovis sio de superficie lisa,
mal ‘desenvolvidas e por isto chamadas dis-
génicas. As coldnias atipicas sfo submetidas
a coloragio de Ziehl para que possam ser
identificadas como micobactérias. -

A exemplo da microscopia, é importante
expressar quantitativamente, o crescimento.
Os critérios so muito varidveis, sendo o
mais usado:

menos de 100 colénias: dar o ntimero real de
coldnias

colonias separadas, mas incontaveis: -+
colénias confluentes, mas visiveis: -+ -+

colonias confluentes, formando tapete: + -+ +

E normal a observacio de tubos contami-
nados por outras bactérias ou por cogumelos.
Isto pode decorrer de falhas no processo de
descontaminacfio ou pela existéncia de micror-
ganismos resistentes ao agente purificador.
Néstes casos, é preciso repetir o exame dei-
xando agir por mais tempo o agente puri-
ficador ou tentar reisolar o bacilo da cultura
contaminada. Se a contaminacgio é bacteria-
na, tratar pelo acido sulflirico a 159% as
colénias trituradas em gral durante 25 mi-
nutos e depois neutralizar com soda a 30%
em presenga de tintura de tornassol. Se a
contaminacio & por cogumelos, tratar pela
soda a 6% durante 45 minutos a 37°C e
neutralizar com A4cido sulfdrico.

As culturas simples, assim como as dos
tubos-testemunhos dos testes de sensibilidade,
sdo identificadas por métodos bacteriolégicos
e biloquimicos,
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V — Cultura com teste de sensibilidade

Fste teste visa determinar a sensibilidade
da amostra as drogas teraputicas em uso
na ocasiio. Estas drogas sdo atualmente clas-
sificadas em drogas de 1.* linha (estrepto-
micina, isoniazida e PAS), drogas de 2.* li-
nha (cicloserina, etionamida e kanamicina)
e finalmente as chamadas drogas recentes
(etambutol e rifampicina), além de outras
drogas que possam eventualmente estar em
uso (pirazinamida, viomicina, TB,, capreo-
micina, etc.).

O conceito de amostra resistente é o mes-
mo para 1ddas as drogas: é aquela que tem
a capacidade de crescer em presenca de con-
centragbes elevadas de uma droga. E um
conceito puramente bacteriolégico, uma vez
que, em certos casos de resisténcia baixa, po-
de-se obter acdio teraputica com essas dro-
gas, embora menos eficiente. Nao s6 as
concentragdes, mas as proporgoes criticas va-
riam de uma droga para outra, de acordo
com critérios estabelecidos experimentalmen-
te. Fstes critérios tém sido revistos periodi-
camente pelos especialistas, com base em in-
quéritos internacionais, promovidos pela

U.I.C.T.

No Laboratorio Central de Tuberculose da
(Guanabara é usado desde 1963 o método das
propor¢des de Canetti, Rist e Grosset (va-
riante simplificada) suficientemente exato
para fins praticos 2. Este método consiste em
se medir a proporgido de bacilos resistentes

xistente na amostra de cultura de bacilo da

tuberculose em relacdo ao nimero total de
bacilos semeados, o que se obtém semeando
dilui¢bes a intervalos de 1072 das amostras.
E indispensidvel que com estas diluigBes se
obtenham colénias isoladas em nGmero con-
tavel. Confrontando o nimero de colénias
que crescem no tubo com drogas (resisten-
tes) com o nlimero obtido nos tubos sem dro-
gas (testemunho com a populagdo total) ob-
tém-se facilmente a proporgdo de bacilos re-
sistentes existente na amostra testada.

H4 duas modalidades de testes de sensi-
bilidade: Méiodo direto, rapido, quando se
semeia o material patolégico diretamente no
meio com as drogas. E indicado para os
escarros positivos ao exame direto, os quais
sdo diluidos .de acérdo com o nimero de ba-
cilog per campo. Kstas dilnigbes sfo deter-
minadas na pratica, pois variam com os mé-
todos de purificagdo usados.

No L.C.T. estd em uso o método de
Darzins %, com as seguintes diluigles:

Microscopia
Numero de bacilos Codigo
Menos 1 b./10 campos +
1-10 b./10 campos + +
1-10 b./campo + + +
Mais 10 b./campo + 4+ A+ -+

Meio de cultura

Bateria A Bateria B
Sem diluicdo 1:10
Sem diluicdo 1:100
Sem diluicdo 1:1000
Sem diluicdo 1:10000

As diluicbes da Bateria B devem dar menos
de 100 colénias nos tubos testemunhos. Os
materiais negativos ao exame direto sio se-
meados no meio sem droga para posterior
teste indiveto. Método indireto, lento, quan-
do se parie de primocultura em meio usual
e depois se faz a determinacio da sensibili-
dade nos meios com drogas. E indicado pa-
ra 0s escarros com qualquer riqueza bacilar,
mas especialmente nos pobres em bacilos ou
negativos a microscopia.

Fsta técnica é descrita no Apéndice Técni-
co, com as respectivas dilui¢bes. O técnico
néo deve ficar préso aos esquemas e exem-
plos aqui citados, pois com a pritica, pode
ir observando e ajustando as diluigbes mais
indicadas para obten¢@o de um nitimero con-
tivel de colénias nos tubos de meio sem
droga (menos de 100 colbnias nos tubos
testemunhos) .

Meio de cultura — % usado o meio de
Lowenstein-Jensen com antibi6ticos incorpo-
rados antes da coagulagio, que devera ser
feita durante 45 a 50 minutos. Devem ser
usados tubos da mesma partida de meio se-
meados com um dado material patolégico.

Com o esquema simplificado, ntiliza-se uma
concentragdo intermediaria de cada droga,
enquanto que alguns laboratérios costumam
usar até 3 concentragdes. H& detalhes tée-
nicos no preparo destas dilui¢Bes que néo
cabem em publicacbes desta natureza.

O quadro anexo nos d& as concentragoes
de cada droga nos meios de cultura e tam-
bém as proporgbes criticas para interpreta-

cao dos resultados.
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Drogas Abreviac¢des
Estreptomicina SM
Isoniazida INH
Ac. paraminosalicilico PAS
Cicloserina Ccs
Etionamida ETH
Kanamicina KM
Pirazinamida Pz
Etambutol EMB
Viomicina VM
Tiosemicarbazona TB1
Capreomicina CM
Rifampicina RMP

VI — Identificacio das culturas

As culturas obtidas, quer sejam por cul-
turas simples ou por testes de sensibilidade
as drogas, devem ser identificadas sob pena
de se incorrer em €rro, pois hd varias espé-
cies de micobactérias passiveis de serem isola-
das do homem e que apresentam morfologia
bacilar e colonial bastante semelhantes ao
bacilo da tuberculose. Tédas tém em comum
o carater fundamental dos bacilos do género
Mycobacterium — a alcool-acido-resisténcia.
Os caracteres morfolégicos sdo de pouca utili-
dade na classificaciio das espécies de mico-
bactérias. H4 certas espécies que apresentam
predominincia de formas curtas ou cocoi-
des, de formas alongadas ou filamentosas, ou

Micobactérias
tuberculosas

Responséveis pela
tuberculose do homem:

M. tuberculosis

Responsaveis por afec¢des
viscerais
ou ganglionares:

M. kansasii

Concentracoes Percentuais para
meg/ml resisténcia.
Niveis acima de:
4 10
0,2 1
0,5 1
20 50
20 10
20 10
25 50
2 10
30 10
2 10
20 10
40 1

ainda de franco pleomorfismo. E ¢certo que
a morfologia dos bacilos varia com o meio
de cultura, com a idade e variantes. Certas
espécies, como o M. bovis ou bacilo bovino,
sdo também patogénicas para o homem. As
outras, em sua maioria sapréfitas, ndo sdo
senfio ocasionalmente patogénicas; sdo as cha-
madas micobactérias “atipicas”. Sabe-se que
tais bacilos tém larga distribuigfo pela natu-
reza e podem ser isolados da terra, vegetais,
laticinios, das secregbes e do corpo dos ani-
mais. [mportante, por conseguinte, é néo con-
fundi-los com o bacilo da tuberculose. Uma
descricio de tédas as micobactérias ndo se-
ria possivel aqui. Assim, limitaremo-nos ao
estudo das micobactérias que o bacteriolo-
gista clinico possa encontrar e identificar.

Micobactérias nao tuberculosas,

chamadas “atipicas”.
Podem ser responsaveis

por ulceracdes
cuténeas:

M. marinum (ou balnei)

M. bowvis M. scrofulaceum M. ulcerans
M. xenopi
M. avium Praticamente nunca
patogénicas
M. intracellulare M. acquae
M. fortuitum M. terrae
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Os bacteriologistas t€m a sua disposigdo
grande niimero de testes que podem ser usa-
dos para a separagio das espécies e varieda-
des das micobactérias. Impde-se, porianto,
uma seleciio, pois éles ndo sfio dc valor equi-
valente. Ha testes bésicos como a alcool-
4cido-resisténcia, crescimento em varias tem-
peraturas, vélocidade de crescimento, morfo-
logia e pigmentagdo das colbnias. Outros
testes sfio considerados complementares, co-
mo os testes bioquimicos, sensibilidade a dro-
gas e corantes, patogenicidade para animais,
testes sorologicos, fagicos, e oulros.

A partir de 1953, grande progresso foi ob-
servado mnos testes enzimaticos, alguns dos
quais pela sua simplicidade, rapidez e efi-
ciéncia, puderam ser indicados como provas
vélidas para uma identificagfo répida do ba-
cilo da tuberculose e sua diferenciaco de
outras micobactérias do grupo das denomi-
nadas “atipicas”.

No L.C.T. da Guanabara vimos seguindo
um esquema de identificagio que se revelou
bastante satisfatério em cérca de 8.000 cul-
turas, sendo 115 “atipicas” e as restantes,
do bacilo da tuberculose. Este esquema esta
subdividido em trés fases: 1.% fase — Iden-
tificagio bioquimica rdpide — Tddas as cul-
turas isoladas no Setor de diagnéstico sio
submetidas a cinco testes bioquimicos: nia-
cina, catalase & temperatura ambiente, cata-
lase a 68°C, nitrato-redutase e peroxidase.
Um arranjo técnico pemite a realizagio dés-
tes testes partindo de um ftnico tubo de cul-
tura, que pode ser o da primocultura ou
do testemunho dos lestes de sensibilidade.
Juntamente com as culturas sdo fornecidos
os resultados dos testes de sensibilidade as
drogas de 1.* linha. Estes testes ja nos dao
certa orientacfo, pois as micobactérias “ati-
picas” geralmente sfo resistentes a essas dro-
gas, embora, eventualmente, também possam
ser isoladas culturas resistentes do bacilo da
tuberculose. Uma vez selecionadas as cul-
turas que ndo se comportam bioquimicamente
como bacilo da tuberculose, sfo elas subme-
tidas a outros testes para identificagdo dos
grupos de Runyon, o que constitui a 2.* fase
do trabalho. 2.% fase — Classificagio de
Runyon — Na falta de um critério de clas-
sificagdo, Runyon sistematizou as micobac-
térias ndo tuberculosas em qualro grandes
grupos, apenas para facilitar o seu estudo.
Depois de comprovada a alcool-acido-resis-
téncia, a cultura é observada quanto & velo-
cidade de crescimento e a pigmentaglo das
colénias que permitem a caracterizagio pre-
liminar dos 4 grupos de Runyon.

Grupo I — Fotocromdgenas — de cres-
cimento lento. D&o colénias pigmentadas,
mas a pigmentagdo aparece apds exposicdo
a luz. As culturas sfo feitas inicialmente ao
abrigo da luz, em tubos cnvolvidos em pa-
pel préto. A principal espécie é o M. kan-
sasii, responsavel por afecgbes pulmonares e
ganglionares,

Grupo 1l — Escotocromdgenas — de cres-
cimento lento. D#o coléonias lisas pigmenta-
das em amarelo ou amarelo-laranja, pigmento
8ste que aparece mesmo ao abrigo da luz.
Fste pigmento torna-se laranja-escuro ou aver-
melhado apés exposigio & luz continua. Nés-
te grupo: M. scrofulaceum, responsavel por
adenites da infancia e M. acquae, contami-
nante banal de laboratério, que praticamente
nfio é patogénico. Entretanto, alguns casos
de doenca pulmonar pelo M. acquae t€m sido
observados.

Grupo III — de crescimento lento — Néo
fotocromégenas — Do coldnias nio pigmen-
tadas, no escuro e que conlinuam sem pig-
mento apds exposigao a luz. Néste grupo
estio: M. avium ou bacilo da tuberculose
aviaria e M. intracellulare ou batteyi. Estas
duas espécies, muito proximas sfo responsi-
veis por afeccbes pulmonares, ganglionares e
bsscas. M. terrae, & ndo patégeno muito fre-
giientemente encontrado. M. xenopi ou xe-
nopodis, que nio obstante ser FEscotocromo-
gena, tem muitos caracteres déste grupo. E
responsavel por afecgbes pulmonares.

Grupo IV — de crescimento rdpido — S8o
micobactérias cujo crescimento em tempera-
tura ambiente e a 37°C é muito rapido, pois
déo colénias bem desenvolvidas até em qua-
tro dias. FEste grupo é representado princi-
palmente pelo M. fortuitum, responsével por
abscessos profundos e, por vézes, afeccOes
ganglionares.

H4 micobactérias que sfio responsaveis por
ulceracbes cutdneas, cuja caracteristica prin-
cipal é o fato de nfo crescerem a 37°C.
Fiste grupo é representado pelo M. marinum,
que é fotocromégena de crescimento rapido,
sapréfita da dgua e responsdvel por ulcera-

¢Bes cutineas superficiais que aparecem apés
banhos de piscina (M. balnei). Outra espé-
cie é o M. ulcerans, escotocromégena ou nao
crombgena, de crescimento lento, responsa-
vel por ulceragfes profundas, de tendéncia
fagedénica, dos paises tropicais,

3. fase — Identificagio das espécies —
Para esta fase sfo usadas técnicas bioqui-
micas que evidenciam os caracteres proprios
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de cada espécie de micobactéria: amidases,
arilsulfatase, degradacdo do “T'ween”, prova
do citrato de ferro amoniacal, sensibilidade
ao TCH, e outras. Também a inoculagio em
animais é usada como prova decisiva para
certas espécies; a descrigio destas técnicas
prolongaria demasiadamente &ste trabalho.
As culturas que ndo se comportarem como
bacilo da tuberculose tipico, pelos seus ca-
racteres bacteriolégicos e bioquimicos devem
ser enviadas ao Laboratério Central de Tu-
berculose da Guanabara para serem tipifi-
cadas.

VII — Correlagao clinica

No caso do bacilo da tuberculose, é bas-
tante o aparecimento de uma colénia para
que o diagnoéstico bacteriolégico esteja asse-
gurado. O mesmo ndo acontece com as ou-
tras micobactérias, que podem ser isoladas
e nio estarem relacionadas com o quadro
clinico do paciente.

As seguintes recomendages sfo feitas pa-
ra esclarecimento de um caso clinico de mi-
cobacteriose: 1) Afastar a hipdtese de tu-
berculose. 2) A cultura da micobactéria
atipica ndo deve ser muito pobre. E ne-
cessario que haja varias colénias na primo-
cultura. 3) Repetir o isolamento pelo menos
trés vézes de material colhido em varias fa-
ses da doenca. 4) No caso do doente ser
levado a cirurgia, ou em caso de 6bito, rei-
solar a micobactéria da pega. 5) Final-
mente, comprovar com os dados clinicos dis-
poniveis que a micobactéria é a fnica res-
ponsivel pelo estado mérbido.

O isolamento da micobactéria “atipica” em
individuos tuberculosos é totalmente desti-
tuido de wvalor clinico. Portanto, néstes
doentes o exame direto, nio serve para con-
trolar a evolucfo da doenga, pois a micobac-
téria atipica pode ser responsivel por uma
prolongada positividade, mesmo depois do
desaparecimento do bacilo da tuberculose.
Geralmente s@o resistentes as drogas tera-
péuticas. Se a micobactéria f6r do grupo das
patogénicas para o homem, podera localizar-
se nas lesdes inicialmente tuberculosas, man-
tendo o estado morbido por muito tempo.
Nos tuberculosos curados ha alguns anos, te-
mos isolado micobactérias atipicas que certa-
mente se instalaram na lesfo ja cicatrizada.
Caso ndo houvesse identificagdo bacteriold-
gica, @éstes casos seriam considerados como
de recaldas de tuberculose com bacteriosco-
pia positiva.

51
APENDICE TECNICO
1. Exame microscépico
Preparo de esfregagos — As laminas de-

vem ser novas, desengorduradas por imersdo
em alcool-dcido sulftirico 1:1.000 e identi-
ficadas com diamante. Com alga de platina
ou niquel-cromo rigida escolhe-se uma par-
ticula purulenta (opaca) ou hemorragica,
disto dependendo em grande parte o resul-
tado do exame. FEspalha-se em camada del-
gada por movimentos longitudinais e trans-
versais, formando um retdngulo que ocupe
2/3 da lamina, usando-se se necessario mais
de uma particula de escarro. Deixar secar
ao ar e fixar passando na chama rapida-
mente duas a trés vézes.

Coloragiio de Ziehl-Neelsen — 1.° tempo:
Colocar a lamina sébre um suporte de metal
ou de vidro. Cobri-la com fucsina de Ziehl
filirada recentemente. Deixar agir 10 minu-
tos, aquecendo brandamente duas a trés vé-
zes até a emissdo de vapores, por meio de
algodio montado em arame molhado no Aal-
cool, evitando-se a fervura e a secagem do
corante. Se necessario, colocar mais corante
para manter a lamina coberta. 2.° tempo:
Descoramento — Derramar o corante. La-
var imediatamente com &dgua corrente. Re-
cobrir com &lcool cloridrico a 3% durante 3
minutos. Lavar. O descoramento pode tam-
bém ser feito com 4cido sulftrico 1:4 — 3
minutos, seguido de alcool — 5 minutos.
O esfregago deve ficar incolor ou ligeira-
mente réseo. 3.° tempo — Contra-coloragio
— Corar durante 30 segundos com solugfo
de azul de metileno filirada recentemente
em papel de filtro. Lavar com agua cor-
rente, deixar secar e examinar ao micros-
cpio com objetiva de imersdo (100 X) e
ocular (10 X).

Microscopia — Colocar uma gbta de dleo
de imersfo sbbre a preparagfo, evitando to-
car a lamina com o bastdo para evitar o
transporte de bacilos para a lamina seguin-
te. FEste exame deve ser feito com método
pois o resultado devera ser expresso em ni-
mero de bacilos por campo, dado importante
na escolha da técnica a ser usada nos testes
de sensibilidade, quer direta ou indireta.
Inicia-se a contagem deslocando-se o “chax-
riot” longitudinalmente para a direita, ano-
tando-se o niimero de bacilos alcool-4cido-
resistentes que se destacam no fundo azula-
do da preparacio. O bacilo da tuberculose
aparece como finos bastdes vermelhos, retos
ou ligeiramente encurvados, as vézes granu-
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losos, isolados, aos pares ou em grupos. Pa-
ra facilitar a contagem deve-se percorrer o
campo sistemdticamente comegando da peri-
feria e terminando no centro do campo mi-
croscopico. ~Logo que todos os campos si-
tnados na primeira linha da lamina estejam
examinados, desloca-se lateralmente o “char-
riot” de alguns milimetros e recomega-se a
percorrer a linha da direita para a esquerda.
O ntGmero de campos a serem examinados
varia com a riqueza bacilar, Se hd mais de
um bacilo por campo é suficiente examinar
20 campos para assegurar uma boa média do
nitmero de bacilos por campo. Se hd menos
de um por campo, examinam-se 100 campos,
e estabelece-se a média do ntmero de baci-
los em 10 campos. Se a preparagio ndo mos-
tra bacilos, prossegue-se o exame até uns 200
campos antes de concluir pela auséncia de
bacilos. Declarar no resultado: “Auséncia
de BAAR em 200 campos”. A verificagio
de um tnico bacilo em téda a lamina deixa
davida, devendo-se néstes casos repetir o
exame com ndvo material.

Corantes
Férmula da fucsina de Ziehl:

Fucsina bésica ............... lg

Alcool absoluto .......... 10 ml

Dissolver por agitacio e acrescentar:

Fenol aquoso ................ 55 ¢g
Continuar agitando e acrescentar:
Agua destilada ....... R 100 ml

Deixar repousar 24 horas e depois {filtrar
em papel.

O fenol aquoso é preparado dissolvendo-se
1 kg de fenol cristalizado em 100 ml de agua
destilada. Aquecer em B.M. até dissolver
e deixar esfriar,
Azul de metileno fenicado:

Azul de metileno ............. 2 g
Alcool absoluto cieneneeees 10 ml
Dissolver por agitacfio

Juntar fenol -aquoso 2,2 g

Continuar agitando e juntar dgua deslila-

da — 100 ml

Deixar repousar 24 horas e filirar em
papel.

Acido sulfirico 1:4:

Colocar 75 ml de 4gua destilada num re-
cipiente de vidro Pirex,

Juntar muito lentamente 25 ml de acido
sulfarico p.a.

Como se produz forte desprendimento de
calor, recomenda-se colocar o recipiente imer-
so em agua fria.

Alecool cloridrico:

Acido cloridrico ........... e 3 ml

Alcool absoluto 100 ml

Ha varias modificages déste método no
que concerne aos tempos de coloracio, mas
estas devem ser usadas com muito cuidado
dada a possibilidade de falsos resultados. A
coloragdo de fundo pode ser feita usando-se
em lugar do azul de metileno, acido picrico
ou verde malaquita. A mais recente modifi-
cagiio é a coloracio a frio, usando a fucsina
com detergente (“teepol”, laurilsulfato ou
“Tween 807).

Microscopia fluorescente — Em lugar de
corar a ldmina pela fucsina é usada a aura-
mina, que é o fluorocromo mais usado. Os
bacilos quando iluminados com luz azul, emi-
tem uma luz amarela contra fundo escuro.
E necessdrio intercalar-se um filiro amarelo
para deter os raios azuis, deixando passar
os raios amarelos. Os bacilos aparecem co-
mo pequenos tragos brilhantes o que os tor-
na visiveis mesmo com fraco aumento (200
X) em lugar de grande aumento (1.000 X)
usado na coloragiio de Ziehl. O campo mi-
eroscopico examinado € portanto muito maior
o que facilita o achado. dos bacilos. Cuida-
do especial deve ser tomado quanto a pre-
senca de particulas naturalmente fluorescen-
tes que podem ser encontradas nos materiais
patolégicos.

Microscépio — Aparelho monocular com
fonte luminesa a vapor de merctrio (HBO
74 ou HBO 200) que é completada com um
filtro anticalérico e um filiro excitante BG
12 (3-5 mm de espessura). Usa-se ainda um
filtre amarelo de barragem (tipc Kodak
Wratten n.° 12) colocado na ocular para
defender ¢ globo
ultravioleta.

ratag
raiocs

Coloragdo — FEsiregago fino fixado pelo
calor. Recobrir a limina com solucdo de
auramina fenicada. Deixar 10 minutos. La-
var. Descorar com &lcool-acido durante 4 mi-
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nutos. Lavar. Contra-corar com permanga-
nato de potassio durante 30 segundos. Dei-
xar secar ¢ examinar. FEsta lamina pode de-
pois ser corada pelo método de Ziehl-Neel-
sen, em caso de divida, e examinada ao mi-
croscopio comum.

Exame das laminas — Usa-se em lugar
da objetiva de imersfo, a objetiva a séco
(20 X) com ocular (6 X ou 8 X), dando
um aumento de 120 X a 160 X. Cada vez
que s¢ encontra uma imagem suspeita de
ser um bacilo, é suficiente trocar para uma
objetiva mais forte (40 X) para confir-
magao.

A vantagem déste método é a sua rapidez.
Dado o custo da aparelhagem o seu uso ¢
recomendado em laboratorios que tenham pe-
lo menos 30 a 50 microscopias por dia, ou
quando se deseja exercer fiscalizagio sdbre
os técnicos.

Reativos

Auramina fenicada — Juntar 3 g de aci-
do fénico puro a 100 ml de dgua destilada.
Aquecer a 40°C e juntar 300 mg de aura-
mina agitando constantemente, Filtrar em
papel e conservar em frasco opaco bem fe-

chado.

Alcool-dcido:

Cloreto de soédio ........... 20 g
Acido cloridrico ............ 20 ml
Agua destilada ............. 500 ml
Alcool a 75° ... ... ..., 1.500 ml
Permanganato de potdssio — Solugdo a

0,1% em Agua destilada.

2. Culture
A — Método de Petroff pela soda
a) Com centrifugacio:

1) Colocar alguns ml da parte mais puru-
lenta do escarro em recipiente estéril,
fechado herméticamente;

2) Misturar com 2 volumes de soda a 4%
(pouco viscoso) ou 4 volumes (muito
viscoso) ;

3) Agitar vigorosamente e colocar na estu-
fa a 37°C — 30 minutos;

4) Centrifugar a 3.000 r.p.m. — 15 a
20 minutos. Decantar o liquido sobre-
nadante. O tempo total de contato escar-
ro-soda nunca deve ser superior a uma
hora;

5) Neutralizar o sedimento com algumas
gotas de acido sulfarico a 4% em pre-
senca de azul de bromotimol como indi-
cador de pH;

6) Semear algumas gotas no meio de cul-
tura com ¢ sem drogas, que é colocado
em posicAo horizontal até secar. Arro-
lhar com r6tha de cortica parafinada
a quente e manter na estufa a 37°C,
fazendo-se leitura semanal.

b)  Sem centrifugacio — Método simpli-
ficado para escarros positivos ao exame di-
reto:

1) Colocar 3 a 4 ml de escarro purulento
em gral estéril; ‘

2) Juntar igual parte de soda a 6% e 3
gotas de azul de bromotimol;

3) Triturar a mistura durante 1 a 2 mi-
nutos;

4) Colocar na estufa a 37°C — 50 minu-
tos, envolvendo o gral em papel estéril;

5) Neutralizar com algumas gotas de Aaci-
do sulfarico a 15%:;

6) Semear algumas gotas no meio de cul-
tura com ou sem as drogas.

B — Processo do dcido sulfirico — Para
urina, pus de fistula, {fragmento de biopsia
ou necropsia:

1) Triturar 2 ml do sedimento de urina
ou fragmento de tecidos em gral com
areia estéril;

2) Colocar 2 ml de acido sulfarico a 15%.
Homogeneizar;

3) Deixar a temperatura ambiente por 20
minutos;

4) Neutralizar com soda a 3% e semear
no meio de Lowenstein-Jensen.

C — Método de Darzins — Agitagao-Pre-
cipitagéo °:

1) O material patolégico (1 ml, guando
purulento; 2-3 ml quando fluido) é co-
locado em tubos de centrifugagdo, es-
téreis, com capacidade de 15 ml, fun-
do redondo, com 10 pérolas de vidro.
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2) Juntar 5 ml da solucdo purificadora:

Soda v.vvvvviiniiiiiin.. 1,0 ¢
Fosfato trissédico ......... 1,0 g
Agua destilada ........... 100 ml

3). Fechar os tubos com rélha de borracha
fervida e colocé-los no agitador de Kahn,
durante 5 minutos.

4) Colocar 1 ml da solugfio precipitadora:
0,5 g
100 ml

Cloreto de calcio ........ ..

Agua destilada ..... R

5) Agitar manualmente. Aparece um pre-
cipitado gelatinoso. Esperar um minuto.

6) Centrifugar 5 minutos a 2.000 r.p.m.

7) Rejeitar o sobrenadante, cuidando para
que as pérolas fiquem no tubo.

8) Dissolver o precipitado com 0,3 ml da
seguinte solugdo solvente:

Acido citrico ... ... iean, 30 g
Citrato de amdnia ........ 2,5 g
Citrato de sbédio .......... 2,0 g
Agua destilada ........... 100 ml

9) Semear algumas gotas no meio de Lo-
wenstein-Jensen e proceder da mesma ma-
neira como para os outros métodos,

D — Método do laurilsulfaio de sédio
(TacQuer & Tisow)

Solucgées:

Solugdo n.° 1, para descontaminaciio:

Laurilsulfato de sédio puro, em pé6 30 g
Soda pura em pastithas ........ 10 g
Agua destilada q.s.p. ......... 1000 ml

Dissolver & quente o laurilsulfato ¢ de-
pois juntar a soda.

Conservar a 37°C,

Solugo n.° 2, para lavagem e neutrali-
7agao:

Acido fosférico puro .......... 1,5 ¢
Parpura de bromocresol a 1/250 2,0 ml
Agua destilada ................ 1000 ml

A solugio é esterilizada em autoclave por
30 minutos a 120°C.

O papel do laurilsulfato é fluidificar o es-
carro e sensibilizar os bacilos contaminantes
a aclo toéxica da soda.

Técnicu — 2 wml de escarro sdo mistura-
dos a 3 ml de laurilsulfato alcalino. A mis-
tura é agitada em agitador de Kahn du-
rante 30 minulos a temperatura ambiente.
Neutralizar por adigfo, até a viragem ao
amarelo, da solugio 4cida n.° 2. Depois,
centrifuga-se a 3.000 r.p.m. durante 30
minutos. Decanta-se cuidadosamente e o se-
dimento é semeado em sua lotalidade em
varios tubos de meio de Lowenstein-Jensen.
A vantagem desta técnica é produzir exce-
lente homogeneizagiio do escarro o que per-
mite boa eliminagfo dos contaminantes com
um menor ntmero de tubos e concentrar por
centrifugagfio o produto patologico produ-
zindo um sedimento pequeno, facil de ser
todo éle semeado. O inconveniente é a ne-
cessidade de mais malerial e as manipula-
¢bes mais complexas que a lécnica da soda.

E Processo do “swab” laringeano, in-
dicado para pessoas que néo expectoram.

1) Mergulhar inteiramente o “swab” em
solugdo de acido sulfarico a 4%:;

2) Depois de 10 minutos, neutralizar com
soda a 6% em presenga de indicador
de pH. Gasta cérca de 3,5 ml;

I
Esfregar o “swab” na superficie do

meio de L.J. ou agitd-lo no meio de

Sula.

o
—

3. Tesies de sensibilidade o drogas

Teste direto — com o préprio material pa-
tologico:

1) Fazer o eslregago, corar e determinar
o namero de bacilos por campo como
foi indicado na parte de microscopia;

2) Tratar o escarro por um dos métodos
de descontaminacio indicados anterior-
mente, com ou sem centrifugagio;

3) Consultar as tabelas para a escolha das
diluigBes a serem semeadas. Na primei-
ra parte déste trabalho encontram-se uma
tabela aplicada no L.C.T. para o mé-
todo de Darzins, com centrifugagdo. A
seguir, apresentamos a tabela recomen-
dada por Canetti para o método da
soda, sem centrifugacio:
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n.? de bacilos ao microscopio
com objetiva de imerséo

Tubos testemunhos

Menos de 1 bacilo por campo
De 1 a 10 bacilos por campo

Mais de 10 bacilos por campo

4) Semear 0,2 ml de escarro nos tubos tes-
temunhos (2) e com as drogas esco-
lhidas. Geralmente o teste direto é usa-
do para drogas de 1.* linha. A semea-
dura de uma diluicBo suplementar
(1:1.000) nos tubos testemunhos é re-
comendada porque o nimero de col6-
nias obtido com a diluico anterior as
vézes é dificil de contar;

5) Ver a leitura dos resultados quando for
descrito o teste indireto.

Teste indireto — F feito a partir da pri-
mocultura em meio de L.J.:

1) Colhér com espatula de platina ou de
vidro particulas do maior nlimero pos-
sivel de colénias da primocultura e co-
locar em frasco Exlenmeyer estéril com
pérolas de vidro e 0,5 ml de agua des-
tilada;

2) Agitar durante 30 segundos e colocar
5 ml de agua destilada lentamente, com
o baldo em agitagéo;

3) Colocar a suspenséio em tubo de 22 mm
de diadmetro e ajustar a opacidade com
dgua destilada ao padrdo de 1 mg/ml
de bacilos (BCG) ou o tubo n° 1 da
Escala de Mac Farland;

4) Preparar as seguintes dilui¢des partindo
da suspensio de 1 mg/ml: 0,1 mg/ml
— 1 ml da suspensio mie ¢ 9 ml de
dgua destilada (1)
0,01 mg/ml — 1 ml da suspensdo I e
9 ml de 4gua destilada (II) e assim
por diante até 0,00001 mg/ml. Agitar
as diluigbes e trocar a pipeta para ca-
da diluigéo;

5) Semear 0,2 ml nas séries de tubos de
acdrdo com o seguinte esquema: O nu-
mero esperado de colénias é o seguinte:

Bateria A: 1:1000-10000 colénias
(incontavel)

Bateria B: 1:100000-100 coldnias
Bateria C: 1:1000000-10 coldnias;

Sem diluicdo (1)
1, 1:100 e 1:1000

1:10 e 1:1000

Dilui¢des a semear

Tubos ¢/ drogas
Sem diluicéo (1)
1 e 1:1000

1:10 e 1:10000

6) Apbs a semeadura, quer no teste direto
ou indireto, os tubos sdo colocados ho-
rizontalmente de modo que o indculo
fique banhando a superficie do meio.
Deixar evaporar e arrolhar com rélha
de borracha ou de cortiga préviamente
mergulhada em parafina quente. Os tu-
bos sfio recolocados na estufa até a lei-
tura final;

7) O técnico nfo deve ficar préso aos es-
quemas e exemplos aqui citados, pois
com a pratica, pode ir observando e
ajustando as diluigbes mais indicadas
para obtengio de nlimeros determinaveis
de coldnias nos tubos-contrdle (menos
de 100 coldnias).

Leitura dos resuliados

1.¢ leitura — com 28 dias. A ndo ser
que sem drogas se trate de linhagem disgd-
nica, ja teremos o crescimento final nos
meios normais. Podem ser feitas as con-
tagens das colOnias, calculadas as propor-
coes e concluir-se pela resisténcia ou ndo,
de acbérdo com a proporgdo critica estabele-
cida para cada droga, conforme tabela apre-
sentada anteriormente,

2. leitura — com 42 dias. Quando se
observa crescimento disgénico nos tubos tes-
temunhos, ou quando apenas se observa ini-
cio de crescimento nos tubos com drogas.

No L.C.T. os resultados sdo anotados da
seguinte maneira:

+ + + + crescimento confluente

+ 4+ + colonias em numero incontavel

+ + 1/4 da superficie do meio estd reco-
berta de coldnias

+ mais de 100 colonias

nimero de colénias abaixo de 100.

O seguinte exemplo nos di idéia do que
acima foi dito, para um exame de escarro
com -+ -+ & microscopia, com o qual foi
feito teste direto:
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Bateria Diluicédo Testemunhos
A 3.D. + 4+ + + +
B 1/1000 110 90

Resultado

Proporc¢édo critica

Interpretacéao

Céalculo da proporcio de bacilos resisten-
tes contidos na amositra usada no exemplo
da tabela anexa.

O nimero total de bacilos vidveis conti-
dos em 0,2 ml da diluigdo 1:1000 (que foi
o inbculo empregado) é indicado pelo ni-
mero de coldnias encontradas em cada tu-
bo-testemunho semeado com esta diluicdo.
Tomando a média dos dois tubos, acha-se

110 + 90

que éste namero € 100 colénias.

Assim, cada tubo-testemunho semeado com
a diluigdo 1:1000 recebeu 100 bacilos via-
veis. Os tubos com SM também receberam
éste indculo. Dos 100 bacilos vidveis que
o tubo com SM também recebeu, quantos de-
ram colonias? Isto & quantos bacilos se
mostraram resistentes 3 SM? Todos, ou se-
ja, 100% dos bacilos da amostra se mostra-
ram resistentes a 4 mcg/ml de SM. Para
a INH, o raciocinio é ¢ mesmo e temos 2%
de bacilos resistentes e para o PAS, apenas
0,19, considerado sensivel, pois é inferior
a 1% que é a proporciio critica para esla
droga.

Calculo idéntico é feito para os testes
indiretos, nos quais é sempre incluida a Ba-
teria C, somente para os testemunhos, com
uma diluicio 10 vézes menor do que a da
Bateria B, a fim de facilitar a contagem das
colénias e o cilculo da proporgiio de resis-
tentes.

Para testar as novas partidas de meio
de cultura é recomendado incluir-se entre as
culturas uma amostra H37RV sensivel as

drogas eunsaiadas.

Testes com drogas de 2. linha e drogas
recentes — Em linhas gerais os testes com
outras drogas sfo feitos da mesma maneira,
sempre utilizando-se o teste indireto. Va-
riam apenas as concentragSes das drogas e
as proporgoes criticas para avaliagdo dos per-
centuais de resisténcia.

SM-4 mecg/ml

INH-0,2 meg/ml PAS-0,5mcg/ml

+ -+ + + 100
100 2 0
100% 2% 0,1%

10% 1% 1%
Resistente Resistente Sensivel

4. lIdentificacdo das culturas (1)

Identificagiio  bioquimica rdpida — Do
ponto de vista prético, interessa saber ra-
pidamente se uma cultura isolada é ou néo
de bacilo da tuberculose. O esquema des-
crito a seguir estd em uso no L.C.T. ha 3
anos, e portanto, aprovado na pratica.

1) Usam-se as primoculturas ou os tubos
testemunhos dos testes de sensibilidade des-
de que apresentem crescimento abudante. As
culturas com raras colbnias poderfio falhar
em alguns testes, Néstes casos repicar e re-
petir os testes com crescimento de 30 dias;

2) Sequiéncia das operagbes para os tes-
tes: niacina, catalase i temperatura ambien-
te, termo-inativacdo da catalase, peroxidase
e nitrato-redutase:

a) colocar 2 ml de tampio de fosfatos
(pH 7.0) com 0,1% de nitrato de sédio no
tubo ou frasco de cultura original, de modo
que o tampdo fique banhando a cultura;
b} incubar em estufa ou banho-maria du-
rante 2 horas a 37°C; c¢) fazer o teste da
niacing em placa de porcelana escavada,
usando-se algumas gotas do tampédo sobrena-
dante; d) com bastdo de vidro, suspender e
triturar o crescimento; €) com pipeta Pas-
teur, colocar 10 gotas em cada um de 2 tu-
bos de hemolise (1.* série e 2.* série); f)
colocar uma das séries de tubos de hemélise
em banho-maria a 68°C por 30 minutos; g)
retirar os tubos do banho-maria, resfriar, co-
locar 0,5 ml de dgua oxigenada com “Tween
80” em cada um dos tubos da 1.* e 2.* séries,
para verificagiio da catalase & temperatura
ambienie e da termo-inaiivagio da catalase;
h) retornar os tubos ou frascos de cultura
com o restante do tampdo a estufa a 37°C
até completar 4 horas; i) fazer o teste da
nitrato-redutase no tubo original de cultura;
j) o teste da peroxidase é feito em outro
tubo de cultura, juntando-se uma mistura
de catecol com 4gua oxigenada.
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Todos os testes sdo de leitura imediata e
sua positividade permite a identificagdo do
bacilo da tuberculose e o encaminhamento
da identificagio de oulras espécies por mé-
todos bacteriologicos e hioguimicos.

O esquema abaixo nos da idéia da seqiién-
cia das operagdes.
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pode também ser preparada partindo do bro-
mo, do seguinte modo:

Agua destilada ou 4gua bromada 4 ml

Bromo ..................... 02 ml

Cianeto de sédio a 10% - gotejar até o
descoramento.

CULTURA PRIMARIA ORIGINAL

¥ ¥
ABUNDANTE POBRE
TAMPAO/NITRATO REPIQUE
(2 mt)
3 gotos extrato em placa ou tubo
NIACINA 3 gotas (alcoolica) benzidina 3%
3 gotas brometo cianogénio 10%
ESTUFA 3T°
2 horas -
Temperatura » 0,5 ml suspensdo
l ambiente 0,5 ml H202 + Tween
CATALASE
I T I ——- 0,5 ml suspensdo
ermolnativacao - H
o 680°C- 30 ‘min. B.M. ¢ 68°C - 30 min.
0,5 ml H202 + Tween
Volte & Estuf Restante do tampdo - nittato
olta a Estufa A
oté 4 horos NITRATOS I gota de HCI cons:entrado
4 gotas de sulfanilamida
4 gotas de alfanaftilamino
Niacina — ou acido nicotinico é sinteti- Técnica: a) colocar 3 gotas do tampéo de

zada pelo bacilo humano em quantidade mui-
to maior do que pelo bacilo bovino e as
outras micobactérias. Este & o teste mais
importante, pois somente com o bacilo hu-
mano da positivo. Técnica de Konno, com
brometo de cianogénio:

Reativos: a) solugio alcodlica de benzi-
dina a 3%; b) solugfo aquosa de brometo
de cianogénio a 10%.

Fste reativo pode ser preparado direta-
mente com o brometo de cianogénio, obser-
vando-se os seguintes cuidados, dada a sua
toxicidade: colocar uma porgo do sal em
frasco fechado e préviamente pesado. Pesar
novamente o frasco com o sal e diluir na
proporcio indicada. Manter a solugio em
frasco escuro em refrigerador. Esta solucio

fosfatos que esteve banhando a cultura du-
rante 2 horas, em placa escavada ou em
tubo de hemélise; b) 2 gotas de solugdo
alcodlica de benzidina a 3%; c¢) 2 gotas
de solugiio de brometo de cianogénio a 10%.

Leitura — 5 minutos apés, ler os resulta-
dos, quando a intensidade da cdr vermelha
atinge ao maximo. Pode ser classificada en-

tre + e ++ +.

Cuidados — FEste teste deve ser feito colo-
cando-se a placa de porcelana em capela
com exaustio ou trabalhando em sala bem
arejada, com ventilador ao lado. Os mesmos
cuidados devem ser tomados no momento do
preparo do brometo de cianogénio. Logo
apbés haver concluido o teste, colocar algu-
mas gotas de solugio de soda ou aménia a
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10% na placa para cessar o desprendimento
de vapores toxicos. Ferver por 15 minutos,
lavar e secar a placa antes de usi-la nova-
mentce.

Controles — Conferir a atividade dos rea-
gentes cada 15 dias com solugdo de niacina
a 5 meg/ml, que é o equivalenle & niacina
produzida pelo bacilo da tuberculose. In-
cluir também uma cultura sabidamente po-
sitiva e outra negativa.

Catalase e termo-inativacio ~—~ A catalase
€ uma enzima que decompde a 4gua oxige-
nada liberando oxigénio, que se traduz pelo
desprendimento gasoso. Tédas as micobac-
térias possuem esta enzima, embora em in-
tensidade varidvel de acérdo com a espé-
cie. O bacilo da tuberculose
agua oxigenada, mas nfo tdo inlensamenie
como as micobactérias atipicas e saprofitas.
Ha ainda a particularidade de que, quando
uma cultura de bacilo da tuberculose se tor-
na resistente & hidrazida, pode perder total
ou parcialmente a catalase-atividade

decompbe a

A catalase do bacilo da tuberculose é ter-
molabil e se destroi a 68°C em 30 minutos,
enquanto que as demais micobactérias re-
velam catalase-ativa depois desta prova. Ser-
ve para confirmar o teste da niacina na iden-
tificagdo do bacilo humano.

Técnicas:

I — Catalase a temperatura ambiente:
Suspensiio da cultura ........... 05 ml
Reativo “Tween-peridrol” ........ 0,5 ml

I1 — Termo-inativacio da catalase:
Suspensdo aquecida a 68°C ...... 0,5 ml
Reativo “Tween-peridrol” ........ 0,5 ml

Leitura — Verificar o desprendimento de

pequenas boélhas apés a adigdo do reativo.
A intensidade da reacdo pode ser expressa
de + a +++ de acérdo com a altura da
coluna gasosa.

Nitrato-redutase — Prova bascada na re-
dugo do nitrato (NO3) a nitrite (NO2),
que € pesquisado apds 4 horas de incubacdo.
E positiva para o bacilo humano e negativa
para o bacilo bovino. As demais. micobac-
térias apresentam resultados variaveis. O re-
sultado déste teste vem confirmar o dos tes-
tes anteriores e orientar na identificacdo fu-
tura de outras espécies,

Reativos: Tampéo de fosfatos M/15, pH
7.0, com 0,19 de nitrato de sédio; Acido
cloridrico concentrado; Solugdo aquosa de
sullanilamida a 0,2%; Solu¢do aquosa de
alfa-naftilamina a 0,1%.

Técnica — O teste é feito no préprio tu-
bo ou frasco de cultura original: a) pingar
uma gdta de acido cloridrico concentrado
sbbre a cultura; b) 4 gotas de solugdo de
sulfanilamida; ¢) 4 gotas de solugo de
alfa-naftilamina. -

Leitura — O aparecimento imediato da
cor vermelha é indicativo da reagfo positiva,
cuja intensidade varia do réseo ou verme-
lho intenso e pode ser expressa de + a
+ + +. Fazer um contréle sem bactérias e
outro com uma cultura sabidamente positi-
va. Uma contra-prova pode ser feita com
zinco em Po6: o nitrato nfo reduzido pela
cultura é rapidamente reduzido pelo zinco e
dd uma cbér vermelha nos tubos negativos,
comprovando a incapacidade do germe em
processar a redugfo.

Peroxidase — E uma enzima que catalisa
oxidagGes a parlir da 4gua oxigenada, que
se traduz por enegrecimento das colbnias
quando elas sfo colocadas em presenca da
agua oxigenada e de um substrato oxidavel
(catecol ou benzidina). Tem significado se-
melhante & catalase quanto as culturas sen-
siveis e resistenies a hidrazida. Entretanto,
ela se torna negativa mais precocemente e
em niveis mais baixos de resisténcia. Quan-
to as micobactérias alipicas, ao contrario da
catalase, apresentam-se peroxidase-negativas.

Reativo:
Pirocatequina ........... ceee.. 01 g
Agua oxigenada 110 col. ........ 0,5 ml
Agua destilada ................ 100 ml
“Tween 807 ... nn.. veoo 1,25 ml

A solugio conserva-se duas semanas no
refrigerador.

Técnica — Banhar a cultura em tubos ou
placas com o reativo acima e deixar uma
OV
vpservar a
modificacio na colorago das colbnias:

Colénias escuras ou negras — peroxidase-
positivas;
Colonias incolores — peroxidase-negativas.

Depois de 18 a 24 horas, examinar uma
segunda vez, pois certas amosiras dio rea-
¢Oes tardias.
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Micobactérias Niacina Catal. T. A. Catal. 680 Nitratos Peroxidase
Bacilo humano INH-S + + 0 + +
Bacilo humano INH-R + 0 0 -+ 0
Bacilo bovino 0 -} 0 0 +
Micobactéria atipica 0 + + +/0 0

Concluida esta fase da identificagdo, te-
mos um grupo de culturas identificadas co-
mo bacilo humano, o que constitui a maio-
ria em um servigo de rotina de tisiologia que
recebe materiais de hospitais e dispensarios.
Também o M. bovis ou bacilo tuberculoso
hovino, cujo poder patogénico para o homem
é também consideravel, pode ser isolado. A
estas duas espécies € preciso acrescentar a
amostra BCG, bacilo bovino atenuado, que
pode ser isolado de adenopatias e de abs-
cessos pés-vacinais. Finalmente, temos um pe-
queno numero de culturas que se compor-
tam como micobaclérias atipicas e que de-
vem ser lipificadas.

Grupamentos de Runyon

Na falta de um critério de classificacdo,
Runyon sistematizou as micobactérias atipi-
cas em 4 grandes grupos, apenas para faci-
litar o seu estudo. Depois de comprovada
a alcool-acido-resisténeia, a cultura é obser-
vada quanto & velocidade de crescimento e
& pigmentagio das coldnias que permitem a
caracterizacio preliminar dos 4 grupos de
Runyon, ja descritos anteriormente.

Velocidade de crescimento — Permite di-
vidir as micobactérias atipicas em dois gran-
des grupos: as de crescimento lento e as de
crescimento rapido. Se o aparecimento das
coldnias ocorre, em menos de duas semanas
é provavel que se trate de amostra atipica
ou sapréfita. Entre as que crescem depois
de duas semanas estd o bacilo da tuberculo-
se, embora também possam surgir micobac-
térias atipicas, que nos repiques sucessivos
passariam a crescer mais rapidamente. As
de crescimento lento, isto &, de mais de uma
semana, pertencem aos grupos I, Il e IIl e
as de crescimento rdpido pertencem ao gru-

po IV,

Cromogenicidade — A produgdo de pig-
mento nas micobactérias é um dado impor-
tante para sua sistemdtica. Umas sintetizam
o pigmento no escuro, outras exigem expo-
sicdo a radiacio de espectro visivel para a

fotossintese dos carotendides e um terceiro
grupo nunca produz pigmento. A prova é
feita semeando-se dois tubos de cada amos-
tra, os quais sfo colocados em caixa a prova
de luz, a 37°C até crescimento abundante.
Para as de crescimento rapido: 7 dias. Pa-
ra as de crescimento lento: 2 a 4 semanas,
Também pode-se proleger a terca parte de
baixo do tubo com uma tira de papel grosso
gomado de cérca de 2 cm de largura ou
envolver o restante do tubo em papel préto.

Fotocromogenicidade — Para a prova ra-
pida, retirar um dos tubos da caixa e ex-
pd-lo & luz solar ou artificial (lampada de
30 a 100 W) a distancia de 45 cm por uma
hora e depois recolocd-la na caixa. Na ma-
nhi seguinte ou apds 24 horas a formacgio
do pigmento é observada. Na parte ilumi-
nada as amostras folocromogénicas mostram
utn pigmento amarelo claro ou laranja, ao
passo que as coldnias que tenham sido ocul-
tas pela tira de papel mantiveram a cor
normal. A prova lenta é feita expondo-se
um dos tubos cultivados no escuro, a luz
difusa ambiente e observando-se o apare-
cimento do pigmento ou sua intensificagio e
comparando-o com o tubo que ficou no es-
curo ou envolvido em papel préto, por pe-
riodo de dois dias até duas semanas. As
rolhas de borracha ou de cortica devem ser
retiradas durante esta prova.

SUMMARY
Laboratory diagnosis of tuberculosis

The methods used in the diagnosis of
human tuberculosis and other mycobacteria
infections are reviewed. Methods of collec-
tion, preservation and transportation of spe-
cimens, microscopical examination, growth
and identification of mycobacteria, determi-
nation of their sensitivity to drugs and the
interpretation of the bacteriological findings,
are discussed. This review includes an
appendix where the most important techni-
ques are thoroughly described.
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