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Efeito de inibidores
metabdlicos na multiplicacédo
de arbovirus do grupo C

Jodo Rodrigues dos Santos*
& Romain R. Golgher

Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biolégicas UFMG
: Caixa Postal 2486
30000 Belo Horizonte MG, Brasil

Resumo

Os arbovirus do grupo C — Apeu, Caraparu, Marituba, Murutucu, Nepuyo e Oriboca (fami-
lia Bunyaviridae) — n&o foram inibidos na sua multiplicacdo em células Vero, quando estas
foram tratadas com b5-bromo-desoxiuridina, 5-iodo-desoxiuridina, citosina-arabinosideo e
actinomicina D, indicando que estes virus contém RNA como 4cido nucleico.

Summary

Effect of metabolic inhibitors in the growth of group C arboviruses

Group C arboviruses Apeu, Caraparu, Marituba, Murutucu, Nepuyo and Oriboca (Bunyavi-
ridae family) were not inhibited in their growth in Vero cells treated with 5-bromo-deoxyuri-
dine, 5-iodo-deoxyuridine arabinosyl-cytosine and actinomycin D, indicating that these

viruses contain RNA.

Introducéao

Os arbovirus do grupo C foram isolados pela
primeira vez na Amazdnia (3). Posteriormente,
outros virus foram descritos e o grupo atual-
mente é constituido de 11 tipos. Estudos limita-
dos sobre a morfologia e a morfogénese de al-
guns componentes do grupo (10} levaram a sua
inclusdo na familia Bunyaviridae (5). Contudo,
o conhecimento sobre as caracteristicas biol6-
gicas e os dados fisico-quimicos sobre os vi-
rions s30 escassos, pois as investigacdes relati-
vas & familia centraram-se especialmente nos
virus La Crosse (do serogrupo encefalite da Cali-
fornia); Uukuniemi e o virus da “snowshoe ha-
re”’ (Lepus americanus) e alguns dados sdo co-
nhecidos a respeito do virus Oriboca.

Neste trabalho, procuramos explorar os efei-
tos de inibidores metabolicos sobre varios com-
ponentes do grupo, a fim de determinar, indire-
tamente, seu contelido em acido nucleico e co-
mecar a exploracdo dos eventos intra-celulares,
necessarios para o seu crescimento.

* Bolsista de iniciagdo cientifica do CNPq.

Material e Métodos

As células Vero foram obtidas da American
Type Culture Collection {ATCC} Rockville, Md,
EUA e multiplicadas em meio 199 com 5% de
soro inativado de carneiro; para manutencdo, o
percentual do soro foi de 1%.

Os virus Apeu (BeAn 848), Caraparu (BeAn
3994), Murutucu (BeAn 974), Nepuyo (BeAn
10709) e Oriboca (BeAn 17) foram originarios
da ATCC; o virus Marituba (BeAn 15) foi cedi-
do pelo dr. Francisco de Paula Pinheiro, Belém,
PA; o virus Sindbis, pelo dr. Norman B. Finter,
Beckenham, Kent, Reino Unido; o virus herpes
simples tipo 1, pelo dr. Harald zur Hausen, Frei-
burg, Alemanha, e o virus vaccinia era derivado
de uma vacina antivaridlica do estado de Mas-
sachussets, EUA. Os virus foram multiplicados
em células Vero e sua titulacdo foi feita pela de-
terminagdo das PFU (6).

Os inibidores 5-bromo-desoxiuridina
(BUDR), 5-iodo-desoxiuridina (IDU), citosina-
arabinosideo (ARA-C) e actinomicina D foram



2 J.R. dos Santos & R.R. Golgher

adquiridos da Nutritional Biochemicals (BUDR
e ARA-C), Calbiochem (IDU) e Sigma Chemical
Co. (actinomicina D), dissolvidos e mantidos a
-20°C.

Para os experimentos com BUDR, IDU e
ARA-C, as células Vero {30 mil por cdmara em
0,15ml) foram distribuidas em placas de micro-
técnica para cultura de células (Cooke Engi-
neering Co., Alexandria, Va., EUA). Apds incu-
bacdo por um dia a 37°C, o meio de crescimen-
to foi desprezado e as células infectadas com
0,15ml de virus. Depois da adsorcdo, cada cé-
mara foi lavada para retirada do virus ndo ad-
sorvido e 0,15ml de inibidor foram acrescenta-
dos, diluidos em meio de manutencdo, utilizan-
do-se oito cdmaras para cada concentra¢8o.
Deixava-se o virus multiplicar-se por 24 horas,
juntava-se o sobrenadante das oito camaras e o
titulo resultante foi determinado. Para o mate-
rial infectado com o virus vaccinia, as células fo-
ram congeladas e descongeladas quatro vezes,
0 meio das oito cdmaras misturado e centrifu-
gado a 2000rpm, a 4°C, durante 10 minutos, e
o sobrenadante manipulado conforme descrito
acima.

Quando a actinomicina D foi usada, garrafas
de 60ml com monocamadas de células Vero fo-
ram drenadas e 0,4ml de antimetabdlito foram
adicionados as células. Transcorridas duas ho-
ras a 37°C, a actinomicina D foi removida por
lavagem e as células infectadas com 0,4ml de
cada virus. Fez-se a adsor¢do dos virus por in-
cubacdo a 37°C durante duas horas, lavou-se o
virus ndo adsorvido e deixou-se prosseguir a in-
feccdo até completar 24 horas. O sobrenadante
foi colhido, mantido a -70°C e posteriormente
foi determinada a sua quantidade em PFU de
virus. As células infectadas com o virus herpes
simples receberam o mesmo tratamento das
células infetadas com o virus vaccinia.

Resultados e Discusséao

A Tabela 1 mostra que nenhum dos arbovirus
do grupo C testados, assim como o virus RNA
controle, Sindbis, teve seu crescimento inibido
pelas doses empregadas de BUDR, IDU e ARA-
-C. O virus vaccinia, entretanto, teve sua multi-
plicacdo consideravelmente diminuida, para
menos de 1% dos controles, em concentracdes
dez vezes menores dos inibidores. Alguns re-
sultados mostraram uma possivel inibicdo, pois
os titulos dos virus cairam para aproximada-
mente b0% dos controles. Saliente-se que ex-

periéncias realizadas em duplicata, com o mes-
mo material, repetidas vezes, demonstraram
que o erro experimental estd em cerca de 50%
e, desta forma, tais achados ndo tém significa-
do.

A actinomicina D (Tabela 2) diminuiu o cres-
cimento do virus herpes simples (virus conten-
do DNA) para 0,5% do titulo dos controles,
mas ovirus Sindbis alcangou quantidades seme-
lhantes, com ou sem o antimetabdlito. Nas
mesmas concentracgdes, os arbovirus do grupo
C n&o foram inibidos de modo significativo; em
realidade, os virus Marituba, Nepuyo e Qriboca
tiveram seus titulos significativamente aumen-
tados quando as células foram tratadas pela ac-
tinomicina D.

As pirimidinas halogenadas BUDR e IDU e 0
andlogo ARA-C sdo inibidores da sintese de
DNA (7) e sdo comumente empregados para se
conhecer, indiretamente, a composi¢cdo em aci-
do nucleico de um virus, embora existam rela-
tos esporadicos dessas substancias, inibindo
crescimento de virus RNA (2). Pelos dados da
Tabela 1, os arbovirus do grupo C utilizados de-
verdo ser virus RNA, conforme foi comprovado
para os virus Uukiniemi, La Crosse, e Bunyam-
vera, entre outros, da familia Bunyaviridae (11).

A actinomicina D intercala-se na hélice de
DNA, impedindo a sintese de RNA dependente
de DNA (8) e, consequientemente, a multiplica-
cdo de virus DNA. Seu efeito, contudo, ndo é
especifico sobre estes virus, ja que existem vi-
rus RNA que sdo inibidos pelo antimetabélito,
como os retrovirus (7}, virus influenza (1) e o vi-
rus Pichinde (12). Como ndo houve inibicdo no
crescimento dos arbovirus do grupo C, os re-
sultados da Tabela 2 indicam claramente que a
composicdo em acido nucleico dos arbovirus
estudados é RNA, corroborando os dados da
tabela anterior.

Com a actinomicina D, maiores titulos de de-
terminados arbovirus do grupo C puderam ser
obtidos. Este aumento dificilmente poderia ser
devido a uma inibicdo da producdo de interfe-
ron pela célula infectada e, consequientemente
maior producéo de virus, pois se estes virus in-
duzem interferon (9), as células Vero ndo po-
dem ser induzidas a produzir tal substancia (4).
E possivel que a inibicdo da sintese de RNA ce-
lular pela actinomicina D libere o maquindrio
celular para a sintese dos virus, como por
exemplo, o “"pool” de nucleotideos e os polirri-
bossomos. Experimentos complementares se-
réo necessarios para se compreender a nature-
za deste fenbmeno.
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Tabela 1 — Efeito de BUDR?, IDU" e ARA-C® na multiplicacdo de arbovirus do grupo C

Quantidade de virus resultante

Virus Inibidor PEU/mI x 10° (% de controle)
Apeu BUDR 10 M 351 (78)
DU 10° M 295 (66)
ARA-C 10" M 282 (63)
Controle 447 {100)
Caraparu BUDR 10* M 570 (100)
1DU 10° M 522 (91)
ARA-C 10* M 502 (88)
Controle 570 (100)
Marituba BUDR 10*M 1650 (81
IDU 10° M 1150 {57)
ARA-C 10" M 1500 (74)
Controle 2025 {100)
Murutucu BUDR 10" M 105 {(105)
DU 10° M 87 (87)
ARA-C 10 M 137 (137}
Controle 100 (100}
Nepuyo BUDR 107 M 257 (76)
DU 10° M 170 (51)
ARA-C 10* M 250 (75)
Controle 335 {100)
Oriboca BUDR 10 M 82 (150)
DU 10 M 55 {100)
ARA-C 10" M 80 (145)
Controle 55 (100)
Vacciniad BUDR 10 M 0,07 {0,08)
DU 10 M 0,2 (0,2}
ARA-C 10* M 0,07 {0,08)
Controle 85 (100)
Sindbis® BUDR 10* M 210 (56}
DU 10 M 170 (49)
ARA-C 10 M 327 {94)
Controle 347 {100)

a - b-bromo-desoxiuridina
b — b-iodo-desoxiuridina
¢ — citosina-arabinosideo
d - virus DNA controle
e - virus RNA controle
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Tabela 2 — Efeito da actinomicina D na multiplicacdo de arbovirus do grupo C

Actinomicina D

Quantidade de virus resultante

Virus pg/ml PFU/ml x 10° (% de controle)
Apeu 10 105 (24)
. 2,5 SD2
0 437 (100)
Caraparu 10 31 (43)
2,5 90 (124)
0 72 {100)
Marituba 10 45 (1384)
2,6 30 (923)
0 3 (100)
Murutucu 10 2 {80)
2,5 5 (210)
0 2,5 {(100)
Nepuyo 10 165 (108}
2,5 450 (295)
0 152 (100}
Oriboca 10 470 {783)
2,6 SD
0 60 (100)
Herpes simples® 10 0,02 (0,5}
2,5 0,02 (0,5)
0 5 {100)
Sindbis® 10 19250 (102)
2,5 SD
0 18750 (100)

a — Sem dado na experiéncia mencionada

b — Virus DNA controle
¢ — Virus RNA controle
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Resume

Ce travail constitue le bilan des connaissances actuelles sur la présence de Yersinia entero-
colitica et Yersinia pseudotuberculosis dans I'Amérique Latine. Il comporte une revue ex-
haustive de la littérature et I'étude détaillée de 102 souches de Yersinia, provenant du Bré-
sil, du Chili, du Pérou, d'Argentine, d'Uruguay et du Guatemala.

Summary

This paper represents a summary of what was made until now about the presence of Yers/-
nia enterocolitica and Yersinia pseudotuberculosis in Latin America. It was realized an ex-
haustive review of the literature and a full study of 102 strains of Y. enterocolitica and Y.
pseudotuberculosis isolated in Brazil, Chile, Peru, Argentin, Uruguay and Guatemala.

Resumo

Presenca de Yersinia enterocolitica e Yersinia pseudotuberculosis na América Latina

Este trabalho se constitui num resumo de que se conhece, no momento, sobre a presenca
de Yersinia enterocolitica e de Yersinia pseudotuberculosis na América Latina. Foi realiza-
da uma revisdo pormenorizada da literatura e foram estudadas detalhadamente 102 amos-

tras.

Introduction

Yersinia pseudotuberculosis et, depuis une
date plus récent, Yersinia enterocolitica, sont
retrouvées chez les animaux, chez I’'homme et
dans le milieu extérieur.- Chez 'homme, cer-
tains aspects cliniques sont communs aux deux
étiologies: septicémie, adénite mésentérique,
érythéme noueux. Si Y. pseudotuberculosis en-
traine surtout des adénites mésentériques
(fausse appendicite) chez 'enfant, Y. enteroco-
Ilitica entraine le plus souvent, surtout chez les
jeunes enfants, une entérite, mais peut égale-
ment entrainer des polyarthrites chez les adul-
tes.

Y. pseudotuberculosis est surtout présent en
Europe occidentale et centrale et n’a été qu'ex-
ceptionnellement isolée en Afrique et dans le
continent américain. Il est plus difficile d'appré-
cier la répartition de Y. enterocolitica car l'isole-
ment de cette bactérie est encore fonction de
son degré de connaissance et de recherche
systématique.

En contraste avec le grand nombre d’isole-
ments de ces microorganismes en Europe et
dans I'Amérique du Nord, plus rares sont les
cas dans |I"’Amérique Latine. Entre 1968 et Juil-
let de 1980, 3 souches de-Y. pseudotuberculo-
sis et 102 souches de Y. enterocolitica prove-
nant de différents pays d’Amérique Latine ont

* Travail réalisé dans le laboratoire de |"Unité d'Ecologie Bactérienne, .Centre International de Réference des Yersinia, Insti-
tut Pasteur, Paris, France, avec une bourse de perfectionnement du CAPES.



été recues et confirmées au Centre Collabora-
teur de I'Organisation Mondiale de la Santé
pour le Yersinia* et au Laboratoire de Microbio-
logie de la Faculté de Pharmacie, Araraquara,
Sdo Paulo, Brésil.

Il a été fait également une enquéte épidémio-
logigue sur des sérums humains, au Brésil (17).
Nous dirons seulement ici que sur 1069 sérums
humains, nous avons trouvé environ 1% de po-
sitifs pour Y. enterocolitica (sérogroupes 03 et
09) et rien pour Y. pseudotuberculosis {0f e Oll).

A partir des souches étudiées dans ces deux
laboratoires et d'aprés revue de la littérature,
nous essayons d’établir ici le bilan de la présen-
ce de Y. enterocolitica et de Y. pseudotubercu-
losis dans I’ Amérique Latine.

Materiel et Methodes

Souches bactériennes — La liste des 102 sou-
ches de Y. enterocolitica qui ont été étudiées fi-
gure dans le Tableau 1.

De les trois souches de Y. pseudotuberculo-
sis, deux ont été isolées en Argentine, (I'une a
partir de selles d"un enfant, 'autre d'un cobaye)
e la troisieme en Brésil (3 partir de selles de
porc),

Méthodologie — La caractérisation de Y. ente-
rocolitica a été faite en chimiotypes, sérotypes
et lysotypes. La détermination du chimiotype a
été faite en utilisant le systéme API (APl 20 et
APl 50) et les épreuves bicchimigues recom-
mandées par Wauters (33). Pour la sérotypie,
les 34 sérums O anti-Y. enterocolitica furent uti-
lisés (35, 36) et, pour la lysotypie, la technique
et les phages recommandés par Nicolle & col.
(21},

La caractérisation de Y. pseudotuberculosis
a été faite par les épreuves biochimiques du
systeme API 20 et par la détermination du séro-
groupe selon le schéma antigénique proposé
par Thal & Knapp (29).

Resultats et Discussion

Le premier isolement de Y. pseudotuberculo-
sis en Amérique Latine a été publié en 1928 en

D.P, Falcdo

Argentine par Sautu Riestra (26) qui a décrit
une enzootie ayant détruit tous les cobayes
d’une animalerie universitaire. En Argentine en-
core, en 1934, Quevedo (25), inoculant a un co-
baye une suspension contenant des fragments
de foetus de bovin avarié, en vue d’isoler Bru-
cella abortus, provogua la mort de {'animal; les
iésions du foie et de la rate évoquaient la pseu-
dotuberculose et permirent d’isoler Yersinia
pseudotuberculosis. En 1961 Colusi (3), a décrit
une épizootie streptococcique chez le cobaye
avec égaiement isolement de souches de VY,
pseudotuberculosis. Plus récemment Furowicz
& col., en dépit de recherches systématiques,
n'ont pas réussi a isoler Y. enterocolitica ni Y.
pseudotuberculosis a partir des organes de di-
vers animaux. lis ont d’abord ensemencé le foie
et la rate de 72 animaux (veau, vache, brebis,
porc, poule, loutre et lapin) (12). Dans un autre
travail, ils ont fait la méme recherche chez 312
autres animaux (11). Cependant le méme grou-
pe de chercheurs a décrit, plus tard, une petite
épidémie familiale due a Y. pseudotuberculosis,
en relation avec un cobaye (9, 10).

En Uruguay, Monteverde & col., en 1954,
ont isolé cet organisme d'une adénite sous-
manxillaire d’une jument (19). Echenique & Sosa
de Caruso ont rapporté, en 1959, l'isolement
d'une souche de Y. pseudotuberculosis d'un
foie de souris {4), mais les caractéres biochemi-
ques de cette souche laissent quelques doutes
sur son identification.

Ay Brésil, Hofer & col. ont isolé en 1979, Y.
pseudotuberculosis du contenu intestinal d'un
rongeur sauvage apparemment sain (16) tandis
que Barcellos I'a isolée a partir des selies de
porcs atteints de diarrhée (données non pu-
bliées).

Y. enterocolitica a é1é isolée pour la premiéere
fois au Brésil en 1968 par Giorgi & col., a partir
d’abcés hépatique de six singes morts au Jardin
Zoologique de S&o Paulo {15, 18). Tous les six
animaux moururent presque subitement aprés
quelques mois de captivité. L'année suivante,
les mémes chercheurs rapportérent un isole-
ment & partir de selles de porcs (18) et, en 1974
(27), puis en 1979** deux autres isolements a
partir de primates en captivité au Zoo de S&o
Paulo; le premier mourut aprés 12 mois de cap-
tivité et Y. enterocolitica fut isolée de la rate et
du foie; le deuxiéme présenta subitement un ta-

* Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, F. 75015 Paris (dir. Professeur H.H. Moliaret).
** Genovez, M.E.; Giorgi, W. & Simon, F. — Novo isolamento de Yersinia enterocolitica de sagui {Callithrix penicillata). O

Biologico, {2 paraitre)
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bleau clinique encéphalitique mortel: l'isole-
ment fut obtenu a partir de la rate et du foie.

Toujours a partir d’animaux, Y. enterocolitica
fut isolée au Brésil, de selles de rongeurs appa-
remment sains, par Decarlis & Seabra en
1970*** et par Hofer & col. en 1979 (16); de sel-
les de porcs sains par Decarlis & Seabra en
1979*** et de selles de chiens sains ou malades,
par Paiva & Ricciardi {données non publiées).
Barcellos, pendant 1979 et 1980, en Rio Grande
do Sul, aprés avoir étudié 239 échantillons de
selles de porcs atteints de diarrhée, a isolé 21
souches de Yersinia enterocolitica {(données
non publiées}.

Au Chili, en 1977, Alonso & Zamorra ont
étudié les organes de 291 rongeurs sauvages et
ont isolé des souches de Y. enterocolitica de 9
d’entre eux (1). Encore au Chili, Zamorra &
col., en 1979, ont recherché Y. enterocolitica
chez 305 souris sauvages et ont trouvé 12 ani-
maux porteurs (37); Munoz I'a recherchée dans
le contenu caecal de 100 bovins (20) et a reussi
a l'isolér a partir de trois animaux.

La description du premier isolement de Y. en-
terocolitica a partir de matériel humain a été fai-
te en 1976 & Araraquara (S&o Paulo), par Pizso-
litto & col., dans un cas de pseudo-appendicite
(23). D'autres souches de Y. enterocolitica ont
ensuite été isolées de I'homme au Brésil et dans
d’autres pays. A S&o Paulo I'organisme a été
isolé de selles de sujets sains (8), de secrétions
oropharyngées (30) et de feces diarrhéiques de
deux enfants****. Decarlis & col.. & Botucatu
{S30 Paulo) l'ont isolé aussi de selles d'enfants
avec gastroentérite®****  Stumpf & col. (28),
Fontes & col. {7), Ferreira & col. (6) et Nunes &
Ricciardi (données non publiées), tous & Rio de
Janeiro, 'ont isolé d’enfants atteints de diarrhée.
Prado & Conhen, au Chili, aprés avoir recherché
Y. enterocolitica dans les selles de 100 enfants de
moins de deux ans, atteints de diarrhée aiglie,
I'ont isolée dans un cas (24), en 1979; toujours
au Chili, Y. enterocolitica fut isolée par Garcia
& col. (13) en 1978 de I'appendice d'une per-
sonne évoquant un diagnostic d’appendicite ai-
glie. Guevara & col., au Pérou, ont isolé 7 sou-
ches de Y. enterocolitica de selles d'enfants at-
teints de gastroentérite, pendant la période

d’avril 1978 a mars 1979****** Gini & Torres, en
1979 au Guatemala, ont isolé deux souches de
Y. enterocolitica de selles d'enfants atteints de
diarrhée (14).

Les uniques isolements a partir d'aliments
ont été faits par Tibana & Ricciardi, a Rio de Ja-
neiro, a partir du lait, en 1980 (données non pu-
bliées).

Alonso, au Chili, en 1980, a isolé 3 souches
de Y. enterocolitica d'eau de riviere qui consti-
tuent les unigues souches isolées & partir de
I'environnement en Amérique du Sud (données
non publiées).

L'analyse du Tableau 1 montre que la majori-
té des souches que nous avons étudiées ont été
isolées a partir de I'homme et du porc, en pro-
portion presque égale.

Au point de vue clinique, la plupart des sou-
ches ont été isolées d’enfants souffrant de gas-
troentérite; une seule souche provenait d'un
cas de pseudo-appendicite et quelques autres
de porteurs sains. La bactérie n'a pas été isolée
dans d'autres formes cliniques; toutes les sou-
ches ont été isolées a partir des selles a I'excep-
tion d'une provenant de secrétion oropharyn-
gée, prélevée pour étude de la flore pharyngée
aprés antibiothérapie.

Tous les rongeurs étaient des porteurs sains.
Par contre la bactérie a entrainé la mort chez
tous les primates chez qui elle a été retrouvée.

Le grand nombre d’isolements de Y. entero-
colitica a partir de porcs indique qu’au Brésil
aussi ces animaux sont fréquemment infectés,
comme cela a été observé dans d’autres pays
(5, 22, 31, 32, 34).

La quasi non existence d'isolement de Y. en-
terocolitica a partir d'aliments et de I'environne-
ment est trés probablement le résultat d’un
manque d’'enquétes systématiques.

Le Tableau 2 résume les isolements faits dans
I’Amérique Latine a ce jour, incluant les sou-
ches étudiées par nous-méme et celles figurant
dans la littérature. La plupart de ces souches
ont été isolées au Brésil.

Le Tableau 3 montre les propriétés biochimi-
ques, sérotypiques et lysotypiques des souches
de Y. enterocolitica: un numéro large (36, 27%)
sont du chimiotype 4, du sérogroupe 03 et du

*** Decarlis, M.R.S.T. & Seabra, E. — Y. enterocolitica isolada a partir de animais selvagens e domésticos em Botuca-

tu, S.P. (& paraitre).

**** Baldacci, E.R.; Grisi, S.E. & Trabulsi, L.R. — Yersinia enterocolitica como causa de diarreia aguda em lactente: a

respecto de dois casos. (a paraitre).

**x%* Nocarlis, M.R.S.T., Falcdo D.P., Maffei, H.V. & Pavan, C. — Yersinia enterocolitica isolada de crianca com diar-

reia crénica, em Botucatu, S.P. {a paraitre).

#xxxx% Guavara, J.M.; Chumpitaz, J.; Vergara, J.; Anaya, R.; Terreros, A. & Requena, A. — Primeros aislamientos de

Yersinia enterocolitica en el Peru (3 paraitre}.
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Tableau 1 — Origine des 102 souches de Y. enterocolitica étudiées

Origine Nombre N,a‘ture des Pathologie Nombre
de souches prélévements de cas
porteur sain n
Homme 1 secrétion pseudoappendicite (1)
pharyngée
21 selles gastroentérite (19)
porteur sain m
Porc 23 selles diarrhée (21)
porteur sain (2)
Rongeur 1 rate
2 foie porteur sain 7
4 selles
Singe 2 foie et rate abcés foie et rate (2)
4 foie abceés foie (4)
Chien i 34 selles diarrhée (?)
porteur sain (?)
Bovin 3 contenu caecal porteur sain (3)
Aliment lait cru (4)
Environnement eau de riviére (3)

Tableau 2 ~ Pays latino-américains chez lesquels Y. enterocolitica et Y. pseudotuberculosis ont été isolées

Nombre de cas Année du 1¢risolement
Pays Y. enterocolitica Y. pseudotuberculosis Y. enterocolitica Y. pseudotuberculosis
Brésil 80 4(16,18)° 1 1(18)2 1968 1979
Chili 13 16(1,37)° — o 1977 o
Perou 7 — e — 1978 —
Argentine — — 2 ?{3,25,26)° — 1928
Uruguay — - — 2(4,19)? — 1954
Guatemala 2 — — - 1977 —

*

étudiés par nous
d'aprés la revue de la littérature
a = référence bibliographique

*¥

lysotype VIil, biotype qui cause chez 'homme
le syndrome intestinal classique et qui est éga-
lement isolé le plus fréquemment chez les porcs
{5, 22, 31, 32, 34). Parmi les 42 souches de ce
type, 23 provenaient de porcs, 10 de I’lhomme,
6 de singes, 2 de chiens et 1 de rongeur.

Nous pouvons également observer, sous ré-
serve du petit nombre des isolements, (Tableau
3) que les souches isolées en différentes ré-
gions de I"’Amérique Latine appartiennent a des
types différents: tandis qu’au Brésil et au Pérou
il y a.prédominance des souches du chimiotype
4, sérotype 03 et lysotype VI isolées tant chez
I'homme que chez les animaux, au Chili prédo-
minent les souches du chimiotype 1, du séro-
groupe 0:7,8 et du lysotype X, isolées chez les
animaux.

Un fait apparait intéressant: c’est le pourcen-
tage relativement élevé (28,43%) dans lequel se
retrouvent les souches isolées de selles de

chien et appartenant au chimiotype 1, au sé-
rotype 05 et au lysotype X,.

Sept souches ne correspondaient pas aux
biotypes proposés par Wauters (33); quatre ont
été identifiées comme Y. intermedia, deux
comme Y. frederiksenii, selon la nomenclature
proposée par Brenner (2) et Brenner & col.
{donnés non publiées} aprés étude des caracté-
res biochemiques et de I'homologie génétique,
et deux sont des Yersinia inclassables.

En ce qui concerne les souches de Y. pseu-
dotuberculosis, deux appartiennent au séro-
groupe Ol, et une au sérogroupe Olll.
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Tableau 3 — Caracteres des 102 souches de Y. enterocolitica ou apparentées étudiées

1. Alonso, O. & Zamora, J. — Estudio bacteriologico en

ratones silvestres. | — Aislamiento de Yersinia entero-
colitica. Resumen Pubi. Soc. Biol. (Chile), 20:R-119,
1977. .

. Brenner, D.J. — Speciation in Yersinia. Contr. Micro-
biol. Immunol., 5:33-43. Karger, Basel, 1979.

. Colusi, A.D. — Enzootia de cobayos debida a estrepto-

coccus zooepidermicus var. rodentium. | — Presencia
de pseudotuberculosis en un porcentage de animales
muertos de septicemia estreptococcica. In: — I Con-

gresso Nacional de Veterinaria, Buenos Aires, Novem-
bro, 6-11, 1960. vol. 774, 1961.

Caractérisation
Chimiotype Serotype Lysotype | Nbre de souches Pays Origine Isolées par
* % * xR
Homme  Pizsolitto & col. (23)°
Fontes & col. (8)?
Decarlis & col. (*)
Baldacci & col. (*)
Paiva & Ricciardi (*)
37/80 Brésil Singe Giorgi & col. (15)*
Simon & col. (27)*
Genovez & col. (*)
4 0:3 VIt Rongeur .Decarlis & Seabra (*)
Porc Decarlis & Seabra (*)
Barcellos & col. (*)
\ Chien Paiva & Ricciardi (*)
5/7 Pérou Homme  Guevara & col. {*)
2 0:6 X, 5/80 Brésil Homme  Stumpf & col. (28)*
1 0:5 X, 30/80 Brésil Homme Toledo & Falcdo (30)?
’ Chien Paiva & Ricciardi (*)
1 0:6,31 X, 1/80 Brési Chien Paiva & Ricciardi {(*)
Y. intermedia 0:7,8 Xq 3/80 Brésil Lait cru  Tibana & Ricciardi (*)
Y. frederiksenii  0:16 X, 1/80 Brésil Lait cru Tibana & Ricciardi (*)
Y. intermedia 0:17 Xo 1/80 Brésil Chien Paiva & Ricciardi {*)
Y. intermedia NAG X, 1/80 Brésil Homme Paiva & Ricciardi (*}
Y. frederiksenii  0:16 Xo 1/80 Brésil Chien Paiva & Ricciardi (*)
2 0:9 Vi 2/7 Pérou Homme  Guevara & col. (¥}
1 0:7,8 X, 6/13 Chili Rongeur  Alonso & col. (1)?
Zamora & col. {37)°
Bovin Munoz {20}?
1 0:4,32 X, 3/13 Chili Rongeur Alonso & col. (1)?
Zamora & col. {37}
1 0:7.8 VHI 1/13 Chili Homme Prado & Cohen (24)°
Y. intermedia  0:7,8 X, 1713 Chili Eau Alonso {*)
Y. inclassable NAG : X, 2/13 Chili Eau Alonso (*)
3 0:1,2a,3 1] 1/2 Guatemala Homme  Gini & col. (14)?
3 0:1,2a,3 X1 1/2 Guatemala Homme  Gini & col. (14)?
NAG = non agglutinables
a = référence bibliographique
{*} = donnés non publiés
(**) = étudides par nous
(***) = isolées dans chaque pays
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Summary

The susceptibility of 175 streptococcal clinical isolates to cefoxitin and to major antimicro-
bial agents was examined. With no exception, all isolates were sensitive to these antibio-

tics. No unusual antibiotic-resistance pattern was detected.

Resumo

Sensibilidade de estreptococos & cefoxitina e a outros agentes antimicrobianos

Foi examinada a sensibilidade de 175 amostras de estreptococos, isoladas de material clini-
co, & cefoxitina e a outros agente antimicrobianos mais usados. Sem excecdo, todos mi-
crorganismos isolados foram sensiveis a estas drogas, ndo sendo observado qualquer pa-

drdo raro de resisténcia.

Introduction

Bacteriophages have an important role in the
mechanism of genetic exchange among group
A streptococci and may influence decisive bio-
logical properties such as antibiotic-resistance
{12, 16) and virulence (4, 13). Since the original
observation by Leonard & col. in 1968 of
streptomycin-transduction by bacteriophages
in group A streptococci (10) there has been de-
tected or observed transduction of resistance
to antibiotics in both directions between group
A and group C streptococci and from group A
to group G streptococci (5, 16). The occurrence
of erythromycin and lincomycin resistance of
group A strepiococci has been documented in
diffe rent countries with temperate climates (6,
7).

While studying the role of temperate strepio-
coccal bacteriophages in the prevalence of
strair s of group A streptococci among human

populations, a screening for drug resistance
was performed in recently isolated strains of
group A streptococci. In addition, isolates of
groups B, C and G streptococci were exami-
ned. A new broad-spectrum bactericidal anti-
biotic, cefoxitin, was tested against the clinical
isolates.

Material and Methods

Strains — Strains of beta-hemolytic strepto-
cocci were collected from September 1978 until
October 1979 from patients with streptococcal
infection or complications, in Rio de Janeiro.
Specimens were from the throat, nose and skin
lesions (3). Methods for isolation and classifica-
tion into Lancefield groups have been descri-
bed elsewhere (3).

¥ Trabalho realizado com auxilio financeiro do CNPq (Processo n? 2222.1749/78) e FINEP (Convénio 527/CT).
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Media — Broth and blood agar plates for bacte-
rial growth have been described (3). Plating
medium for susceptibility tests consisted of
Mueller-Hinton agar with 5% sheep blood.

Susceptibility tests — Antimicrobial susceptibi-
lity testing was performed by the disk diffusion
method (2). Cefoxitin was from Merck, Sharp
& Dohme do Brasil. Ali other antibiotics used
throughout the study were from Difco Labora-
tories.

Results

Of the 175 isolates of streptococci, 121 were
group A, 13 group B, 2 group C and 38 group
G. Tabie 1 summarizes the resuits of suscepiibi-
lity tests with these isolates. None of the 175
strains was resistant to ampicillin, carbenicillin,
cephalothin, chloramphenicol, erythromycin,
lincomycin, penicillin and the new antibiotic,
cefoxitin. As anticipated, all of the 175 strains
were resistant to colistin and nalidixic acid.
Susceptibility to sulfamethoxazole-trimetho-
prim (SXT) was detected in 1.7% of group A,
1.8% of group B and 50% of group G strains.
Resistance to gentamicin was detected in 51%
of group A, 92.3% of group B and 8.1% of
group G strains. One group C strain was resis-
tant to gentamicin and the other one to SXT.
Three group A and 1 group G strains were sus-

ceptible to kanamycin and neomycin. With re-
gard to tetracycline, 25.6% of group A, 7.7%
of group B, 26.3% of group G and the 2 group
C strains were sensitive to this antibiotic.
Eighty six strains of group A, 10 of group B,
35 of group G and the 2 group C were tested
against novobiocin, vancomycin and sisomicin.
None of these strains presented resistance to

either antibiotic.

Discussion

The frequency of appearance of antibiotic-
resistance among beta-hemolytic streptococci
has increased in recent years. In group A strep-
tococci, prevalence of tetracycline-resistance
of up to 44% has been reported (8}. The preva-
lence of erythromycin, lincomycin and chlo-
ramphenicol resistance has increased in inci-
dence up to 2% but remained that low in most
countries (6, 9, 14, 15). Resistance to tetracycli-
ne has been found in up to 85% of group B
streptococci (1) and resistance of this organism
to chloramphenicol, lincomycin and erythromy-
cin has been reported (8). As yet all group A, B,

‘Cand G streptococci have been found to be

sensitive to penicillin. Susceptibility of group A
streptococci to erythromycin and lincomycin
however is no longer assumed and routine tes-
ting of streptococcal isolates by the agar-
diffusion method is now recommended (7).

Table 1 — Susceptibility of 175 strains of beta-hemolytic streptococci to cefoxitin and 13 other antimicrobial agents

Serological group

Antimicrobial agent Concentration
{ug) A B C G

Ampicillin 10 100* 100 100 100
Carbenicillin 50 100 100 100 100
Cephalothin 30 100 100 100 100
Chloramphenicol 30 100 100 100 100
Colistin 10 0 0 0 0
Erythromycin 15 100 100 100 100
Gentamicin 10 49 7.7 50 91.9
Kanamycin 30 2.5 0 0 2.6
Lincomycin 2 100 100 100 100
Nalidixic acid 30 0 0 0 0
Neomycin 30 2.5 0 0 2.6
Penicillin G 10 units 100 100 100 100
Sulfamethoxazole/ 23.75/

Trimethoprim 1.25 1.7 1.8 50 50
Tetracycline 30 25.6 7.7 100 26.3
Cefoxitin 30 100 100 100 100

* Percentage of isolates susceptible,
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In the present study, all of the 175 isolates
were susceptible to erythromycin and lincomy-
cin. The 175 strains were uniformly susceptible
to penicillin G, ampicillin and cephalothin. No
unusual pattern of antibiotic resistance was de-
tected. Susceptibility of clinical isolates of
streptococci to commonly used antibiotics
should however continue to be monitored clo-
sely in the future.
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Work, is in progress to determine the de-
grees of erythromycin and lincomycin-
resistance of group A streptococci.
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Resumo

13,2% das salmonelas isoladas em esgotos da cidade do Rio de Janeiro apresentaram
plasmidios R transferiveis a 37° e pertencentes ao grupo Fi~. Todas as salmonelas eram do
grupo B (16 S. typhimurime 2 S. agona), sugerindo pressdes seletivas para tais plasmidios,
atuando em humanos ou animais domésticos susceptiveis a infecces por este grupo de
microrganismos.

Summary

Epidemiology of drug resistance plasmids in Salmonella isolated from sewage of Rio de Ja-
neiro
13,2% of Salmonella isolated from sewage of Rio de Janeiro showed Fi~ R plasmids trans-

ferable at 37°C. These strains were always of 8 group (15 S. typhimurium and 2 S. agona),
which suggests seletive pressures working on humans and/or domestic animals in which

occur infections with this group of bacteria.

Introducdo

Plasmidios conferindo resisténcia a drogas
antibacterianas tém se tornado um elemento am-
plificador nos problemas de salde publica, as-
sociados a infeccBes bacterianas, particular-
mente aquelas responsédveis por infeccOes
intestinais**. A existéncia de tais plasmidios exi-
ge o redimensionamento de toda a estratégia,
utilizada no controle destas infec¢cOes, anulan-
do o efeito da abordagem terapéutica e colo-
cando o problema a nivel de prevencdo
priméaria**. Dai a importancia de se estudar a
epidemiologia da resisténcia a drogas e se esta
caracteristica tem poder disseminativo {plasmi-
dios auto-transferiveis) ou ndo, além da dinami-

ca das populacdes de enterobaciérias no am-
biente e dos meios de controla-las.

No Rio de Janeiro, estamos comecando a
desenvolver um projeto cujo objetivo é estudar a
epidemiologia da resisténcia a drogas, em Sal-
monelas isoladas do ambiente e de surtos epi-
démicos.

Pouco se sabe a respeito, em nosso meio. O
unico trabalho, que analisa populacdes de Sal-
monelas em esgotos do Rio de Janeiro é o de
Hofer & Costa (4) sem, contudo, fazer referén-
cia as caracteristicas dos antibiogramas nos gru-
pos isolados.

O presente trabalho consiste nos primeiros
passos dados neste sentido, sendo utilizada
amostras da colecdo de Sa/monelas isoladas em

* Financiado pelo CNPq (Proc. 2222.1418/77 — PIG I}, CEPG/UFRJ e FINEP (B-76-79-074).
** Camara, F.P. — Disseminagéo de fatores de resisténcia a drogas entre enterobactérias: aspectos epidemioldgicos. Rev.

Soc. Bras. Med. Trop., vol. 12 {em publicacdo), 1878.
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1977, de esgotos da cidade do Rio de Janeiro,
pela equipe do Dr. G.A. Costa, bem como uma
parte da cole¢do original, citada no trabalho de
Hofer & Costa (4).

Material e Métodos

As salmonelas foram testadas quanto & sua
pureza e seus antibiogramas conduzidos de
acordo com Bauer & col. (2). Amostras apre-
sentando resisténcia foram testadas para a con-
centracdo minima inibitéria (CMI) de cada dro-
ga, de acordo com as recomendacdes de An-
derson & Threlfall (1),

Os experimentos de conjugacdo foram reali-
zados a 30 e 37°C, de acordo com Yoshida &
col. (6), sendo usadas, como receptoras, as li-
nhagens Escherichia coli K12 LR-1 e HfrH. A
linhagem LR-1 derivou da K12 (A) por tratamento
com o fago Aimm**, para cura da lisogenia e, em
seguida, tratada com rifampicina (100ug/ml) e
acido nalidixico (100ug/ml), para aquisicdo de
resisténcia a estas drogas. A linhagem HfrH (ce-
dida pelo Dr. K.B. Low) foi também tratada com
as drogas citadas, nas concentra¢cdes indicadas,
para aquisicd@o de resisténcia. Os transconjugan-
tes eram testados para o carater Fi dos plasmi-
dios, com o fago F-especifico R17 (cedido pelo
Dr. Diégenes Santos), de acordo com o proce-
dimento descrito em Coetzee & col. (3). O meio
seletivo utilizado era o agar MacConkey, adi-
cionado de rifampicina (100ug/ml) e ampicilina
{(20ug/ml) ou tetraciclina (20ug/ml) os transcon-
jugantes obtidos eram novamente testados no
meio seletivo em que foram originalmente isola-
dos. A freqiiéncia de conjugacdo era calculada
como a razdo entre 0 numero de transconjugan-
tes e o nimero de receptores (1),

As drogas testadas foram: ampicilina (Ap),
estreptomicina (Sm), carbenicilina {Cb), cloran-
fenicol {Cm), tetraciclina (Tc), gentamicina
(Gm), canamicina (Km), 4cido nalidixico (An) e
a associagéo sulfametoxazol-trimetropin {Ba).

Resultados e Discussio

Das 129 amostras recebidas, 17 (13,2%)
apresentaram multirresisténcia as drogas anti-
bacterianas testadas nos padrdes mostrados
na Tabela 1. Destas, 15 eram Sa/monella typhi-
murium e 2 eram S. agona. Observa-se, portan-
to, que a multirresisténcia se concentra em sal-
monelas do sorotipo B, de maior interesse para
a nosologia médica, fato significativo se levar-
mos em conta que, entre as salmonelas recebi-
das, encontravam-se representantes dos soroti-
pos B, C, D, E e F, em propor¢des mais ou me-
nos equivalentes (G.A. Costa, comunicacdo
pessoal).

Para saber se esta caracteristica era transmis-
sivel ou ndo, realizamos testes de conjugacio
para os marcadores Ap e Tc. Estes marcadores
mostraram-se transferiveis, numa f‘reqﬁéncia de
conjugacdo cuja ordem de grandeza era de
107% (iimites entre 6,6 x 10* e 1,7 x 10%) e
tendo 37°C como a temperatura 6tima de
transferéncia (a 30°C a fregliéncia era 10 vezes
menor, em média). Os transconjugantes, sele-
cionados com ampicilina ou tetraciclina, nas
amostras em que apareciam estas duas marcas
simultaneamente, eram testados em ‘‘replica-
plating’’ contra tetraciclina e ampicilina, res-
pectivamente, com conseqlente crescimento,
sugerindo que estas duas marcas genéticas es-
tariam ligadas nestas amostras.

Tabela 1 — Padr8es de resisténcia e concentrac8es minimas inibitdrias para as diversas drogas testadas em Salmonelas

isoladas em esgotos da cidade do Rio de Janeiro

Microrganismo

Padrdo de Resisténcia

Ndmere de Amostras

ApCb 1
SmTc
S. typhimurium
ApCbSmTcGmKmCmAN 1
ApCbSmTcGmKmCmANBa 11
ApCbSmGmKmBaAN 1
S. agona
ApCbSMTcGmKmCmBaAN 1

CMils {ug/ml) apresentadas: Ap, 1000; Cb, 1000; Sm, 125 (2 amostras apresentaram 30); Tc, 126-250; Gm 6,25-12,5; Cm,

310; Km, 1000; Ba, 1000; AN, 100.
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Este dado, juntamente com o fato da resis-
téncia plasmidial estar concentrada em salmo-
nelas do grupo B, sugerem pressBes seletivas
atuando em humanos e animais homotérmicos,
onde circulam estes microrganismos em seu Ci-
clo epidemioldgico. Por outro lado, tem sido
comum o relato de plasmidios termossensiveis,
em salmonelas {5), onde pressdes seletivas es-
t3o atuando no meioc ambiente, onde raramente
a temperatura de cole¢cdes de &gua ultrapassa
os 30°C. Nossas amostras tiveram seu carater
plasmidial estavel a 42°C (48 horas de incuba-
cdo), além da termoestabilidade de conjugagéo
ja referida.

Os transconjugantes obtidos guando a li-
nhagem receptora era a £. coli HfrH, mostra-
ram ser do grupo 'Fi-, pelo teste de lise com o
fago R17.
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Resumo

Trypanosoma theileri foi encontrado em grande nimero no sangue de uma vaca de cinco
anos de idade procedente de Braganca Paulista, Estado de S&o Paulo. O animal apresentou
sintomas de disturbios cérdio-respiratérios e digestivos. A vaca foi submetida a intensivo
tratamento de suporte, inclusive com Beronal. Exames de sangue foram realizados dois
dias apds e nenhum parasita foi detectado. O animal morreu duas semanas depois, quando
foi necropsiado e as lesGes registradas. Amostra de sangue do animal doente foi inoculada
em animais de laboratorio e resultou negativa, enguanto que a cultura em placas de &gar-
sangue, incubadas a 37°C, examinadas 10 dias apos, revelaram a presenca de estadios de
epimastigota. 7. theileri sobreviveu mais de 10 dias em sangue conservado a 4°C. Como, a
necropsia, o animal apresentou muitos processos patologicos, que causaram a morte, 7.
theileri provavelmente aproveitou-se da mé condi¢cdo do animal e multiplicou-se intensiva-
mente, resultando em alta parasitemia.

Summary

Observations on Trypanosoma (Megatrypanum) theileri in a bovine in the State of S&o
Paulo, Brazil

Trypanosoma theileri was found in large number in the blood of a five years-old cow from
Braganca Paulista, State of S8o Paulo. The animal showed symptoms of cardiorespiratory
and digestive disorders. The cow was submitted to an intensive support treatment which
included Beronal. Blood examinations were performed two days after and no parasite was
detected. The animal died two weeks later when it was necropsied and the lesions recor-
ded. Blood sample from the ill animal was inoculated in laboratory animals and resulted ne-
gative, while the cultivation in blood agar plate incubated at 37°C for 10 days revealed the
presence of epimastigote. 7. theileri survived more than 10 days in blood keptat 4°C. As at
the necropsy the animal showed many pathological processes causing its death 7. theileri
probably took advantage of the animal poor condition allowing its intensive multiplication
resulting in high parasitaemia.

17

Introducgéo no, em numero apreciavel (6); por esta razéo, é
considerado, por muitos, como parasita desti-

Trypanosoma theileri, hemoparasita relativa-  tuido de importancia. No entanto, muitos pro-
mente comum em bovino, produz, geralmente,  fissionais, no campo, julgam-no parasita poten-
infeccdo latente, tornando-o portador so. S6  cialmente patogénico, sob certas circunstan-
ocasionalmente, aparece, no sangue de bovi-  cias (6). Tem sido encontrado também em di-
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versas afeccBes, sem causa especifica aparen-
te, a ndo ser a presenga macica no sangue cir-
culante (1, 5, 9, 10).

Escassos sdo os relatos sobre a presenca
deste polémico protozoério em bovinos no Bra-
sil. A primeira descricdo de Trypanosoma thei-
leri foi feita por Carini (2), em 1911, em bovino
de S&o Paulo. Nova notificagdo foi feita sé re-
centemente, por Correa & col. (3), também em
Séo Paulo.

O objetivo do presente trabalho consistiu em
relatar mais um caso de ocorréncia de 7. theile-
ri, em bovino, no Estado de Sdo Paulo, com o
intuito de fornecer algum subsidio para o estudo

desse parasita no Brasil.

Material e Métodos

O animal da espécie bovina, trazido ao Hos-
pital da Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo para
internamento, era da raca Holandeza, Verme-
lha e Branca, idade de cinco anos, sexo femini-
no, pesando 465 quilogramas.

Histérico — Em julho de 1977, o animal partici-
pou da Exposicdo em Braganca Paulista. Ficou
prenhe e teve febre aftosa apds o parto; ndo
houve recuperacdo do estado geral, embora
debelados os processos infecciosos secunda-
rios. Apesar de tudo, ficou novamente prenhe
em 04-10-1977, porém abortou quatro meses e
meio depois. Seu estado geral piorou, manifes-
tando sinais de insuficiéncia cardiaca, quando
foi encaminhado para internamento (22-08-
1978).

Exame clinico — Ao exame, foram constatadas
inumeras alterac8es, entre as quais, palidez das
mucosas, anorexia, atonia do rimen, aumento
da area hepatica, macicés na area pulmonar e
hiperfonese da primeira bulha cardiaca. Diarréia
" profusa foi observada 3 dias apds o interna-
mento. Ndo se constatou hipertermia, modifi-
cacdo de atitude ou qualquer sinal de aumento
da sensibilidade dos érgdos examinados.
Apo6s o exame clinico, o animal foi submetido
a exames laboratoriais de rotina, tais como de
sangue, urina e fezes.

Cuftura — Para o cultivo de Trypanosoma, fo-
ram utilizados o meio de NNN, conforme Levi-
ne (8), distribuido em tubos de ensaio e em pla-
cas de Petri e dgar-sangue, a temperatura de

24°C e 37°C. As semeaduras foram realizadas,
adicionando-se algumas gotas de sangue desfi-
brinado de coelho.

O sangue bovino, contendo o protozoério,
conservado em geladeira a 4°C, foi cultivado
repetidas vezes em &gar-sangue a 37°C.

Inoculacdo em animais — Seis camundongos,
um cobaio e um bezerro, foram inoculados com
sangue bovino contendo Trypanosoma. A ob-
servacdo desses animais foi feita durante 30
dias, ap0s a inoculacgéo.

Mensuragdo — Foi feita utilizando a cédmara
clara com aumento linear de 1250X. Foram me-
didos 43 exemplares de Trypanosoma, em es-
fregaco sanguineo, fixado em &lcool metilico e
corado pelo método de Giemsa.

Tratamento — Foi submetido a tratamento in-
tensivo com medicamentos reidratantes, desin-
toxicantes e vitaminas. Cardiotdnicos e antibid-
ticos foram ministrados para combate ao proble-
ma cardio-respiratério. Ainda, para sustar a
diarréia, usou-se benzetamide + cloranfenicol
(Landic) e diacetamino acetato do 4,4 diamino-
diazominobenzeno (Beronal), para tentar com-
bater o Trypanosoma.

Necrdpsia — A necrépsia, foram averiguadas
lesBes macro e microscopicas. Decalques de
varios 9rgdos foram examinados apds a colora-
cdo pelo método de Giemsa.

Resultados

O exame de sangue revelou anemia e leuco-
citose, sendo esta ligeira no inicio, mas com a
evolucdo atingiu 72.000 leucécitos por mm?
com acentuada neutrofilia.

Na urina, verificou-se ligeiro aumento dos
teores de urobilinogénio.

O exame de fezes revelou infeccédo por hel-
mintos, Strongyloidea e Eurytrema sp.

No exame a fresco, bem como nos esfrega-
cos corados, foi encontrado grande nimero de
Trypanosoma. Pela morfologia, suspeitamos
tratar-se de 7. theiferi. O sangue coletado foi
semeado em meios de cultura e inoculado em
animais.

Em &agar-sangue a 37°C, foi observado bom
crescimento do Trypanosoma. Ligeiro desen-
volvimento foi detectado em agar-sangue a
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24°C e ndo houve crescimento no meio de
NNN.

No meio de &gar-sangue que se mostrou
mais adequado conseguimos apenas uma sub-
cultura e o repique era realizado cada 10 dias.

Esfregacos, realizados a partir dessas cultu-
ras, corados pelo método de Giemsa, revelaram
Trypanosoma em estadio de epimastigota.
Apresentaram-se ou sob forma isolada, ou em
pequenos grupos, ou ainda em massa (Figuras
1,2e3).

Figura 1 — T. theileri em cultura. Formas em divisdo. Au-
mento original 1000X

Figura 2 — 7. theiler/ em cultura. Formas em divisdo.
Aumento original 1000X
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Figura 3 — Massa de 7. theileri em cultura. Aumento ori-
ginal 1000X

O flagelado, mantido a 4°C, semeado em
agar-sangue, em diferentes oportunidades, de-
monstrou ser vidvel por mais de 10 dias, como
observado por Woo & col. (13) e Splitter &
Soulsby (11).

Os parasitas, em esfregaco sanguineo, apre-
sentaram com a extremidade posterior do corpo
nitidamente afilada, cinetoplasto grande e na
posicédo subterminal, flagelo livre longo e com a
membrana ondulante bem desenvolvida (Figura
4).

Figurad4 — 7. theileri em esfregaco de sangue bovino. Au-
mento originat 1000X
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As mensuracdes de 43 exemplares fornece-
ram os seguintes dados: disténcia entre cineto-
plasto ao meio do nucleo, 6,2 a 10,6um (X =
8,6um); comprimento do flagelo livre, de 2,5 a
15um (X = 7,5um); comprimento do corpo,
sem o flagelo, de 16,9 a 38, 7um (X = 27,7um) e
0 comprimento do corpo, com o respectivo fla-
gelo, de 20 a 52um (X = 34,5um).

A diarréia cedeu ao tratamento ministrado e
o protozoario desapareceu do sangue circulan-
te, dois dias apds a aplicagdo de Beronal. Ape-
sar do tratamento intensivo, ndo houve melho-
ria no estado geral do animal, que veio a morrer
duas semanas ap6és internamento, quando foi
submetido a necropsia.

A necropsia, foram encontradas lesdes de
hepatite apostematosa, endocardite valvular,
pneumonia bilateral, esplenite apostematosa e
Eurytrema coelomaticum, no pancreas, Micros-
copicamente, foram constatadas miocardite
embdlico-purulenta, tromboendocardite bacte-
riana, pneumonia abcedante, cirrose biliar e he-
patica purulenta abcedante, nefrite embdlico-
purulenta, esplenite purulenta abcedante e hi-
perplasia linforreticular.

Decalques de 6rgdos como bago, figado, rim
e linfonedos n3o revelaram a presenca do para-
sita.

Né&o foi possivel constatar a infecgdo em ani-
mais de laboratério, observados durante 30 dias
apos a inoculacdo de sangue bovino. O bezerro
inoculado morreu sem condi¢c8es de exame al-
guns dias apos a infecgédo.

Discussdo

O estudo de caracteristicas morfoldgicas de
Trypanosoma, encontrado no sangue bovino,
demonstra estarmos frente a 7. theileri.

T. theileri € um flagelado relativamente gran-
de, ao qual é atribuido geralmente a dimensdo
de 60-70um, mas a méxima de 109um, bem co-
mo minima de 25um tem sido relatada (6). Tou-
re (12), no Senegal, cita o encontro de formas
pequenas, medindo 43,3um e formas gran-
des medindo 95,3um. Levine & col. (9), nos Es-
tados Unidos, mencionam a dimens&o de 34 a
40um exclusive flagelo, e Ewing & Carnahan

(4), observaram a dimensdo de 12 a 46um
{29,5um) exclusive flagelo, também nos Esta-
dos Unidos. Woo & col. (13), no Canada, fize-
ram estudos mais acurado e relatam valores co-
mo 31,2 a 64,9um (47,6um), inclusive flagelo.
No presente trabalho, observamos Trypanoso-
ma medindo de 20 a 52um (34,5um), incluindo
o flagelo.

Em vista das diferencas verificadas por varios
autores, Keymer (7) fez estudo biométrico de-
talhado, entre diversas linhagens de 7. theileri
de diferentes hospedeiros e entre outras espé-
cies de Trypanosoma de ruminantes, como 7.
ingens, T. tragelaphi e T. cephalophi, conheci-
das como Trypanosoma semelhantes a 7. thei-
ferf. Chegou a conciusdo de que as espécies de
Trypanosoma ndo podiam ser identificadas em
bases morfoldgicas; apesar da diferenga consi-
deravel, verificada entre varias linhagens, ha-
via, aparentemente regular gradagdo, de uma
linhagem para outra.

Hoare (6) admite a possibilidade de existirem
dois grupos (ou espécies) de Trypanosoma: um
menor, correspondendo a 7. theileri (+
50,6um), cosmopolita e outro, maior, corres-
pondendo a 7. ingens {+ 81,0um), restrito a de-
terminadas &reas tropicais.

Keymer (7) e Hoare (6) preferem reter, por
enquanto, as espécies existentes, até que
maiores estudos sobre caracteristicas biologi-
cas sejam realizados.

O animal parasitado apresentou, em conse-
gliéncia da baixa de resisténcia induzida por va-
rias afecgOes, grande quantidade de 7. theileri
no sangue. Esse desapareceu dois dias apds a
aplicacdo do Beronal; no entanto, ndo mostrou
qualquer melhora, provavelmente devido ao ex-
tenso comprometimento de diversos 6rgéos.
Este fato ndo permitiu avaliar adequadamente a
influéncia.
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Resumo

Amostras de carne bovina moida, obtidas em supermercados e agougues de Piracicaba,
SP, foram analisadas quanto a: 1) contagem total de bactérias (a 21, 32 e 356°C); 2) enume-
racdo de coliformes (totais e Escherichia colf); 3) prova da resazurina {a 30 e 35°C); 4) de-
terminacdo do pH; 5) avaliacdio subjetiva da qualidade. A contagem total e a enumeracéo
de coliformes resultaram, geralmente, em valores elevados, que, para grande nimero das
amostras, ultrapassaram limites maximos propostos ou adotados para o produto. O tempo
de reducdo da resazurina esteve negativamente correlacionado com a contagem total de
bacterias e com a enumeracdo de coliformes, e positivamente correlacionado com o perio-
do de conservagdo sob refrigeracio, que foi de 1 a 3 dias. E proposta uma classificagdo da
carne bovina moida comercial, com base na prova da resazurina, em nivel aceitavel {tempo
de reducdo da resazurina > 8,0h), questionavel (tempo de reducdo > 5,0h e < 8,0h) e ina-
ceitavel {tempo de redugdo < 5,0h). O limite méaximo de 6,1 é sugerido para o pH do produto.

Summary

Microbiological quality of raw ground beef and its evaluation through a resazurin test

Samples of raw ground beef, taken from supermarkets and meat stores in Piracicaba, SP,
were analysed for: 1) total bacterial count (at 21, 32 and 35°C); 2) coliform (total and £s-
cherichia coli) enumeration; 3} resazurin reduction test (at 30 and 35°C); 4) pH determina-
tion; 5) subjective evaluation of product quality. It was found that: 1) total counts and coli-
form numbers were generally high, for many samples exceeding proposed microbiological
standards or recommended limits. Resazurin reduction time was negatively correlated with
total bacterial counts and with the number of coliforms, and positively correlated with shelf
life (not greater than 3 days} of the product under refrigeration temperatures. The resazurin
test studied was suggested for the routine examination of ground beef quality. A maximum
limit for pH (6.1) was suggested also for the product.

Introdu¢do

A carne moida é uma forma comum e impor-
tante na comercializagdo da carne bovina a ni-
vel de varejo, pois constitui fonte de proteina de
boa qualidade, é mais accessivel a faixa da po-
pulagdo com menor poder aquisitivo e pode

ser utilizada, em refeicGes, de maneiras varia-
das e préticas. Por outro lado, na elaboragdo, o
produto esta sujeito a maior contaminagéo por
microrganismos, e ¢ um meio altamente favora-
vel & multiplicacdo de bactérias (15, 18).

A flora bacteriana presente na carne moida, a
nivel de varejo, depende da flora presente na

* Trabalho realizado no Departamento de Tecnologia Rural da ESALQ-USP.

** Ex-bolsista da Fapesp (Mestrado).
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carne utilizada na elaboragéo, das condi¢cdes hi-
giénicas durante o processamento, da tempera-
tura e do tempo de armazenamento antes da
venda do produto (6). A deterioragdo do produ-
to pode resultar em altera¢Ges da cor, do odor
(acido ou putrido) e no aparecimento de induto
viscoso (7, 15}, A deterioragdo pode ser orga-
nolepticamente detectavel, quando a contagem
total de bactérias atinge 10° organismos/g (1),

Ha autores que consideram a carne moida
como produto que oferece pequeno risco a
saude humana, por tratar-se de alimento que
é conservado sob refrigeracdo e consumido cozi-
do (9); esse risco depende, entretanto, das
temperaturas, envolvidas no armazenamento
refrigerado e no preparo para o consumo.

A contagem total de bactérias da carne moi-
da pode ser recomendada para a avaliacio e o
controle da qualidade microbiolégica (5, 18).
No estabelecimento de valores limites ou de pa-
drdes microbioldgicos, a temperatura de incu-
bacdo das placas de Petri deve ser especifica-
da; assim, por exemplo, contagens feitas a 20,
21 ou 28°C resultaram em valores superiores as
feitas a 35°C (8, 17, 22). A contagem realizada
a 20°C reflete melhor a flora presente no produ-
to e permite melhor estimar a sua “‘vida de pra-
teleira’ (9).

Valores limites ou padrBes microbioldgicos
tém sido recomendados ou adotados em dife-
rentes paises, para a contagem total de bacté-
rias da carne moida {1, 2, 17). No Estado de
Sdo Paulo, o decreto que “Aprova Normas
Técnicas Especiais Relativas a Alimentos e Be-
bidas” (11) estabeleceu o limite maximo de
3% 10° bactérias/g para as ‘... carnes cruas,
preparadas ou ndo, ..."”", sem especificar, toda-
via, a temperatura de incubagdo das placas de
Petri.

O mesmo decreto (11) estabeleceu, para coli-
formes fecais (expressdo geralmente usada pa-
ra caracterizar uma populac¢do de bactérias com
elevada proporcdo de Escherichia coli) (3), o li-
mite maximo de 3 x 102 bactérias/g. Além de
ser indicadora classica de contaminacg&o direta
ou indireta de alimentos com matéria fecal (21),
a bactéria E. coli pode, segundo trabalhos reali-
zados nos udltimos anos (3, 13), ser, ela propria,
um agente patogénico para o homem.

O emprego de indicadores de 6xido-reducdo,
para a avaliacdo da qualidade microbiologica da
carne, tem sido estudado ou sugerido por va-
rios autores (4); uma dessas substéncias utiliza-
das para a carne bovina moida é a resazurina
(12, 16, 19).

Na- deterioracdo aerébia da carne, o pH do
produto pode ter seu valor aumentado de 5,5
para 6,5 (4). Segundo alguns autores (14), a
composicdo da flora da carne bovina moida de-
pende do valor inicial do pH e altera-se de acor-
do com o valor que resulta da acdo dessa flora
sobre a carne. Limites maximos (por exemplo,
5,85) tém sido propostos para o pH do produto,
a serem considerados juntamente com outras
informacdes resultantes da andlise microbiol6-
gica (2).

Este trabalho foi realizado com os seguintes
objetivos: 1) contribuir para o conhecimento da
qualidade microbioldgica da carne bovina moi-
da, comercializada a nivel de varejo em Piraci-
caba, SP; 2) desenvolver o estudo da avaliagéo
dessa qualidade através da prova da resazurina,
conforme anteriormente proposta (12, 16).

Material e Métodos

Amostragem — Foram analisadas 20 amostras,
provenientes de supermercados e acougues (10
de cada tipo de estabelecimento), no 2° semes-
tre de 1977, e outras 20 (provenientes dos mes-
mos estabelecimentos), no 1° semestre de
1978. As amostras, obtidas pela manhd {cerca
de 8h e 30min), foram, imediatamente a seguir,
levadas ao laboratério, para o inicio das andlises.

Contagem total de bactérias — Foi realizada de
acordo com as recomendacdes da ‘‘American
Public Health Association” (20), incubando-se
as placas de Petria 21°C (72h) e 32°C (48h); em
adicdo, foi utilizada a temperatura de 35°C
(48h).

Enumeragédo de coliformes — A técnica do n(-
mero mais provavel (NMP) foi utilizada, para
coliformes totais e Escherichia coli, empregan-
do-se o caldo de lactose-bile-verde brilhante em
tubos de fermentacdo e o meio agar-eosina-
azul de metileno em placas de Petri (20).

Prova da resazurina — Foi realizada em tubos
de ensaio contendo caldo nutriente com 0,5%
de extrato de levedura, indicador de 6xido re-
ducdo e 6leo mineral sobrenadante (12); incu-
bac¢édo foi feita a 30 e a 35°C.

Determinacdo do pH — O pH foi determinado
com um potencidémetro, em suspensdo prepa-
rada com carne moida e agua destilada (partes
iguais), no inicio das andlises (pH inicial) e a ca-
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da 24h de armazenamento refrigerado (ver item
seguinte), até o aparecimento de indicios de
deterioracio {pH final). Foi calculada a diferen-
ca (A pH) entre o pH final e o inicial de cada
amostra.

Avaliacdo subjetiva da qualidade — Porcdes
das amostras, pesando cerca de 100g cada, fo-
ram armazenadas sob refrigeracdo (4,5 =
1,6°C), em placas de Petri previamente esterili-
zadas e contidas em envoltorio de polietileno
(baixa densidade). O material assim preparado
foi-submetido;-periodicamente {a cada 24h); &
avaliacdo de cor e odor.

Andlise estatistica — Foi realizada a analise da
varidncia (teste F) e, quando necessério para a
comparacdo de médias, o teste de Tukey, a ni-
vel de 5% de probabilidade. Os esquemas das
andlises da variancia utilizados encontram-se
nas Tabelas 1 a 4. No caso das analises relativas
a contagem total e a enumeracdo de colifor-
mes, foi utilizada a transformacdo dos dados
segundo a expressdo y = log x.

.Foram calculados também os coeficientes de
correlacdo linear simples para as séries de 40
dados obtidos, utilizando-se o teste t para a ve-
rificacdo da significancia (10).

Tabela 1 — Contagem total de bactérias e prova da resazu-
rina: esquemas das andlises individuais da variéncia para
supermercados e acougues

Graus de liberdade

Causa da variac@o

Contagem Prova da

total resazurina
Temperaturas de incubacéo (T) 2 1
Periodos de amostragem (P) 1 1
Interacdo T x P 2 1
{Tratamentos) (5) (3)
Blocos 9 9
Residuo 45 27
Total 59 39

Tabela 2 — Contagem total de bactérias e prova da resazu-
rina: esquemas das andlises conjuntas da varidncia para su-
permercados e acougues

Graus de liberdade

Fonte da variacdo

Contagem Prova da

total resazurina
Tipos de estabelecimento {E} 1 1
Periodos de amostragem (P} 1 1
Temperaturas de incubacdo (T) 2 1
Interacdo Ex P 1 1
Interacdo Ex T 2 1
Interagdo Px T 2 1
Interagdo ExP x T 2 1
Residuo meédio* 90 54

* Oriundo das anélises individuais para supermercados e acougues.

Tabela 3 — Coliformes (totais e £. coli): esquema das ana-
lises individuais da varidncia para supermercados e agou-
gues

Causa da variacdo Graus de liberdade

Periodos de amostragem (P) 1
Blocos 9
Residuo 9
Total 19

Tabela 4= Coliformes (totais e £, coli}: esquema da ana-
lie conjunta da varidncia para supermercados e agougues

Causa da variacdo Graus de liberdade

Tipos de estabelecimento (E) 1
Periodos de amostragem (P) 1
Interacdo Ex P 1
Residuo médio* 18

* Oriundo das andlises individuais para supermercados e
acougues.

Resultados e Discusséo

Tanto para supermercados como para agou-
gues, os valores obtidos na contagem total de
bactérias, para o 2° semestre de 1977 (periodo
de entre-safra na comercializacédo da carne bo-
vina), foram significativamente (p < 0,01) mais
elevados que os obtidos no 1° semestre de
1978 (periodo de safra). A distribuicdo desses
valores pode ser visualizada nas Figuras 1 e 2.
N3o foi constatada diferenca significativa entre
supermercados e acougues, na analise conjun-
ta da variancia para os dois tipos de estabeleci-
mento, o que sugere uma semelhanca entre os
mesmos, quanto a varidvel considerada.

Os valores obtidos nas contagens a 21°C fo-
ram significativamente {p < 0,05) mais elevados
que os observados a 35°C, tanto para um como
para outro tipo de estabelecimento (Figuras 1 e
2). Na anélise conjunta para supermercados e
acougues, constatou-se que as contagens a
32°C foram significativamente (p < 0,05) mais
elevadas que as realizadas a 35°C. Ndo foi
constatada diferenca significativa entre os valo-
res resultantes de incubacdo a 21°C e os obti-
dos a 32°C. As contagens realizadas as diferen-
tes temperaturas estiveram positivamente cor-
relacionadas: r = 0,85 a 0,90 (p < 0,01). -

Considerando-se o limite maximo de 3 x 10°
bacterias/g, adotado para o produto no Estado
de S3o Paulo (11), verificou-se que o mesmo
foi ultrapassado por 42,5%, 57,5% e 70% das
amostras, para as temperaturas de incubacdo
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Figura 1 — Distribui¢do das contagens totais de bactérias
no 2° semestre de 1977
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Figura 2 — Distribuigdo das contagens totais de bactérias
verificadas no 1° semestre de 1978
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de 35, 32 e 21°C, respectivamente. Apesar de
haver algumas amostras com contagens supe-
riores a 10° bactérias/g, ndo foram detectados
indicios de deterioracdo no inicio das anélises,
como observado anteriormente por alguns au-
tores (1).

Todas as amostras analisadas foram positi-
vas, tanto para coliformes totais como para Fs-
cherichia coli. Os resultados da enumeracio
desses microrganismos podem ser visualizados
na Figura 3. Observou-se que 67,5% das amos-
tras analisadas quanto ac NMP de £. coli ultra-
passaram o limite maximo de 3x 10? bacté-
rias/g, adotado para coliformes fecais no Esta-
do de S&do Paulo (11). N&o foi constatada dife-
renca significativa entre os periodos de amos-
tragem e entre os tipos de estabelecimento;
portanto, nas condi¢ges do presente trabalho,
a qualidade do produto adquirido em supermer-
cados foi semelhante a encontrada em acou-
gues, no que diz respeito as varidveis em ques-
tdo, o mesmo ocorrendo para os dois periodos
de amostragem.

Figura 3 — Enumeracdo de coliformes totais e E. cofi
(NMP/g), para dois tipos de estabelecimentos e dois se-
mestres
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Tanto o NMP de coliformes totais, como o
de £. coli, estiveram positivamente correlacio-
nados (p < 0,01) com as contagens totais de
bactérias as trés temperaturas de incubacdo
(21,32 e 35°C); os maiores coeficientes de cor-
relacdo foram observados para a temperatura
de 35°C da contagem totai: 0,77 (coliformes to-
tais) e 0,66 (£. coli). Alguns autores (22) ndo
encontraram, anteriormente, este tipo de corre-
lacdo. O NMP de coliformes totais e o de £. coli
estiveram altamente correlacionados {r = 0,91;
p.< 0,01).

Na prova da resazurina, a temperatura de in-
cubacdo de 35°C resultou em diminui¢do signi-
ficativa (p < 0,01) do tempo de redugéo do indi-
cador, em relacéo a temperatura de 30°C {ana-
lise conjunta). Todavia, melhor correlacdo foi
observada entre o tempo de reducéo a 30°C, de
um lado, e a contagem total de bactérias (a 21,
32 e 35°C}), de outro (Tabela 5; Figuras 4e b). A
reducdo da resazurina esteve ainda correlacio-
nada com a enumeracdo de coliformes (Tabela
5), o pH inicial das amostras {r = —0,63; p <
0,01) e o tempo de conservacéo do produto sob
refrigeracdo {r = 0,49 e 0,45, para as tempera-
turas de 30 e 35°C, respectivamente; p<0,01).

Com base nos resultados obtidos e conside-
rando-se ainda limites maximos sugeridos ou
adotados para a contagem total de bactérias (1,
5, 11, 17), é proposta a classificacdo para a car-
ne bovina moida a nivel de varejo, quanto a

Figura 4 — Relagdo entre a contagem total de bactérias
{35°C) e o tempo de reducfo da resazurina {30°C)
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Figura 5 — Relacdo entre a contagem total de bactérias
(21, 32 & 35°C) e o tempo de reducdo da resazurina (30°C)
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Tabela 5 — Tempo de reducdo da resazurina, contagem
total de bactérias e enumeracdo de coliformes: coeficientes
de correlacio significativa {(p < 0,01)

Reducdo da Contagem total Enumeracéo
resazurina de bactérias de coliformes
21°C 32°C 35°C Totais E. col
30°C -0,75 -0,66 ~0,84 -0,81 -0,73
35°C -0,68 —-0,60 -0,82 ~0,80 -0,72

prova da resazurina a 30°C: aceitavel (tempo de
reducdo da resazurina > 8,0h), questiondvel
{tempo de reducdo > 5,0h e < 8,0h) e /naceits-
vel (tempo de reducdo < 5,0h).

Na Figura 6 podem ser visualizadas as distri-
buicGes correspondentes ao pH inicial e ao final
das amostras. Com excecdo de quatro amos-
tras, todas as demais apresentaram elevacéo
do pH durante o armazenamento refrigerado
{ApH = 0,05a0,70), o que era esperado (4); em
trés delas, porém, observou-se reducdo do pH
{A pH = —0,10, 0,15 e —0,20).

O pH inicial esteve positivamente correlacio-
nado (p < 0,01} com a contagem total de bacté-
rias a 21°C {r = 0,67), a 32°C ({r = 0,44) e a
35°C {r = 0,44}, e com o pH final {r = 0,71).
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Figura 6 — Distribuicdo do pH inicial e final das amostras
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