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INDICES BACTERIOLOGICO E MORFOLOGICO NO AUXTLIO AO DIAGNGSTICO E
TRATAMENTO DOS PACIENTES HANSENIANOS¥

Tania Cristina Pedrosa Guedes da Silva
Maria Bugenia Noviski Gallo

Sonia Maria Rocha de Almeida

& Floisa Nunes Palmeira

Setor de Hanseniase/FIOCRUZ
Av. Brasil, 4365, Manguinhos
21040 Rio de Janeiro RJ, Brasil

Fesumo

Pela evidenciacdo dos indices bacterioldgico e morfologico em es-
fregacos do muco nasal e linfa dos icbulos auriculares e cotove-
los de pacientes hansenianos, observou-se uma maior positividade
do IB e IM nos esfregacos da linfa e, entre estes, valor wais al-
to naqueles oriundos da linfa auricular. A importancia do IM re-
side no fato de possibilitar a avaliacao da resposta terapeutica
em menor tempo do que o IB.

Sumary

Bacterniofogic and monfologic imdex for diagnosis durning the
treatment in Leprosy patients

The study of the bacterial and morphological index from the nasal
mucus and the cutaneous lymph from leprosy patients bas shown
that the cutaneous lymph from ear lobes presented a higher posi-
tivity than the one from elbous, and that the nasal mucus presen-
ted the lowest positivity. This study showed further the impor-
tance of the morphological index in assessing the therapeutical
response in shorter time than the bacterial index.

Introducdo

Ridley & Jopling (9}, sugeriram uma classificagdo para a hanseniase cujos
parfmetros inclui a cbservacdo das diferentes formas bacterianas e os seus
respectivos nimeros nos esfregacos ¢ cortes histolbgices.

Atualmente considera-se indispensivel na classificagao das formas contagiantes da
hanseniase a utilizagdo do Indice bacterioldgico (IB) (10}, «que expressa
quantitativamente a carga bacilar. Do meswo modo a avaliacdo da terapéutica
torna-se mais sensivel aplicando-se o Indice morfoldgico (IM} (11) que expressa ©
nimero de bacilos nas formas sOlida, fragmentada e granulosa ro curse do
tratamento. Muitos outros trabalhos vEm sendo  realizados para  comparar
caracteristicas norfoldgicas com visbilidade (1, 3, 6, 8) e, € aceito por alguns
pesquisadores que os bacilos estfo invidveis (fragmentado e gramuleso} se apds a
coloracio com carbo-fucsina, eles apresentarem uma coloragdo "nao sdlida". Todavia
o indice morfoldgico ndo & rotineiramente utilizado pela dificuldade técnica e pela
discordancia sobre a sua importancia.

* Prabalho realizado no Setor de Hanseniase/FIOCRUZ. Auxilio financeiro da Comissdo
Evangélica de Reabilitag8o de Pacientes Hansenianos (CERPHA) .

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 18(4):301-304, Out./Dez. 1987.
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A verificacao da presenca de maior quantidade de bacilos em areas mais frias do
corpo, vém recomendando, além da  coleta de material do maco nasal, a coleta de
material dos 1dbulos auriculares e cotovelos. Mais recentemente oitros autores vém
propondo a  feitura de esfregacos de material colhido das extremidades dos dedos e
artelhos pela evidenciagdo do alto indice bacteriano, miitas vezes quando em outros
locais & negativo (2, 4, 5, 12). : .

Esse trabalho teve por dbjetivo verificar o grauw de eficicia do indice
morfoldgico ro controle terapdutico e avaliar a sensibilidade de varios locais para
coleta do material.

Material e Matodos

Sefecas de pacientes - Material para os esfregacos foi obtido de 20 pacientes
mittibacilares virgens de tratamento do Ambulatdrio Souza Araiijo/FIOCRUZ, Rio de
Janeiro. Os pacientes foram submetidos a tratamento caom esquemas de  associacdo de
pelo menos duas das seguintes drogas: rifampicina, sulfona e clofazimina.

Setecao de areas para cofeta de materinf - Foram estabelecidos cinco locaiss IO
nasal, ldbulos auriculares direitc e esquerdo e-cotovelos direito e esquerdo.

Colonacao e determinacio dos Indices - Cinco esfregacos de cada paciente, colhidos
antes do tratamento e apds 2 anos de tratamento, foram corados de acordo com a
técnica de Ziehl Gabbet. O indice bacteriolégico foi feito nos esfregagos dos 20
pacientes enquanto o Indice morfoldgico em esfreqacos de 10 pacientes sequndo a
metodologia proposta por Ridley (10, i1).

Resultadeos e Discussao

Os indices bacteriolSgicos dos esfregagos feitos a partir de 1linfa colhida em
cotovelos e 1dbulos auriculares (antes do tratamento) sio semelhantes. Apde o
tratamento os ldbulos auriculares apresentam maior. positividade; observou-se uma
superioridade da linfa em relagso ao muco nasal; em 20 esfregacos do mico nasal

Tabela 1 - IB Indice Bacteriolégico antes do tratamento (A) e apbs 2 anos de
tratamento (D). ..

Simbolos: CD = Cotovelo direito; CE = Cotovelo esquerdo; LD = Ldbulo
direito; LE = Lébulo esquerdo

Mce (B Yoo (9 <D(R) joxlta)] Eir CE(D) B {A) ralisg] A - LE(B}

Pacientes

= B IBE IB IB IB Iz -] B A
A.C.7, 1628 regarive - negacivo 2+ regativo 2+ negativo 3+ regative 3+ negativa
R.C.Y 1676 - 1+ necarivo 3 megative 3+ hecaTive 3+ I 3+ 3+
ol 16397 Y negativo 3+ negacine 3+ negativwe 3+ 2+ 2+ 1+
V.F.2. 1673 3+ recativo 2+ resative, 2+ negarivo 2+ necativo 3+ necativo
AM, 1679 tegative negative negativo 1+ 3+ 2+ 25 i 3+ T+
E.R.2. 16877 negative necativo 3+ regativo 2+ regativo necativo necativo negative negativo
A.G. 1662 T negatIvo 3+ 1+ 2+ i+ 3 2+ 3+ 3+
A.S. 1686 necative necativo 3+ T e necetive i 1+ 3 2+
S.7.A. 168% regativo  negativo 3 negative 3+ necativo kS i 3+ 1+
J.B.5. 1673 T neGRTIVD i+ T 1+ regative negative 14 negativo  negativo
8.B.P. 1658 1+ necavivo 3¢ negativo 34 nezative 3+ neqativo 3+ regativo
A.D.Z. 1625 3r necative 3+ 2+ S+ T+ i+ 3+ 3 2=
L.C.G.L. 1614 2+ . 2y 2% negative e 1+ 3+ 2+ 3« neqative
DF.L. 1624 2+ negacivo 2+ 2+ 2 2+ 3+ 3+ 3+ 2+
M.E.P. 1638 EN necativo 3+ negativao 3+ nesativo 3+ T 3+ T+
R.N.E. 1616 1+ nezative 2+ 2+ 2 2 3+ 24 3+ 2+
M.E.L. 1632 T+ negRtivo 2 negativo negadivo negativo 2 negative 3 negative
C.a.V. 1637 2 negativo neqauivo negativo T+ 2r 4+ 2+ 3+ 2r
J.G. 1825 2+ negativo 2+ T . 3+ 2+ 3+ 2+ 3 3+
M.I.R. 1612 2 ©  regativo 3+ 1+ 34+ 1+ T+ 1+ negativo 2+
Modia dos 1,5 5,2 2,4 2,6 2.1 9,7 2.5 1,3 2,6 1,2

Indices
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Tabela 2 — IM Indice morfolégico antes do tratamento (4) e apds 2 anos de

tratamento {B).
giwbolos: €D = Cotovelc direito; CE = Cotovelo esquerdo; LD =  Lobule
direito; LE = Lopulo esquerdo '

e (B Muco (D) Dix) ST faE] =D iz (A jFalts}] LER) L)
Pacientes
™ ™ 3 ™ n i L. | ke i)
E necativo 5 regative 3 regaEtive ki negative 7
8 regacive 8 3 8 5 8 E 8
3 3 B necacivo 9 5 7 3 7
] regative 3 3 E 3 & 3 3 3
3 neczrive 2 negazite 2 negaTive 3 3 2 H
o nezaTive 7 3 7 3 3 3 7 5.
] Tegativo 2 regatiiv recativo neganivo M negetiva i negative
3 negativo  negativo negaTivo 3 3 3 5 B 3
2 negativo 2 5 4 3 Y 3 2 3
5 negative 5 E 3 3 3 5 negativo S

(R
o
P=3
in
N
[S]
t
[
N
ut
(%]
w
=1
[N
[
A
L
L
wr

(a.t.) hoave 5 resultados negativos e 6 fracamente pogitivos enguanto que em 80
esfregacos de linfa (a.t.) 8 foram negativos e 7 fracamente positivos (Tebela 3},

Os Indices morfoldgicos {a.t.) obtidos dos esfregagos realizados com linfa, foram
mais altos que os do mico nasal COmMO linfa dos 1fébulos auriculares formecendo
valores ligeiramente superiores aos da linfa dos cotovelos. Apos o tratamento, oS
esfregagos do ruco nasal foram na maioria negatives para todas as formas bacilares,
enquanto os provenientes da linfa, apesar de serem neqativos para a forma solida,
faoram positivos para as formas "nzo sblidas" (fragmentado e granulose) (Tabela 2}.

Verificon-se uma variacdo considerfvel entre os IB dos paclentes selecionados,
podendo  sex justificado por termos incluidos todos os multibacilares. O Indice
morfoldgico embora variando de paciente para paciente, mstroi-se quase sempre
positivo apds o tratamento, sendo mais sensivel na linfa do que no muco.

‘Ao tentar estabelecer locais confidveis para a avaliacso da eficacia terapéutica,
leva-se an conta a carga bacilar persistente ao longgo do tratamento. Nesse
trabalho, confirmawos resultados apresentados por pesquisadores (2, 5) que citam os
18bulos auriculares como de grande valia para o controle terapeutico.

A despeito do que referem outros autores, podenos avaliar a importancia do ingice
norfoldgice sobre o bactericldgico na rotina, verificando-se e ‘embora a carga-
bacilar diminua com o decorrer do tratapento, exige um tenpo mals prolcongado. For
ocutro lado, o indice morfoidgico pela quantificacdo da forma sOlida em relacdo as
outras, possibilita estabelecer, em Mmenor tempo a atuagao real do medicamento sobre
o bacilo. Atravds da persisténcia da forma "vidvel" ro descurso do tratamento €
possivel colocar sob suspeita os pacientes resistentes.

Trabalhos envolverde maior mmero de casos assim cam a utilizagdo da
classificacio dé Kidley & Jopling poderdo indicar mais intime correlagao dos
indices com as formas clinicas pré e pds tratamento.
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Resumo

Gandnerella vaginalis foi isolada de 48,4% de 97 pacientes estu-
dadas das quais 93,67 apresentavam um quadro de vaginite efou
cervicite. Para seu isolamento foram utilizados os meios de Agar
Sangue e Agar Vaginalis, ambos com sangue humano, incubados a
350C por 72 horas, em lata com vela. A identificacdo laboratorial
foi baseada nos aspectos morfoldgicos macro e microscopicos, nas
caracteristicas tintoriais e nos testes de fermentacao de glico-
se, maltose e amido usando-se Cystine Trypticase Agar (CTA) como
base. O material de 79 pacientes foi submetido a trés técnicas
diferentes de exame direto: a fresco, Gram e Papanicoloau, encon-
trando~ce uma correlacio com os achades de cultivo microbicldgico
em 36 (81,8%7) das 44 culturas positivas. Células tipicas do fend-
meno Gardner-Dukes, indicativos da presenca de G. vaginalis foram
encontradas em 32 (72,7%) dos exames positivos.

Sumary

Gardnenella vaginalis vaginitis - prevalence and methodofogy eva-
Buation fon it's diagnosdis

Gandnerella vaginalis was isolated from 48,4% of 97 patieants stu-
died, 93,6% of whom had vaginitis and or cervicitis. Both Blood
Agar and Vaginilis Agar plates with human blood were used and in-
cubated at 359C for 72 hours in candle jar. Laboratory igentifi~
cation was based on macro and microscopic morphology, on tincto-
rial caractheristics and on CTA glucose, maltose and starch fer—
mentation tests. Discharge from 7% patients were examined by wet
mount, Gram and Papanicolau stain, showing a correlation with po-
sitive culture in 36 (81,8%) of 44 positive isolates. Clue cells
or Gerdner-Dukes phenomenon were seen in 32 {(72,7%) of &4 positi-
ve cultures.

Introdugdo

365

Gardnenefla vaginalis (Haemophifus vaginalis) teve seu nome proposto por
Creemwood e Pickett (8) em 1980, baseados nos resaltados de seus estudos

taxendmicos.

Sua patogenia e identificacio laboratorial tem sido amplamente discutida nos

{ltimos anos (5,.10, 16, 18). -

Fev. Microbicl., Sao Paulo, 18{4):305-310, Out./Dez. 1987.
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G. vaginalis tem sido commente associada a wvaginite inespecifica (1, 15),
incluida entre os agentes de doenca sexualmente transmissivel (5), mas incluida
também entre os habitantes normais da vagina humana (1, 13).

0 diagnostico laboratorial de G. vaginalis, mitas vezes prejudicado pela
auséncia de meios de culturs que otimizem set isolamento, tem originadc pesquisas
varias na busca de métodos diagnosticos adequados (3, 5, 18).

A presente investigacio pretende ser uma contribuicio ao diagndstico laboratorial
de G. vaginalis, mura tentativa de estabelecimento de método diagndstico
simplificado e de baixo custo, adaptado & nossa realidade.

Material e Métodos

A populacac estudada constitui-se de 97 mutheres sexualmente ativas, can ou sem
queixa clinica, na faixa etiria entre 19 e 50 anos, sendo a idade média 33 anos, de
nivel socio-ecocfmico baixo em sua grande maioria e que procuraram o ambulatorio do
Centro dJe Pesquisas da Maternidade Climéric de Oliveira da Universidade Federal da
Bahia. A colheita de material ccorreu no periodo de maio a setembro de 1983.

O material colhido de cervix uterino, vagina e uretra era semeadd no meio de
cultura Agar Vaginalis (VA), descrito por Greenwood & Pickett (7) e Agar Sangue
{a8), com sangue humano, sendo também colhido material parva exame direto: a fresco
e corado pelos métodos de Gram e Papanicoloau.

Cs achados dos exames a fresco, Gram, Pgpanicolau e cultura foram considerados
iscladarente, sem prévie conhecimento dos demais.

Estamps designando neste trabalho como fendmeno Gardner-Dukes, ou  fendmeno G-D,
de acordo oo a sugestio de Dunkelberg (4), cBlulas epiteliais recchertas de
bacilos sugestivos de G. vaginafis, localizados principalmente na sua periferia,
dificultando a visualizacdo nitida do contormo celular (2).

Foram considerados como aspectos diagndsticos a presenca do fenfmeno G-D em
qualquer das técnicas de exame direto. Ao exame de Gram além do fenfimeno G-D foram
também considerados a presenca de bacilos delicados, pleomOrficos, Gram ldbeis,
Gram negativos cam gramilagOes Gram positivas ou coccbacilos Gram regativos,

As placas de VA e AS eram incubadas a 35°C em ambiente de umidade e F, pela
técnica da lata com vela, sendo chservadas com 48 e 72 horas.

Consideravam-se suspeitas as coldnias pequenas, produtcras de hemdlise difusa e
cujo Gram demonstrava a presenca de bacilos conforme antericrmente descrites. Das
coldnias suspeitas eram realizados testes de catalase e oxidase, além de repique
para verificacio de pureza da amostra e realizagio de testes de fermentacao da
glicose, maltose e amido, utilizando-se como meio base Cystine Trypticase »Agar
(Difoo}. Mo caso do amido a solucdo do carboidrato era feita a frio e adicionada ao
meic base fundido e levemente resfriado, anterior & distribuigdo em tubos e
autoclavacac. O meio pronto era sempre utilizado no prazo de poucas semanas. A
leitura dos carboidratos era feita até 72 horas.

Resultados

G. vaginalis foi isolada de 47 pacientes que correspondem a 48,4% da amostra.
Destas pacientes, 44 (93,6%) apresentavem um quadro de vaginite e/ou cervicite,
conforme diagnostico pelo método Papanicoloau. A flora micrcbiana destas pacientes,
{dados ainda nfo publicados), teve G. vaginalis camo o patogeno mais frequentemente
isolado, enquanto Thiohomonas vaginalis, Candida afbicans e Neisseria gonohcheqe
foram encontrados em 10,3, 7,2 e 1,0% da populacao respect ivamen

A Takela 7 relaciona o isolamento de G. vaginalis isoladamente ou associada a
cutros patdgencs recorhecidos e a ccorréncia de vaginite.

Em 38 (80,9%) dos casos positivos, a 6. vaginalis foi isolada com Gnico
patogeno, engquanto que em 9 (19,18} dos casos positivos G, vaglinalis esteve
associada a T. vaginalis efou C. afbicans,

De 35 (79,5%) das pacientes com vaginits, G. vaginalis foi isoladc cawo {nico
patogenc em potencial.,
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De 79 pacientes da amostya, Fabela 1 - Isolamento de Gardnerelia vaginalis

foram realizadas simil taneamente como patogeno em potencial unico ou associado
trés técnicas diferentes de exame a Trichomonas vaginalis efou Candida albicans
direto: a  fresco, Gramn e e relaczo com presenca ou ausencia de vaginite

Papanicoloau. Correlacionando ©
achado dessas técnicas com 05 da
cultura (Tabela 2}, verificamos Processo inflamatdrio

achado
qle.:i? casos (81,8%) C:!e calturas micxobioldgico Vaginite Musincia de vaginite  Total
positivas foram suspeitas por uma " - Iy - 5
o meis técnicas de exame direto, e e
. vaginalis 3% 78,5 3 100,0 38 88,9
2] casos (10,1%} foram de ¢ vaginati ) ‘
falso-negativos e 14 (17,7%) T. vaglualis efeu 9 20,5 O 9,0 9 19,1
foram falso-positivos, sendo & ¢. atbicans
Total 44 93,6 3 6,4 47  100,0

percentagen total de acerto 72,2,
Houve correlacdo estatisticamente
significativa, P<0,001, entre o
achado das técnicas de exame
direto e o isolamento de G. vaginalis.
Mnalisando-se cada técmica
separadamente (Tabela 3), verificamos que
os metodos de Gram e a fresco, detectaram
o mesmo namero de casos positivos: 26
(59,0%), com 18 (22,8%) falso-negativos,
sendo que © metodo de Gram indicou 9
{11,4%) falso—positivos, resultandc e

Tabelz 2 — Correlagdo do isolamento de
Gardnerella vaginalis e suspeita
diagnéstica por técnicas de exawe
direto realizadas em 79 pacientes da
amostra. (X2 = 14,6, P<0,001)

© Resultados de Cultura

percentagenm total de acerto de 65,8%, m Cul*int:ﬁ Cultutira el

encquanto © exame a fresco acusow 10 \f}"’s %"" hega Za

(12,6) falso-positivos, com  uma : w w8

percentagem total de acerto de 64,6%. pPositivo 36  B1,8 14 40,0 49 62,0
0 método Papanicoloau identificon 23 Megative 8 18,2 21 60,0 30 38,0

(52,3%) casos de culturas positivas sendo Total 44 100,0 35 100,079 100,0

21 {26,6%) falso-negativos € 4 (5,1%)
falso-positivos, oom  uma ' percentager
total de acerto igual a 68,3%.

Na Tabela 4 consideramos Cano aspecto diagndstico apenas a presenca de fenfmeno
G-D, detectado em uma o mais taenicas de exame direto, excluindo o5 Cas05 &m que
essas celulas achavam-se ausentes, Resmo que houvessem cutros indicios da presenca
e G. vaginalis. Este fentmerno esteve presente em 32 (72,7%) dos 44 exames
positivos e ausente &m 12, correspondendo a 17,7% de falso-negativos. Foram 12 os
exames com fencmenc G-D e que deram resultado negativo a cultura, equivalendo a
16,5% de falso-positivos.

Com relagio ao local de isolamento de G. vaginalis verificamos que em duase
100,04 dos casos em que esta foi isolada na vagina, coldnias semelhantes, emn
quantidade camparavel eram tanbém encontradas no cexvix e uretra. A confirmagado por
provas bioquimicas dos achados de cervix e uretra sO foi feita em alguns casos,

Em trés casos © igolamento OCOrreu apenas nO Cervix & em Unice casc sb0 na
uretra.

Discussdo

G. gag,'c.na.&’b foi o patdgeno mais frequentemente isolade rnesta populacdo. Essa
frequéncia de isolamento de G. vagdinalis {48,4%) estd de acordo com outros
pesquisadores camo Golberg & col. {6} gue encontraram wm taxa de isolamento de
22,3%, Palhano Jinior & col. (14) cam 32,7%, Mendel & col. (13) can 51,08 e Amsel &
col. 1) com 51,3%. Percentuais de isolamento mais elevados camo OS conseguidos por
Ison  (3) com 74,0% e Pheifer & col. (15) com 94,0%, podem ser explicados pelo tipo
de ;_Jog.zlagao imjestigada, que se constituin exclusivemente de pacientes com
vaginite inespecifica, da qual nenhum cutro patdgeno foi isolado.



308

Acreditamos que a percentagem Tabela 3 - Correlagio do  isolamento de
por nds encontrada, dentre as Gardnerella vaginalis com os achados das tris
mais altas dagueles que diferentes técnicas de exame direto a fresco,
trabalharam com populagic ndo Gram e Papanicoloau realizadas em 7% pacientes
selecicnada, deveu-se em parte &
elevada percentagem de pacientes
com processe inflamatSrio tipico
{85,6%). A mossoc ver deveu-se i )
também 3 utilizaclo de um meio — TECnieA de exme direto positiva Cultura negativa
de cultura adequado como o Agar w ? i ks
Vaginalis que facilita o A fresco

Resiltado da cultura

3 6,8 5 14,3
isolamento € reconhecimento da Gram 6 13,8 3 8,6
: . = : Papanicoloau 1 2,3 0 0,0
G.  vaginalis., Além Jdisso o A fresco o Gram 4 57 3 - 57
prolongamento do periode de Gram e Papanicoloan 3 5,8 7 2.8
incubagdo até 72 horas por nds A fresco e Papanicolcau 6 13,6 9 0,0
s e e : A fresco Gram e Papanicoloau 13 29,5 3 8,6
utilizado, ao invés das 48 horas  j fresoe Grem o Papa 8 B2 N 60,0
eccnizadas por Greerwood & Total 44 00,0 35 100,0
pr .
Pickett {7}, melhorava ainda
mais o] recanhecimento,
aumentando o tamanho colonial e - )
a nitidez da hemdlise. Ji o Tabela 4 -~ Correlagcio do igolamento de
crescimento em Agar Sangue Gardnerella vaginalis cem o achado de fenomeno
embora  ocorresse, era de Gardner-Dukes pelas trés técnicas diferentes de
colénias diminutas, de Qificil exame direto realizadas em 79 pacientes
visualizacdo e isclamento, mesmo
can 72 horas de incubacgo.
O nac isolamento d&e G, Resultado da cultura
vaginalis em  estudos de mecnica de exame direto
- . Quitura positiva Cultura negativa
microflora vaginal comw o de w0 % w %
Haman {9} ou uma percentagem
bem pequena de isclamento, 2,9 a &;ﬁm g 2.2 g 1;;
5,8% camo o relatado por Zuin &  paanicoloay 3 6.8 o 0,0
wl. (20), poderia ser explicado A fresco e Gra.ml 4 9,1 1 2,8
R 4 tude Gram e Papanicoloau 1 2,3 1 2,8
pela nao inclusdo nesses SSTICOS 2 fresco & Papanieoloau 8 18,2 0 0.0
ge um meio de cultura especifico rsen oo Papanicolom 11 25,0 3 8,6
para G. vaginalis. Relatos de um Nerhuma das téenicas 12 27,3 22 62,9
percentual de isclamento mais Total 4 100,0 35 100,0

baixo cow o de Rocha & col,

(17} em que mais de um meio de

isolamentoc especifico de G.

vaginalis foi utilizado nio podem ser facilmente explicados, ndo podemos entretanto
esquecer a possivel interferéncia nos resultados de prevaléncia, de fatores camo a
raca, a promiscuidade sexual (5), a idade, a situacdo sBcio-econfmica (12) e o uvso
de contraceptivo oral,

20 avaliarmos a importancia das diferentes técnicas de exame direto utilizadas,
no  diagnéstico presuntivo de 6. vaginilis, embora tenha havido pouca diferenca, a
técnica de Papanicoloan apresentoa a menor percentagem de erro, 30,4%, devido
principalmente ao nimero reduzido de falso-positivos.

Com relagao ao fenfmenc G-D isoladamente, em rosso estud, a percentagem de
correlacdo de encontro deste com uma cultura positiva foi de 72,7%. Essa relacao
tem variado em diferentes investigacGes. Levinson (11) encontrou essa relagao em
23,5% da populacdoc estudada, coam 23,0% de falso-positivos. Smith (18) relata o
fenftmeno G-D em 25,0% de falso-positivos, Amsel (1) encontros uma relacdo de 38,0%,
enquanto Smith (19) an cotro artigo, relata 44,0% gde correlacdo, sendo 27,0%
falso-positivos; a percentagem total de erro rela‘l:ada~ pox Smith foi de 36,5%

an pacientes com culturas positivas ou presentes em casos de culturas negativas.
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exame direto e da cultura positiva: preésenca da bactéria no exame em pequena
quantidade (1), erro técnico, falta de experiéncia com o metode  {19), dificuldade
de isolamento de algumas cepas devide a caracteristicas de anaercbiose efou a
ratureza fastidicsa & organismo (10, 18}, tem sido apontados por alguns autores,
com o8 guais concordanes.

Na casuistica por nds estudada, os trés casos em que as técnicas de exame direto
eram similtaneamente sugestivas da presenga de G. vaginalis e que tiveram resultado
negativo & cultura, @ interessante ressaltar que das trés amostras em questdo, fol
isolada uma bactéria, cujas caracteristicas coloniais e wmorfotintoriais eram
semelhantes & G. vaginaldis, mas oujos resuitados do teste de amido, um dos
critérios utilizados na identificacdo da mesma, foram regativos. Nao foi possivel
repetir o teste para confirmacio do resultado devido & perda de viabilidade das
amostras.

Felos nossos dados acreditamos que G. vaginafis seja um inportante agente de
vaginite para a populacao de baixa renda por nds estudada e mesmo sem os dados para
a populacdo geral na cidade de Salvador, achamos importante incentivar os
1aboratorios ciinices a usar as trés técnicas de exame direto: a fresco, Gram €
papanicoloau para o diagnostico de G. vaginalis, em sabstitnicac a uma {tnica l1amina
corada pela técnica de Papanicoloau, frequentemente utilizada pelos laboratdrios em
nosso meio, onde a situagdo soci Gmica preciria obriga a um drastico corte no
custo dos exames laboratoriais. O uso concomitante destas trés técnicas de exame
direto onera muito pouco o GlagnOstico e aumenta em muito a sua eficiencia. Na
nosea amostra houve uma elevac@io de 52,3% para 81,8% dos casps suspeitos em exare
direto e confirmado pela cultura, quande do enprego das trés técnicas
similtaneamente, em cOparagac Can O Uso exclusivo da técnica de Papanicoloau. A
percentagem total de errc fol inferior a 30,0%.

para que a eficiéneia diagndstica aumente, acreditamos necessario um programa  de
trejnamento técnico que atinja os varios lasboratdrios clinicos, para que esses
aumentem sua eficigncia no reconhecimento de G.- vaginalis e do fendmeno GD, tanto
no exame a fresco, como no corado pelos métodos de Gram e Papanicoloail.

Sempre que a cultura for possivel, o meio de Agar Vaginalis substitui  com
vantagem o meio de Agar Sangue, que junto cam O meio de Thayer Martin constituiriam
o esquema ideal de cultivo de secrecac cervical e vaginal.
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Resumo

Amostras de Versinia entervcolitica foram capazes de sobreviver
em diversas colecdes aguaticas por periodos de até 30 dias. Os
reseltados destes experimentos, realizados "ia vitre", sugerem
que redutos aguiticos possam atuar na perpetuacio de Vensinia en-
fernocofitica em ambientes naturais, além de servir como fonte de

infecgio paera humanos e snimais.

Surary

Suwvival of Yensinia enterocolitica in  different experimentol
aquatic systems .

Strains of Yersinia enterocolifica were able to survive in diffe~
rent aquatic collections for up to 30 days. The results of these
experiments, performed "in vitro", suggest that water resources
could act in the perpetuation of Yensinda enterccolitica in natu-
ral environments, besides serving as source of infection for hu-
man and animals.

Introducao

Diversos estudos tém demonstrado que infecgbes humanas causadas por Yensinda
entenocolitica, sio essencialmente transmitidas pelo consumo de alimentos de origem
animal (carme, leite, ostras), vegetal e de agua, Dessas varidveis, o anbiente
aquitico tem mostrado um relevante papel na epidemiologia dessas infeccdes, em
virtude de abrigar espacies de Versdnia. A possibilidade dos anbientes acuaticos
servirem de reservatdrios desses microorganismos e, por consequinte, de permitirem
a sobrevivéncia dos mesmos nesses “habitats”, assume em seu aspecto epidemiologico,
consideravel importincia (3, 7, &, 10, 11).

O presente estudo teve por cbjetivo determinar a capacidade de schrevivéncia de
amostras de Y, enterocolitica, de origem humana e ambiental, em sistemas aguaticos
experimentais, visando avaliar a potencialidade dos reservatorics aquaticos, ©cawo

fonte de infecciio ou perpetuacdo da espécie, no biociclo das Suas.

Material e Metodos

Amostnas de Vensinia enterocolitica ensadadas - VY. enterocolitica sorctipo 0:5,
fnstituto Pasteur (IP) amostras 124 (Amostra Padrdo); VY. entenocolitica sorokipo
0:5, isolada de &gua de rio poluido; V. gmacom sorotipo 0:16 {biotipc 2),

fev. Microbiol., SSo Paulo, 18(4):311-317, Cut./Dez. 1987.



312

isolada de &agua de estuario poluido: V. enterocolitica sorotipo 0:10 [K,] isolada
de agua de cdrrego limpo.

Sistemas aquaticos de sobrevivéncia - Agua do mar limpa, colhida na Barra da Tijuca
(RT); agua de odrrego limpo, procedente da Flaresta Nacional da Tijuca (RJ}; agua
de estuario poluido, colhida na Itha do Fundio (RJ) ; agua de rio poluido, colhida
ro Alto da Boa Vista (RJ); controle para crescimento endogeno em  salina

(PBS) H 7,4 e (,154; controle de schrevivéncia na salinidade marinha, em NaCl
3,58,

As amostras de agua foram coletadas em frascos esterelizados, presos pelo gargalo
por um barbante de cerca de um metro, sendo transportadas ao laboratfric em banho
de gelo. As amostras foram passadas através de filtros de papel e filtros
esterilizantes Seitz, sendo mantidas scb refrigeracio até o momento da execucidc da
experiéncia. Foram feitcs testes de esterilidade apos as filtragens, em caldo
infuso de cérebro e coracio (BHI-Merck). ‘

Preparo do indeulo - As amostras de V. enterocolitica foram cultivadas em 3ml de
caldo BHI dQurante 24 horas a 25°C,

As culturas resultantes foram centrifugadas a 12.100g por 20 mimitos, lavadas
duas wezes com salina tamponada esterilizada e padronizadas para 130 U.K., com
filtro verde (540mu) em fotocolorimetro Klett Summerson, de modo a se obter
suspensCes  com densidade em torno de 10° unidades formadoras de coldnias {UFC) por
mililitro. :

Os caleulos das UFC foram dbtidos através d&e contagens realizadas em placas
cartendo BHI adicionando de 2% de dgar, a partir de diluicdes da suspensia
bacteriana.

Testes de sobrevivineiz - as experi@neiss de scbrevivincia foram  montadas
distribuindo-se separadamente, - em tubos esterilizados, aliquotas de 8ml dos seis
sistemas agquaticos. A cada sistema foi adicionado 2ml da diluigdo 107 de cada
suspens@o de Y. enferccolitica: Os tubos contendo e5sa mistura foram incubades a
25°C. Foram feitas cantagens de células vidveis através de plaqueamento em BHT
adicicnando de 2% de dgar, em duplicata, a partir dos sistemas e/ou das diluicdes
107t até 10™%, no tempo zerc (mamento da adicac da suspensdo bacteriana ao sistema)
e, em intervalos de 24 horas, durante treze dias consecutivos e, finalmente, no
trigésine dia de incubacio.

As placas, apds semeadura, foram incubadas a 2500 por 48 horas. Foram contados os
nimercs de coldnias e realizados os calculos do nimero de amostras de V.
enterocolifica  schreviventes, Os controles de mreza das coldnias de V.
entenceolitica foram obtidos por meio de provas bioquimicas presuntivas (13, 14).
Resultados

As Figuras 1, 2, 3, 4, 5 e 6 mostram as curvas de scbrevivéncia e/ou crescimento
de cada um das amostras de V. enferccolition testadas. O controle em salina
tampenada (Figura 1) assegurou a manutencao das amostras duwrante os trinta dias
estudados. No contzole a 3,52 de cloreto de sodio {Figura 2} foi chservado um
declinio acentuado, e progressivo, do nimero de células vidveis desds as primeiras
24 horas, estendendo-se durante todo o periodo da experiéneia, até a
impossibilidade de deteccdo de células viavedis. T camportarente diferenciado foi
hotado para a amostra de V. enferccolitica sorotipe 0:5, isclada de rio poiuido,
que apds uma queda nas contagens de viaveis, foi capaz de sustentar um Crescimento
exponencial, ate o dicimo terceiro dia de incubacao. Transcorrido esse periods
detectou-se a quase perda da viabilidade da amostra,

Os sistemas de &gua doce (cBrrego e rio) pemmitivam a scbrevivéncia das amostras
de V. enterccolitica durante todo o experimento realizado (Figuras 3 e 4).

O comportamento chservado para as quatro amostras de V. enterscolitica nas Aaguas
de estudrio poluido {Figura 5), foi tipicamente de crescimento, durante os treze
dias iniciais de incubagio chservando-se, ao final do experimento, contagens
proximas ao indculo inicial.
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Figura 1 e 2 ~ Sobrevivéacia em salina tamponada (PBS pH 7,8) e em

solucde de 3,57 de NaCl.

Simbolos: (A) = Amostra padrio de Versinia enterccolitica sorotipo 0:5
Instituto Pasteur (IP) 124; (0) = Amostra de VYernsdnia enterocolitica
sorotipo 0:5 isolada de dgua de ric poluido; (A) = Amostra de Vensinia
enteroeolitica sorotipo 0:6 isclada de agua de estuario poluide; (@ =
Amostra de Yersinia enterccolditica sorotipo 0:10 [Ky] isolada de agua
de corrego limpo.
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Fm Aguas marinhas, apenas a amostra pertencente ao sorotipo 0:10 [Ky] apresentou
um declinio acentuado, apds um crescimento efetivo até o oitavo dia de incubagdo,
culminando con a ausdneia de contagens de vidveis no témino do periodo ensaiado.
2s demais amostras foram capazes de scbyeviver por todo o periodo estudado (Figura
6). ’
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Figura 3 e 4 - Sobrevivéncia em dgua de corrego limpo e em dgua de rio
poluido.

Simbolos: (A) = Amostra padrdo de Vewsdinia enterocolifica sorotipo 0:5
Instituto Pasteur (IP)} 124; (0} = Amostra de Versdnia enfernpcolitica
sorotipo 0:5 isclada de agua de tio poluido; (A) = Amostra de Veasinia
enterocolitica sorotipc 0:16 isolada de dgua de estudrio poluide; &)
= Amostra de Yensinia enferocolifica sorotipe 0:10 [K{] idsolada de
agua de corrego limpo.

g\ FIGURA S  SISTEMA AQUETICO - AGUA DE CORREGO (PAULO E VIRGINIA}
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Discussac

A presente investigacdo avaliou o papel do anbiente aguitico cam provavel
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mantenedor de amostras de V. enferccolitica de origem ambiental {4} e humana
(amostra padrao IP-124).

o controle em salina tamponada (Figura 1), assegurou a manuiencao das amostras
durante os trinta dias estudados, sendo este comportarento esperado, em funcio da
salina tamponada ser oomumente empregada camo meic de enriquecimento para o©
isolamento de Versinia sp. a partir de fezes humanas e animais (2, 6, 15).

O controle a 3,5% de cloreto de s&dic (Figura 2), teve por objetivo detexminar a
capacidade de scorevivéncia das amostras em concentracbes idnicas compativeis as
encontradas em aguas marinhas, associada a uma possivel infludncia desfavoravel de
uma escassez nuatritiva. EBste sistema mostraa, oomo esperado, ume acentuada €
progressiva perda da viabilidade entre as amostras estudadas sendo, entretanto,
notado um canportamento diferente para a awostra isolada de rio poluido (Y.
entengcobitica sorotipo 0:5) que foi capaz de sobreviver e crescer quando  as
contagens da populacio bacteriana cairam em cerca de 50%.

Estudos realizados por Mc Feters & Stuart {11} em aguas de rio artificiais,
demonstraram resultados superiores das taxas de scbrevivéncia quando os sistemas
foram realizados com agua destilada deionizada, ao invés de apenas destilada. Os
autores sugeriram que algumas substdncias tOxicas presentes na dgua destilada foram
removidas quando a mesma foi deionizada. No presente trabalho, esta explicacéo
poderia ser discutida, posto que, fol utilizada apenas dgua destilada para a
dissolucio do cloreto de s&dio a 3,5%. Pode-se ainda camentar que, associada a
estas substincias toxicas estariam outros fatores, camo a diferenca de pressao
osmdtica e a influéncia adversa da escassez nutritiva na agua, vinde a afetar a
sobrevivencia de microorganismos em sistemas hidricos (5).

Como relatado anteriormente, uma Gnica amostra fol capaz de sobreviver e crescer
no cantrole a 3,5% de NaCl. Este comportamento poderia ser explicado pela produgao,
por parte das Dbactérias vidveis, de enzimas capazes de degradar os detritos
celulares das bactérias que sofreram autblise, pemmitindo assim estender suas
sobrevivéncias sem afetar a viabilidade das mesmas, durante oS iniciais treze dias
de incubagdo reste sistema.

As amostras mantidas por 30 dias em Agua doce (cOrrego limpo e rio poluido) ,
respectivamente, Figquras 3 e 4, mostraram um crescimento mais efetivo em dguas
poluidas, denctando-se, as favoraveis condicbes nutricionais que esta qualidade de
Zgua oferecen ao crescimento das amostras. Resultados semelhantes foram tambem
encantrados por Hendricks (7), o que possibilita sugerir que a presenca de matéria
orgdnica nas aguas, origindrias de desejos humanos "in na *, terha contribuido
para a determinacdo do comportamentc cbservado entre as amostras egtudadas. A
anostra padrio apresentou contagens superiores, em ambos oS sistemas, diferindo das
demais pela possibilidade da existéncia de um suprimento endogerno refletindo,
provavelmente, o fato ge ter sido mantida estocada, por longos geriodos, em meios
ricos. Cabe ainda camentar que amostras de Y. enfeavcolifica de origem ambiental,
foram capazes de sobreviver e proliferar em aquas destiladas esteterilizada,
durante 9 dJias, tanto a 4, 25 e 379C (8), o que de certo modo, justificaria os
resultados rotados, e até esperados entre as amostras mantidas em aguas de cdrrego.

A salinidade -marinha, pode influenciar adversamente na schrevivéncia de
bactérias, devido a um efeito osmotico generalizado ou a uma toxicidade iBnica
especifica {1). A incapacidade de crescimento em fguas marinhas e em aguas de
estuirio "in natura" e/ou esterilizada foi cbservado entre armostras entéricas de
origem ambiental e clinica (3, 9), além de outros microorganismos patogeénicos (19).
Resultados diferentes foram encontrados no presente tyasbalho, tendo-se evidenciado
a viabilidade das amostras de V. enterocolitica, em &guas de estuario e marinha
{Figuras 5 e 6). Alguns autores (1, 6, 9) propuseram Qque a presenca de matéria
organica no ambiente marinho poderia pramover alguma protecdo contra o "stress”
osmbtico, vindo deste rodo diminuir os efeitos da salinidade sobre as arostras
estudadas. Portanto, tal suprimento nutritive poderia ter proporcionado a
sobrevivéncia de amostras de Y. entewcolitica ensaiadas neste trabalho. Estes
resultados quando comparados com aqueles de salinidade artificial (3,5% NaCl) viem
validar os efeitos favoraveis atribuidos a presenca de matéria orgdnica em Aaguas
marinhas.

Cabe ainda comentar que os testes de sobrevivéncia foram realizados "in vitro®,
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Figura 5 e 6 ~ Sobrevivencia em agua de estudrio e em agua do mar.
Simbolos: (A) = Amostra padrio de Yersimia enterceofifica sorotipo 0:5
Instituto Pasteur (IP) 124; {0) Amostra de Yersinia enterccolitica
sorotipe 0:5 isolada de agua de rio poluldo- () Amostra de Yers.inia
enterceolitica sorotipo 0:16 isolada de &gua de estuario poluido; (x3)
Aimostra de Yensinin enterocolitica sorotipo 0:10 [k 1 isolada de agua
de cdrrego limpo.
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utilizando-se agquas filtradas. A551m nao foram considerados fatores flSlco—qulmlcos
e biclogicos isolados ou 1nter—relac1onados, 1nclu1ndo—se, ai, a radiacdo solar, a
temperatura, a press3o csmotica, a canpeticdo microbiana por nutrientes, a acfo de
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micro-predadores, a ¢30 de antibidticos ocu outras substincias toxicas e a
presenca de bacteridfagos (1, 6), que poderiam afetar, desfavoravelmente, a
ecbrevivenvia "in situ" de Versdinda sp., em ambientes aquaticos.

Diante dos resultados cbtidos neste estuds, pode-se considerar que a capacidade
cbservada entre as amostras de VY. enterocolitica de scbreviver efou crescer "in
vitro® em ambientes aquiticos assegura a atuagao da dgua canwo reservatlOrio da
espécie, podendo assim, servir como fonte de infecgdc ou perpetuacao desses
microorganismos, no biociclo das &guas.
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Resumo

As Aguas de recreacao desempenham importante papel na dissemina-
gao de infeccdes entre seus usuarios. Em 108 amostras de aguas de
recreagaoc (72 de piscinas e 36 de lagos com praias) pesquisa-
ram-se Salmonella, Shigella, Yensinia, E. coli entercpatogénica
classica e E. cobfdl entercinvasora; determinou-se o NMP do coliw
formes fecais e de E. cold; realizaram-se contagens de microrga-
nismos heterotyoficos e de estreptococos fecais. Nao foram isola—
das Shigella, Yensinia e E. cold enteroinvasora. Observaram-se
reagbes positivas para todos os outros microrganismos ou grupos
de microrganismos, em proporgdes variiveis. Conclui-se pelo peri-
go potencial que estas Aguas representam para o8 banhistas que as
utilizam.

Summary

Indicators microonganisms and enterophatogens in necreational wa-
fens '

Recreational water can be an important vehicle of infections., A
microbiological examination was carried out on 108 samples of
recreational water. Seventy—two of then were from swimming pools
and 36 were from bathing beaches of inland lakes. The following
Lests were made: presence or absence of Salmonefla, Shigetla,
Yersinda, classic enterophatogenic E. cofi and invasive E. cobd;
verification of the Most Probable Number (MPN) of fecal coliforms
and: E. eofd; counts of heterotrophic bacteria and fecal strepto-
coccus. All samples were negative for Shigeflfa, Versinia and in—
vasive E. cofi. For all other microorganisms or groups of mi-
croorganisms were observed positive reactions in varying propor-

Rev. Microbicl., Sio Paulo, 18{4):318-323, Out./Dez. 1987.



319

tions. It was concluded that these waters can be a potential
health hazard for their users.

Introdugdo

As Agquas de recreacdo podem estar contaminadas por individuos doentes que
eliminam nestas locais grande guantidade de microrganismos patogenicos, por animais
que podem dbrigar patdgenos e também por portadares sadios, levando assim a surtos
cu casos isolados de infecgdo (14).

Enire oS testes utilizados paya avaliar & qualidade bacteriolégica de aguas de
recreagan, ©s mais ocomns sdo agqueles que indicam poluigdo fecal, cawo a
determinacio de coliformes fecais, de E. coli e de estreptococos fecais (1, 9). E
de grande importdncia a correlagdo entre © nimexo de coliformes fecals e de
estreptococos fecais no estabelecimente da origem da contaminacio fecal, isto &, se
tmana oz de animal (1) . :

2s Aquas de yecreacdo ndo devem conter patdgencs  intestinais camo Satmonelia,
Shigefla, E. cofd enteropatogeénica classica, E. cofi enteroinvascra, E. cofl
enterotoxigénica ou Yeasinda enfenceolitica. :

Tnram realizados alguns estudos sobre agquas de piscinas no Brasil, enfccando
aspectos diversos (8, 11, 13) e um estudo bastante extenso scbre poluigdo de praias
do litoral paulista {12}.

0 cbjetivo da presente pesquisa fol realizar um estudo bacterioldgico em
diferentes tipos de agua doce, de recreacaoc. Em todas as aguas foram realizadas as
seguintes andlises: contagem padrdo em placas de microrganismes heterotroficos;
contagem de estreptococos fecais; determinacio do Nimero Mais Provavel (WP} de
coliformes fecais e de E. cofl; presenca de Salmonella, Shigella, E. coll
enteropatogénica classica, E. coli enteroinvasora e de Yensdiala.

Material e Matodos

1 - Haternial analisado - 108 amostras de aguas de piscinas e de lages artificiais
com praias, assim distribuidas: 72 de piscinas de 6 @iferentes clubes, sendo cinco
de piscinas can sistema de Filtracio e tratamento quimico e uma piscina com

trataments quimico e sem sistema de filtragio; 36 amostras de &guas de lagos
artificiais.

1.1. - Amostnagem - De cada um desses locais coletou-se 1 amostra mensal, num total
de 12, ro periodo compreendido entre novembro de 1984 a cutubro de 1985.

s ampstras foram coletadas nas dreas e nos nmomentos de maicr densidade de
barhistas, cooo finais de semana e feriados.

Para Aguas de piscina com tratamento quimico utilizaram-se frascos estéreis
contendo ticssuifato de s&dic na concentragao final de 100mg/l para neutralizar O
cloro residual.-

As ampstras eram coletadas 30cm abaixo da superficie da dgua e imediatamente
transportadas ao lsboratdric onde eram mantidas refrigeradas ate o inicio das
analises (periodo que vario: de 2 a 6 horas).

1.2, - Prepang das amosinas - Antes de serem analisadas, as amostras eram agitadas
vigorosamente para perfeita homogeneizagao.,

Para a contagem padrdo em placas, realizavam-se diluicdes em &gua destilada
tamponada estéril na ordem de 10 (107 a 10%).

Para a contagem de estreptococos fecais, foram filtradas através de membranas com
poros de ¢,45um e 47 de disdmetro, quantidades de dgua suficientes para que as
bactérias retidas dessem origem apds incubacio, a um nimero entre 30 e 80 coldnias
por membrana (cerca de 50ml para agua de lago e 100ml para agua de piscina) .

Para pesquisa de Salmonella, Shigelfla, E. coli entercpatogénica c¢lassica, E. coldi
enteroinvasora e Yersinia, foram filtrados 8 litros de agua através de menbrana
filtrante estéril com poros de 0,45mm e difmetre de 293mu, que a seguir era
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fragmentada assepticamente de modo Qe metade era utilizada na pesquisa de
Shigelta, E. coli e Yensinia, e a cutra metade na pesquisa de Salmonella.

Na determinaciio do NP de coliformes fecais e de F. cofi utilizaram-se amostras
de dgua ndo diluidas.

Z - Procedimento dos exames - 2.1, _ Contagem padrac em placas de onganismos
hetenotnoficos, realizada em duplicata, utilizando-se Agar Padrdo (1) - Semeou—se
tml de agua pura e ml das diluicoes 1072, 102 e 10-2.

2.2. - Contagem de estreptococos fecais (1) - A membrana era transferida para placa
contendo o meic de Agar KF apbs filtragio da agua, e incubada a 35%C durante 48
horas. As coldnias suspeitas erem contadas e confirmadas através dos testes da
catalase, crescimento em Calds de Cérebro - Coracao {BHI) a 45°C e em caldo bileado
a 35eC,

2.3. - Determinagdo do NMP de colifonmes fecais e de E, cold - Utilizou-se o método
dos tubos midltiplos {1) com 3 séries de § tubos, semeados com 10, 1 e 0,1ml de
&dgua. Para o teste presuntivo utilizou-se caldo lauril triptose e o caldo RO para
coliformes fecais. A confirmacdio de E. cofd foi realizada ror semeadura em Agar BB
Seguida de identificacio bioguimica (5).

2.4. - Pesquisa de Sabmonella - 1/4 da mewbrana filtrante era hamgeneizada em 50mi
de Caldo Petraticnatc de Kauffmamn e 1 /4 e 50ml de Caldo Selenito. Os caldos eram
incubados durante 24 horas sendo o Caldo Tetrationato a 379C e Caldo Selenito a
429C.

Utilizaram-se como meios de isolamento o Egar Verde Brilhante e o Bgar SS.

As coldnias suspeitas eram a sequir identificadas bioquimica e sorologicamente
{5}, A tipagem sorolégica completa fol realizada no Institutc Adolfo Iutz de Sio
Paulo.

2.5. - Pesquisa de Shigella, E. cofi entersinvasona, E. coli enteropatogénica
classica e VYensinia - Métade Ga membrana filtrante era homogeneizada em 100ml de
Agua Peptonada a 1% e a mistura incubada a 250C durante 24 horas, A partir do
homogeneizado semeava-se 1 alcada am placa de &gar MacCorkey e de agar 53, que eram
incabados  a 379C por 24-48 horas., Esse hamogenei zado contimava incubado a 4°C até
um maxino de 21 dias para pesquisa de Versinia,

Tanto as ooldnias lactose negativas como as lactose positivas foram submetidas 3
identificacdo bioguimica e soroldgica para Shigella e para £. cofi entercinvasora e
entercpatogénica classica (16, 17, 18). Esse mesmo esquema  de identificacdo
bioquimica e soroldégica utilizado para E. cold isolada nessa fase, foi utilizado
para as coldnias iscladas & partir do Caldo EC.

Para a pesquisa de Yersdnig utilizou-se o homogeneizado da Agua Peptonada com o
fragmento da membrana, incubado durante 21 dias a 49C. Semanalmente saneava-se umna
algada em placa de Agar McConkey que era incubada a 25%C por 24-48 horas., As
colénias suspeitas foram submetidas & identificagdo biogquimica, sorolégica e
fagotipagem usuais (2, 7).

Resultados e Discussio

Néo foram isoladas Shigefla, E. cofi entercinvasora e Yersinla em qualquer das
grostras examinadas.

Cs resultados das contagens de organismos heterotroficos, estreptococos fecais e
os NMP de coliformes fecais e de F. cofi s3o apresentados na Tabela 1. A Tabela 2
spresenta a amplitude de variagio minima e maxima dos nimeros dessas contagens.

Existe na legislagdo brasileira um resolucdc  (4) que classifica as aquas de
balneabilidade em propria oo impropria, de acordo com o nimero de coliformes fecais
ou de coliformes totais em wm conjunto de 5 amostras de &gua chtidas no mesmo local
em cada uma das 5 semanas antericres. Como o objetivo desse trabalho era uma
verificacao mais ampla das condicdes sanitarias de diferentes dquas de recreacio,
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Tabela t — Variacdo dos ndmeros de bactérias heterotroficas,  estreptococos
fecals, coliformes fecais e E. coli em dguas de recreagao.
Simbolos: *UFC = Unidades formadoras de colonias.,

\ariacis do nimerc de bactérias/indicadores

Matureza W de -
da arostyas Bactéria/grupo <1 110 0100 10100 10%0T 10800 10%-10°

amestra  examinadas indicador

N 3 N i N P W 5 N2 N % Ne %

Heterotréficas (UFC*/tl) 3 a2 - - 2 37,5 13 18,111 15,2 3 6% 13 181

S d= Estrer. kecais (UFC*/100mi} 47 63,3 13 @,1 13 35,3 1 O T - -
sl 72 Celif. fecais @RE/I0GRL) S8 BO.E 12 16,7 1 14 1 L4 - - - - v -
pasc £, eofi (wMp/100ml} 5% 81,8 12 16,7 - - 1 14 - = - - - -
Heterotroficas {(UPCH/ml) .~ -4 . - - 2 5614 389 18 30,0 2 568

S e Eatncy. joeis WFCR/100cl) 3 3 11 30,6 4 38,9 § 22,27 - - . - - -
5 36 Lolif. fecais {N/100m) 1 208 3 8,3 ¢ 556 8 2,2 4 L1 - - = =
3 83 10 208 13 36,1 B 22,2 2 56 - - - =

lage E. noli- {2P/106mL)

Tabela 2 - Contagen ﬁadréo de heterotréficos e NMP de coliformes fecais e
de Escherichio cofi segundo a amplitude de variacio, de amostras de dgua de
recreagao.

Simbolos: *UPC = Unidades formadoras de colonias.

Contagem padrio de heterotrbficos Colifamres fecais Eschenichia cold
N de -
Aguas amostras *UFC/ 1ml e/ 15081 xp/ 100k
: . o .5 - - ot

piscina 1 12 <3,0 x 10 4,4 x 16° 0 2,0 0 0
Piscina 2 12 0 1,1 x 108 0 2,0 ] 2,0
Piscina 3 12 <3,0 x 10 »3,0 x 10% . 0 0 ¢ [+
piscina 4 12 <3,0 % 10 6,3 x 10° o .Tx 00 1,7 % 10°
. Piscima 3 12 3,1x10 1,8 x 10° 2,0 8,0 2,6 8,0
piscina 6 12 ¢ »3,0 x 10° 0 7,0 0 2,0
Lago 1 12 3,3 x 107 2,5 x 10° 0 7,0 x 10 ] 2,2 x 10
lago 2 12 1,6 x 16° 6,0 x 18° 2 22,4 x 10° 2 1,6 x 10°
Lago 3 12 2,0 % 1W° 1,3 % 10° 1,3 % 10 22,4 x 10° 3 5,4 x 102

ndo foram realizadas as coletas de maneira 2 poder-se enquadrd-las na classificacdo
acima referida.

Também existe uma legislacBo do antige Estado da Gaanabara (15) emn relacdo 3
gualidade bacteriolégica de agua de piscina que fdiz: "cada amostra serd constituida
de 5 porgoes de 10ml exigindo-se, no minimo, gue 80% de 5 ou mais amostras
consequtivas apresentem auséncia de germes do grURO colifarme nas 5 porcdes de 10mi
que constitui cada uma  delas; a contagem em placas devera apresentar nimerc
inferior a 200 coldnias por ml, em 80% de 5 ou mais amostxas consecutivas” .

Sequndo Muller (14) a agua de piscina deve ter a qualidade da &jua pothvel scb @
ponto de vista bacterioldgico; isto significa que E. cofi deve estar ausente em
100wl de &gua e que na contagem padréo em placas, © nimero de colfnias deve estar
sbaixo de 100 por mililitro de 3qua. Analisando os resultados da Tabela 1,
verifica-se que 18,1% das amostras de dguas de piscinas apresentavam E. cofi em
100ml e que en 58,3% delas as contagens de heterotrdficos eram superiores a 100
células por mililitro, tomando-as portanto inadequadas ao uso. ‘ ‘

Ainda sequndo Miller (14} dgua de praia para sSer considerada cano altamente
satisfatdria deve apresentar contagem de E. cofd inferior a 100 células por 100
mililitros e para ser considerada como aceitivel nao deve apresentar E, coli em
pontagem superior a _1.000 células por 100ml de &yua; das anostras de agua, 27,7%
possuiam mais de 100 clulas/100ml e 5,5% apresentavam contagens superiores ‘aguelas
que as classificam cawo dgua aceitavel.

Eara.p:smnassimadasaoar.livreecnnsequentamnte para . aguas de praia, 2
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Tabela 3 - Enteropatdgenos isolados das 108
amostras de agua e sua relagdo com coliformes
fecais e E. cofi] :

Simbolos: AL*'= Agua de Lago; #*%A? = Agua de
Piscina.

NO da Miero Mais Provavel/100ml

- Material
Patigeno N
eXMINAdO AOSEEE  )ieores fecals  E. ol
S, fus R 34 112 49 22
$. cranienbung AL 103 1y 350 350
E. cofl 0:26 AL* 16 13Za 22,400 34
E. col{ 0:26 AL* 19 LIa ?2.400 280
E. eufd 0:26 Ap*x 53 Pla 2 2
E. cofi 0:55 ALY 61 129 33 4
E. cofi 0:126 AL* 103 LIIa 350 350
E. cofi 0:127 AL* 94 Lla 540 350
E. cofd 0:127 Pt 97 LIb 920 540
E. cold 0:127 AL* 24 Pla 2 2
E. cufd 0:128 AL* 16 Liib r2.400 34
E. cof{ D:128 AL* 28 Lie 920 180
E. cofd D:128 AL* 37 LIlYa T 70
E. cofc 01128 AL* 100 L14 2 L<2
E. colc G:128 BL* W07 LId 140 17
E. culi 0:128 Af* 112 LIa 22 22

contagem de celiformes fecais, se constitui no principal indicador de contaminagio
fecal por amimais domésticos, roedores e por materiais traszidos pelas chuvas (1).
Sequndo estudo realizado por Geldrich & col. {10} as &guas de chuva contém
quantidades aprecifveis de coliformes e estreptococos fecais, bem como diferentes
sorotipos de Salmenellfa.

Os enteropatdgencs isolados nas diferentes amostras de &gua e sua relagaoc cam o
WP de coliformes fecais e E. coli sfo apresentados na Tabela 3.

A Tabela 3 mostra que foram isoladas duas amostras de Safmoreffa de aguas de lago.
Estes isolamentos ocorreram apbs enriquecimento, sendo uma cepa isolada a partir do
Caldo de Tetrationato de Kauffmann e qutra a partir de Caldo Selenito. Confirma-se
mais wme wvez a importancia do enprego de mais de um medo para enriquecimento de
Safmonetla, fato conprovado apteriormente no isolamento & microrganismo a partir
de fezes (6). Os dados relativos ao isolamento de Safmonelfa foram obtidos com a
metodologia descrita. Talvez o nimero de cepas de Salmonefla isoladas fosse maier
se o periodo de incubacdo dos caldos de enriguecimento tivesse sido estendido para
5 dias. . .

Foram isoladas 14 amostras de E. cofd do grupo enteropatogénica clissica (EPEC).
E interessante ressaltar que 12 dessas 14 amostras, foram iscladas a partir de
placas de Agar EMB semeadas com Caldo EC, utilizados na determinacgo do NMP de
coliformes fecais e de E. cofi; apenas 2 amostras de EPEC foram caracterizadas apds
filtragdc da &gua rpor membrana filtrante. A maioria das amostras de EPEC (85, 7%)
foram iscladas de guas de lago sendo apenas 14,3% isoladas de dguas de piscina.

Verificou-se também o isolamento a partir de &qua de lago, de uma cepa de E. ooli
enteroinvasora, através de testes bioquimico e de aglutinacdo em 1&mina e tubo, mas
que gpresentou teste de Séreny negativo. Esta amostra nao  foi camputada nos
resultados gerais, mas serd estudada mais detalhadamerte para perfeita
caracterizagao. '

Analisando-se & Tabela 3, verifica-se que ndo houve relacdo em todos oS casos,
entre a carga de coliformes fecais e E, 00l com a presenca de enteropatdgencs.
Estes dados confirmam cbservagdo de Bonilha (3) quando estudando enteropatogenos
isolados de agua de irrigagio e de alfaces, ndo observou em todas as amostras,
relacdo entre alta carga de E. coli e coliformes fecais can a presenga de
enteropatfgenos. Questiona-se apds os dados dos dois trabalhos a importancia da
determinacao de indicadores de contaminagdo fecal como  indicador de presenca de
enteropatdgencs.
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Observou-se que as amostras de agua da inica piscina sem filtro apresentaram as
maiores comcentracdes de microrganiswos heterotroficos e fecais.

Conclui-se pelo perigo que essas 3quas em geral representam para GS banhistas que
ac fazerem Gso delas para fing recreacicnais estio sujeitos a contrair infecgdes
intestinais.
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Resumo

Grupos de trés camundongos foram inoculados por via intragastrica
com quatro cepas de Yersinia enferccolitica dos sorotipos 0:3,
0:5 e 0:9; as fezes foram coletadas, periodicamente apés a infec—
gac dos animais, Avaliou—se a eficacia da semeadura direta utili-
zando-se como meios de isolamento o Agar 8§, Lgar MacConkev,
"Hektoen Enteric Bgar" e Kgar 5§ adicionade de 2% de desoxicolato
de sodio; avaliou-se também as técnicas de enriquecimento a fric
e empregando o caldo de Rappaport modificado, seguidas de semea—
dura nos meios de isolamento utilizados para semeadura direta,
Bas fezes, os melhores resultados para o isolamento de Yersinda
enterocolilica dos sororipos commente associzdos com doenga mo
homem, foram obtidos com o enriquecimento a frio durante sete
dias seguido de semeadura em Agar MacConkey, O caldo de Rappaport
foi ligeiramente inferior zo enriquaecimento a fric 2 o Agar S8
com 2% de desoxicolato fei o meio menos eficiente para o isola-
mento de Yersindid de fezes.

Summary

Evaluation of technigues and eultfure media for Lsolation of Ver-
ddnda enteroeolitica from mice's stools experimentaly infected

Groups of three mice were inoculated intragastrically with four
strains of V. enterocolitica serotypes 0:3, 0:5 and 0:9. The fa
ces were collected intermittentely at 1-7-14-21 and 30 day period
after the infection of the animzls. The efficiency of direct pla-
ting was evaluated using as plating media S5 Agar, MacConkev
Agar, Hektoen Enteric Agar and 88 Agar with addition of 27 of so-
dium deoxycholaté. It was also evaluated the cold enrichment te-—
chaique and Rappaport's broth, followad by plating on the same
mediz used for direct plating. The best for recovery Y. enferoco-
Litica serotypes related to buman diseases, from the feces, was
the combination of cold enrichment for 7 days followed by plating
on Agar MacConkey. The Rappaport's broth was slightly inferior te
cold enrichment. 5SS Agar added of 27 sodium deoxycholate was the
plating media less efficient for the isolation of V. enteroccli.
tien. '

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 18(4):324-329, Cut./Dez. 1987,
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Introducio

rabalhos associando V. enterscolifica com gastrenterite aguda t&m sido relatados
com frequincia na PFuropa, Estados Unidos, Canadd e Japdo. A exiguidade de
publicacdes em outras partes do mundo, ndo & recessariamente devida a auséncia de
V. enterocolitica nessas dreas; o problema pode ser devido & inabilidade para
isolaF o microrganismo de fezes de pacientes como resultado de inexperiencia ou uso
inadequado de técnicas apropriadas.

0 isolamento de V. entervcolitica a partir de cultura pura é relativamente facil
pois  cresce bem nos meios usualmente utilizados para enterobactérias (7).
Entretanto, seu isolamento a partir de fezes & gificil, devido a outros
microrganismos  presentes  que  Crescem  mais rapidamente, mascarando a Y,
enferocolitica que & uma bactéria de crescimento mais lento; e outras vezes porque
cresce de maneira semelhante a outras enterchactérias deixando de ser caracterizada
oorretamente.

Por este motivo, tém sido, cada vez mais, propostas novas técnicas e meios
altamente seletives, para isolar VY. enterocefitica de fezes, Estas técnicas
preconizam inicialmente um enriquecimento, que pode ser a frio (5, 12, 19) o
utilizando caldos de envicquecimento diversos {16, 17)}; tratamento com alcalis {13,
20} e finalmente o emprego de meios de isolamento altamente seletivos (1, 3, 4, 9,
10, 11, 14, 15, 18). '

A maioria destas técnicas ou sBo muito demoradas cu utilizam meios de cultura
ruito disperdicsos cu de dificil confecgdo. .

O cbietivo deste estudo & avaliar técnicas e meios de isolamento mais simples,
normalmente  utilizados em laboratfrio de analises clinicas, mas que sejam
eficientes para o isclamento de Yersdnia entenceolitica de fezes. Esta avaliacéo
cers realizada con fezes de camundongos Suigos convercionais, inoculados com
diferentes sorotipos de Vensinda enterocolitica; esse tipo de animal foli
anteriommente definido ccmo bom modélo experimental no estudo de Yersdnda (8). As
fezes serfo examinadas utilizando-se  diferentes téonicas  de  isclamento
anteriommente padronizadas (6).

Material e Métodos

1. Micronganismos testados - Y. enterocolitica sorotipo 0:3, biotipo 4, fagotiro
VIII, isolada de fezes humana diarréica (Ye 8241); V. enterccolitica sorotipo 0:3,
biotipo 4, fagotipo VIII, isclada de fezes diarréica de suino (Ye 7380); V.
enteroeolitics sorotipo 0:5, biotipo 2, fagotipo Xz, isolada de fezes humana
diarréica (Ye 7663); Y. enterocolitica sorotipo 0:9, biotipo 2, fagotipo VIII,
isclada de fezes humana diarré@ica {Ye 7168). :

2. Caldos de emiquecimento e meios de Lsofamento

a) caldos de enriguecimento: - Caldo de Rappaport sequido Wauters {17}, medifi -
cado: Solucio A - solucdo a 1% de Triptona (Difco); Solugaoc B - NasHPO4. M/15,
NapHPO4. 2HZ0 - 11,88g/1000ml; Solugdo C —~ MaCl,. 6HZ0 - 40g/100ml Agua; Solugdo D-
Verde de Malaquita-solugac agquosa a 0,2%.
Misturar solugdes A e B e esterilizar por autoclavagdo. Aguecer a solugao C até & -
ebuligio. A solugdo D nfo deve ser esterilizada.
Meic final - misturar a frio: 155ml de A; 40 ml de B; 53ml de C; 1,6mi de D.
Calde mutriente (Bifco), para enriguecimento a frio.
b} Meios de Isolamento: Agar MacConkey (Difco); Agar SS (Difco); Agar SS (Difco)
adicionado de 2% de descxicolato de sddio (17); “"Bektoen Enteric Agar® (BBL).

3. Ino:udgacﬁo dos animais e cofets de materinf - Grupos de trés cammdangos foram
inoculados por via intragastrica camw cerca de 10% celulas de cada cepas
V. enterweolifica. e das o

. as fezggoforam ooletadas e exapinadas no 19, 79, 149, 219 e 30¢ dias apds a
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4. Isolamento e Adentificacdo - De cada animal Foram colhidas, a cada vez, duas
porgles de 0,59 de fezes. Uma porgio era homegeneizada em 10ml de caldo mutriente e
a cutra em sml de calde de Rappaport segundo Wauters (17), modificado.

0 caldo de Rappaport era incubado a 229C durante cinco dias. A sequir, sereava-se
uma algada do crescimento nos quatro meios de isolamento que eram incubados a 29¢C,
durante 24-48 horas. As coldnias suspeitas de Yersdinia eram submetidas a provas
bioguimicas e soroldgicas (6).

O hanogeneizado de fezes em caldo nutriente era semeads em placas contendo os
quatro meios de isolamento, que eram incubados a 379C por cerca de 18 horas e a
temperatura ambiente {cerca de 25¢C) por 24 horas adicicnais. As colfnias suspeitas
eram caracterizadas biocgquimica e sorologicamente (6). ‘

O caldo nutriente era incubado a 49C durante sete dias. Quando a semeadura direta
era negativa, repicava-se a partir do caldo de enriquecimentc a frio nos quatro
meios de isolamento utilizando o mesmo procedimento anterier,

Fesultados e Piscussao

Os resultados dos experimentos, representam, a média do nlmero de umidades
formadoras de coldnias (UFC), oktida a partir das contagens das células isoladas
das fezes dos trés animais de cada lote (Tabela 1-4).

Verifica-se apos a anilise dessas Tabelas, que todas as semeaduras diretas de
fezes coletadas apds 24 horas de infecgdo, foram negativas. Por outro lado
cbteve-se 100% de positividade com o enriquecimenc a frio par sete dias e
sareaduras nos meios de isolamento, em relo menos wn dos meios seletivos. Por este
motivo, ngo se deu prossequimento ao enriquecimento a frio por trés semanas, como &
romelmente preconizado {6),

Tabela 1 - Unidades formadoras de coldnias de Y. enterpcolifica
G:3 {fe 8241) com o emprego de diferentes esquemas de
isolamento.

Simbolos: NT = Nio testado; MC = Agar MacConkey; Eek = 'Hektoen
Eateric Agar"; S8 = Agar $S; SS-D = Kgar SS + 27 de desoxicolato
de sddio

o o . . - et I
Dia apds Semesdura direta [/ Enricuecimento a fric Enriquecimento Rarpapc:
oCWlagE  ap mex S5 85D MC Eek S5 S50 vac ek 8 Se0
1% 0 0 ¢ a 51 61 o] o G s} g a
79 260 133 52 a NT NT NI 0 300 =300 >300 1
40 >300 >300 136 Q NT NP NT 0 68 67 33 o
21¢ 49 31 8 [y NT N NT o 20 30 8 0
Qe [ a o] o 0 0 o 0 G o] o o]

Tabela 2 ~ Unidades formadoras de coldnias de Y. enfergeolitica
0:3  (Ye 7380) com o emprego de diferentes esquemas de
isolamento. Vide legenda Tabela 1.

Semeadure direta / Enriguecirento a frie  Enriquecimento Rappanort

Dia apés
a0 M Hek S8 85D M Hek 585 SSD s Hek 55 8&L
kil 0 4] 4] 0 18 iy 2 o 3 1 1 ]
e 26 17 B ¢ NT NT NT 0 4 3 2 0
149 28 22 12 4] NT N NI O 4 3 2 o
219 [¢] o o o] ¢ 0 o 0 0 0 0 G
309 0 -0 [} 0 [¢] 0 o] i} s} 0 [ ¢
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Tsbela 3 - Unidades formadoras de coldnias de V. enterocoLitica
0:5 (Ye 7663) com o emprego de diferentes esquemas de
isolamento. Vide legenda Tabela 1.

Dia atds Sereadura direta [ Enriquecimento a frio Enriquecizento Rappagort

inoculacho . ek S5 SS-D M Fek S§ SSD M Hek 5§ SSD
19 0 Q 0 o 5 3 3 0 ] 0 0 o
Te 8 7 3 ] NT MT NT 0 3 b4 3 ¢
149 4 3 1 0 NT NI NT 0 3 2 1 0
e 0 G [ 0 0 0 0 0 [ 0 o ¢}
30@ o] 0 0 a 0 0 o] g ¢} [t} o] 0

Pabela & — Unidades formadoras de coldnias de V. enterocolitica
0:9 (fe 7168) com o emprego de diferentes esquemas de
isolamento. Vide legenda Tabela 1.

Semeadura direta / Enriquecimento a frio Enriquecimento Rappaport

inoculacdo  h pox &8 SSD MC mek 86 SS-D MG Hek 8§ 88D

1?. 0 4] L] 0 139 23 57 21 148 48 76 0
7% s} ¢ Q 0 13 10 5 0 11 14 2 0
149 [t} 0 0 ] 9 & 4 o] 33 0 0 0
paty 0 0 o] o] ¢ 0 ¢ ¢} 0 ] ] 0
309 0 0 ] [¢] 0 0 ¥ 0 0 o] 0 0

Esses resultados também mostram que em cultura feita com fezes colhidas logo apds
a infeccio, quando o nimerc de células & pequeno (8), & mais dificil o isolamento
do microrganismo. Neste caso a Yersdwia g6 foi isclada utilizando técmicas de
enriquecimento. Por outre lado, ocorreu 75% de positividade nas semeaduras diretas
de fezes coletadas nos 79 e 149 dias de infeccao, quando © microrganisme ja teve
oportunidade de maltiplicar-se 0o organismo do hospedeiro (8). Esses dados
confirmam os de Bottone (2), mostrando que a semeadura direta & bastante eficiente
para isolar V. enterocolitica quando a infeccdo & aguda.

Foi cbhservado que a quase totalidade dos isolamentos cam os esquemas testados,
ocorreram cam fezes coletadas ate o 149 dia de infeccdo, sendo que nephuma das
quatro cepas de Yersinia foi detectada em fezes cbtidas apds 21 dias de incculac8o.
A amostra 0:9 ndo foi isolada em qualquer ocasido por sereacura direta.

A Tabela 5 mostra a avaliagao global do desempenho dos esquemas analisados para ©
conjunto das quatro cepas de Y, entengeolitica estudadas. Wela pode-se cbservar que
a semeadura direta, seguida pelo enriquecimento a frio, foi ligeiramente superior
ac enriquecimento utilizando o caldo de Rappapart; as quatro cepas foram isoladas
enpregando enriquecimento a frio de fezes de animais com infecgio recente (24
horas) o1 mais tardia (14 dias), enguante com a utilizacdo do caldo de
enriquecimento de Rappaport, apenas duas cepas foram isoladas de fezes coletadas
apds 24 horas de infecgao e trés mais tardiamente {14 dias). SO nas fezes coletadas
o 79 dia de inoculacic & que se conseguiu resultados iguais, cam as duas técnicas.
como o periodo de infeccac dos pacientes que se apresentam no laeboratOrio de
analises clinicas para realizar coproculiura, & varidvel, recomenda-se a semeadura
direta, seguida de enriquecimento a frio.

En relacio aos meios de isclamento, a Tabela 5 mostra que os melhores resultados
foram cbtidos com o Agar MacCorkey e “Hektoen Enteric Agar", enbora estudo anterior
{7) tenha mostrado que esse Gltimo meio & eficaz para o isolamento de apenas alguns
bictipos de VY. enterdcolitica, pelo fato dos demais biotipos fermentarem os
agucares existentes no meio, formando colonias semelhantes s de F. cofi. O Agar SS
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Tabela 5 - Avaliacao de meios e esquemas para isolamento
de VYemsinia entferccolifica de fezes apds infecclo
experimental em camundongos. * Testados s6 os que deram
negativo no direto,

fericdo de coleta Casos positivos

Mgic de cultura/

Esquemas 1 dia 7 dias 14 dias 21 dias 30 dias

o T £ ne % ne % ne 3

Ager MacConkey 0 - 3 75 3 73 1025 4 -
Agar SS 0 - 3 75 3 75 1 25 4] -
Agar Hektoen Enterico 2 - 3 75 3 75 ¥ 25 ¢ -
Agar SS5Desoxicglato 4 - 3 - 0 - 0 - - -
Frio + MacConkey 4 100 1* 100 * 100 o - o .
Frio + 58 3 75 1* 100 o* - o . 0* -
Frio + Hektoen 4 00 * 100 1* 100 o* - [
Frio + 88-D 125 o* - o - ax - o* -
Rappaport + MacConkey 2 30 4100 3 75 T 25 0 -
Rappaport + S5 2 3 4 100 3 75 T 25 0 -
Rappaport + Heltoen 2 50 4 100 3 5 125 4] -
Rappaport + S5-D 6 - 1 25 ¢ - 0 - e -

mstros-se ligeiramente inferior, enquanto que em apenas duas ocasifes isolou-se
Yersinia em placas contendo Agar SS adicicnado de 2% de descxicolato de sddio.
Verifica-se que para a caracterizacio de Y. enterocolitica dos sorctipos que
causam doengas oom maior frequéneia (), as técnicas normalmente utilizadas em
laboratOrio de anilises clinicas para o isolamento de entercbactérias em geral,
acrescidas pelo enriquecimento a frio, sio. satisfatérias. Van Noven & col. {van
Noyen, R.; Selderslaghs, R.; Wauters, G. & Valdepitte, 3. - Optimal recovery of
Versinia enterocolitica 0:3 and 0:9 fram stools of patients with intestinal
disorders. In: Contrib. Microbiol., 9:, 1987. In press)  chegaram ao mesm
resultado; entretanto recomendam para o isolamento das chamadas Yersinias
ambientais, gque raramente infectam o hamem, mas quando o fazem, permanecem em sgeu
organisme por um tempo mais curto e em pequenc nfrero, a utilizacdo de técnicas de
enriquecimento associadas a um meic mais diferenciado cam 6 © meio CIN (14).
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A NEW MEDIUM FOR THE DETECTION AND ENUMERATION OF BACILLUS CEREUS
I FOOD
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20001 Rio de Janeiro RJ, Brasil

Summary

A new selective medium for the detection of large celled Group I
Baciffus and the identification of Baciffus cereus in food is
described. In this medium it is possible to perform presumptive
enumeraticn of B. cerewsd, It replaces the usual media of Mossel
(M{P) and Kim (KG) with bacteriological and economical advanta-
ges.

Resumo
Um nove medo pars defeccde e contagem de Baciffus cenous em ali-
mento .

E descrito um novo meio seletivo para a deteccdo dos grandes Ba-
elllus do Grupo I ocorrentes em alimentos. Neste meio, & possivel
proceder-se a contagem presuntiva da espécie citada, O meio subs—
titui os tradicionais melos de Mossel (MYP) e de Kim (KC) com
vantagens economicas e bacterioldgicas.

Baciflus cereus has been incriminated as the causative agent for mild forms of
food poisoning due to the production of at least two enterotaxins (Midura, T. &
col., Public Health Rep., 185:45-48, 1970; Morris Jr., J.G., Arch. Inst. Med.,
141:711, 1981; Portnoy, B.L. & col., Amer. J. Epidemicl., 103:589-594, 1976:
Raevucri, M. & <ol., J. Hyg. Camb., 76:316-327,1976; Terranova, W. & Blake, P. A.,
New England J. Med., 298:143-144, 1978; Turnbuil, P.C.B. & col., J. Exp. Path.,
58:273--280, 1977). For this reason this bacteria has assumed importance in the
microbiolegical control of raw or processed food. It seewms probable that there is g
correlation between the number of B. cefeus ingested and the clinical symtoms. This
mmber couid be 10° celis per gram or rore (FDA, Bur. of Foods, Bacteriol. Analyt.
Man. Foods, 6th, chap. 16, Wash., D.C. 1984). However Rabinovitch & col., (Mem.
Inst. Osweldo Cruz, 80:1-9, 1985) presented evidence that lower titres (500 to 6000
cells/gram) could be encugh to produce a clinical response.

There is at present few widely accepted media for the detection and emmeration
of B. cereus in food. Those are mainly employed for additional biochemical tests
including detection of egg-yolk precipitation of hydrolysed lecithin beneath or
arond colonies. They are : Mossel's Polymyxin B - egg yolk Mannitol Phenol Red
selective medium ~ MYP (Mossel, D.A.A. & col., Appl. Microbicl., 15:650-653, 1967}
ard Kim's XG medium (Kim, H.U. & Goepfert, P.M., Arp. Micrabiol., 22:581-587,
1971} . Both media seem to have identical performance in sensivity and selectiwvy.
Goepfert (In: - Compend. Methods for the Microbiclogical Exam. of Foods. APHA, USA,
p.417-423, 1876} however stresses some advantages of the KG medium such as the
early development of free spores and-endospores within 20-24 hours. In this way it

Rev. Microbiol., Sao Pauio, 18{(4):330-334, Out./Dez. 1987.
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is possible to show, besides the precipitation around colonies, presence of Group I
Bacilfus by cbservation of cell size as well as to separate B. cereus from B.
thunringiensis by demonstration of parasporal body in the later. In MYP's medium,
the presenge of large mumbers of mannitol fermenters often prevent the detection of
non fermenter colonies.

other suggested media such as polymyxin, pyruvate-egg yolk - mannitol -
bromothiymol  blue-agar, FPEMBA (Holbrook, R. & Anderson, J.M., Can. J. Microbiol.,
26:753-759, 1980} and Polymyxin, pyruvate-eqg yolk -~ mannitol and bromocresol
parple-agar, PEMBA (Szabo, R.A. & col., J. Food Protect., 47:858-860, 1984}, do
gives no egg-yolk reaction and can be discarded in 30 hours as in MYP and KG media.
B. thuningiensis, B. cereus and B, aanthracis give sharp rositive reaction while all
other strains do mot seem to offer additional advantages over the two media
discussed above. Szabo & col., 1984, using MYP, PEMBA and PEMBA showed camparable
performance of all three media and a decreased incubation time from 48 to 22 -hours
were revealed by PEMBA medium.

Presently availsble media are imported and as such quite expensive and not easily
cbtainable, To overcome this preblem and to improve the bacteriological procedures
for detection of B. cereus in food we have developed mediim RVC which cean replace
with advantage those in current use. The formula in grams/liter is as follows:
Trypticase (BBL) or Tryptone (Difco) or gimilar casein-peptone - 1.0; Methylene
blae (George T. Gurr) - 5x107%; D(+) Glucose (Reagen) - 0.2; NaCl (Reagen} - 3.0;
NasHPO; (J.T. Baker) - 7 x 107%; MgSO,.7H0 (Reagen) -2 X 10=%; 2nS0s.THO (J.T.
Baker) — 5 x 10~° and Agar (Difco) — 1.8 'x 10! - pH is adjusted to 7,9 with NaOH
prior to autoclaving (latm- 20 min.). To the melted and cooled (500 ~ 53°C) sterile
solution, 10ml/l of a fresh sterile egg-yolk homogenized {15 min) with a magnetic
stirver is added, followed by a cold sterilized soluticn of colistin (Iafi,
polymyxin E sulfate) or polyryxin B suifate (Pfizer) to give 50U/ml of medium.
After through hamogeneization
avoiding foam, RVC is poured into

plates. If food is suspected of Figure 1 — Some Baciffus and other bacteriae
containig muercous Gram-negative grown in RVC nedium containing 500/ml of
flora final concentration of polymyxyn E (sulfate). Only B. cereus Al 42
antibiotics may be increased t0O (1) gave egg yolk reaction positive.

80U/ml. However, if a large KPebsiella pneumonize (3) and Pseudomonas
mber of moulds are suspected of aerugincsa  (5) were inhibited (40 hours

being present, 10mt of a filter incubation at 339C).
sterilized 0,4% (W/V) aguecus Symbols: 2 = Salmenella sp; 4 = Arizona; 6 =
solution of actidione {Holbrock, B. megateiium ATCC 10778, see text.

R. & »anderson, J.M., Can. J.
Microbiol., 26:753-759, 1980}
together with polymyxin mey be
added. After cooling, pi# will be
near 7.3-7.4 and medium will
hecame celestial - blue in color.
In vacuum polyvetylene saks kept
wnder refrigeration {(4eC12C),
e ray last 3 weeks.,
Methylene—blue concentrations
above that indicated in aour
formula may inhibit growth of
Gram positiye bacilli.

The performance of R is shown
in  Figure 1. Clearly K.
preumeniae and P. aenugdnosa were
irhibit by polymyxin E {50U/ml)
while Safmonella sp., Arizona and
B. megaterium were not. Higher
concentration of polymyxin E at
B0U/mi also inhibit Safmonelfa
and Anizona. After incubation at
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Table 1
species

Large celled

and other Baciffus

together with Gram-negative bacteria

strains usad to evaluate RVC~ medium perfomance,
Symbols: {a) = National Collection of Industrial

and Marine Bacteria, U.K.: (b) =

Received from

Lab. Lutte Biologigue IY, Inst. Pasteur, Paris,
France; {¢) = Lab, Fisiol. Bacteriana, Dep.
Bacteriologia, Inst. Oswaldo Cruz, RJ, Brasil;
(d) = National Collection of Type Cultures,
London, U.K,; {e) = Received from Jan Dick wvan
Elsas, and (£) =  Luey Seldin, Inst,
Microbiologia, U.P.R.J., RJ, Brasil; (g) =

American Type Culture Collectionm, Maryland, USA;

(h) = Received from Valter R.

Microbiol.

ICB, UFMG, MG,

Linardi,
Brasil;

Dep.
(i)

Received from Dilma 5. Gelli, Inst. Adolfo Lutz,

8P, Brasil; {(j)

Silva, Inst.

Received from
SP,

Bioldgico,

Sebastiao J.
Inst.
related with
col., 1985},

Oswaldo

Vital Brasil,
Manoel A,
Brasii; (1)

Filho, Dep.

Cruz, RJ, Brasil;

food borme disease

RJ,

Silva

Received from Sonia Maria

Portugal,
Received from
Bactericlogia,

da
(k)

Inst.

Brasil;

&

Strains

(Rabinoviteh &

B. thuningiensis B, cerens B. megatesium
NCIB 9134 (a)} 1 (b) I0C - 572 le}.
var. Zelworthy (o} 8 {h) I0C ~ 575 (&}
var. pakistandt {b) 19 (b) RCTC — 10342 {f)
var. &vite {b} 27 (b BICC 10778 {g)
var, moanisond (b AL 10 (c)* B, anthaccdis
var., {snaefensds (b) AL 11 (¢} I0C ~ 579 {h}
var, heratali (b) AL 42 {c}* 1AL —- 116 (1)
var. soito 1028 {b) Al 72 {c) IVB -1 (D)
var. soffv 1180 {b) aL 76 (q) IVB - 2 (1))
B. Lichenifommis NCTC 2599 (4} IB - (k)
AZCC 6384 {g) Prodeus valgarnis {1} B. pofymyxa
ATOC 33632 (e, q) Protewd minabdifis 1) NCTC 10313 ({f)
B. subtitis Entergbacien gervgens (1) B. sphaericus
BCTC 3619 (d) Providencia retigeri (1) IP 22977 (b}
var. ateanimus Kfebsiclla preumonice (1} 8. circubans
Safmonella sp (1} NCIC. 2610 {d)

0¢ 121 (o)

Andzona (1)
Pseudemonad aeruginosa {1)

33~ 34°C lecithinase

the reaction.

Qie to the presence, in cur medium RVC,
It is know that B. cexreus
phosphohydrolase, E.C.
(Little,

reaction.
boanded

colenies.

B. megatenium colonies tested were negative (Table 1).

C.

Perhaps, this is the reason why all large celled
o not failled to produce precipitate or turbidi

free spore size shape, position:
inclusions (proto - toxin crystals within 3
- The efficiency of
Table . 2.. Tt can

dimension,

be

3.1.4.3) has 2 atcms of this metal
& Otnass, A.B., Biocchem. B

G

positive colmies shows a white halc of tarbidity in contrast
Cooling -the plates at least for 5 hours at 5°C will enhance

This may be

of Zn++ ions known to favor the lecithinase
phospholipase C {phosphatidyl cholinecholine
per molecule tightly

iophys. Acta, 391:326-333, 1975).
Baciflus, excluding B. megatendium,

. 2Zones around colonies,
‘typical colonies of large celled Bacilfus may be examined for cell
of spore in sporangium ard parasporal
0 - 40 hours.
plating between RVC and. a non inhibitory medinm is shown in
there is no si

When

ficant difference {p<0.01) in the

‘colony - forming': units/ml between Nutrient Agar and RWC

demonstrating that RVC medium does not cause inhibition to 8. cereus.

wedivm,
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Table 2 - Comparison between colony

counts of B. cereus grown in RVC and

Nutriemt Agar (AN} 30 houts after . r

igoculatior &f a milk sample previously Strains* __ﬁ__ifififi______ AN

runber of colony forming

contaminated with the bacteria. RS

Symbols: % = Grown for 32 hours at riores % 10"

340C im AES (Agricult. Hendbook n? 427, A 1¢ da 6.04
U.S.D.A., pp. 100-101, 1973), and s on 318
rransfered by pinpoint incculum to 10mi 5.61 5. 44

of pasteurized milk (3,2%Z of  fat) meang  5.16 5.62
followed by homogeneization  and Fi 5

: i ) nL 42 - igures ® 10
dilutioen 10% until 10“; 0.1ml of each ! ;gé ?gz
diiution were deposited into plates. 6.08 5.75
Spores were present in inoculum. For 4.38 6.29
strain details see Table 1. reans  5.42 5.94

Figure 2 - Liquid RVC medium without antibiotic. Tubes to
the left show typical white fleating ring. Strains 6e, 7
and 23 are B. fthuningiensis var. softo (1180), B. cereus -
8 and B. anfthugeis - IB, respectively. Tube "I" contaias
sterile RVC ia which methylene blue is not reduced and 4
and 18 contais Safmonellfa sp and B. megaferium ATCC 10778,
respectively (40 hours incubation at 330C)

RC without agar and polynyxin can be used as a liquid medium for the detection
of lecithinase by suspected pure cultures. If positive a white floating ring
appears near the surface (Figure 2). In our hands none of the 19 strains of large
celled Baciffus, excluding B. megaterium, failled to produce this ring éven those
which normally give hydrolysed products diffused by all liquid media. This is at
variance with Mc Gauphey & Chu (J. Gen. Microbiol., 2:334-341, 1948). They describe
samples of B. cerews which elaborate by products of lecithin hydrolysis which
diffused throught the liquid medium while other strains produce as in ouxr case the
typical ring. The rapid Gecolorization of methylene blue in cur medium favors the
easy cbservation of the bacterial growth by increasing the contrast between the
white ring and the remaining yellowigh liquid. :

The RBVC medium is therefore suitzble for use in recomended procedures, including
the FDA schedule {FDA, Bur. of Foods, Bacteriol. Analyt. Man. Foods, 6th, chap. 186,
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Figure 3 - Practical procedurs for identification and
count of B, cereus in food,

Symbols: * = Afrer FDA's Bacteriol. Analyt. Man. Foods,
6th, 1984, or other suitable analytical procedure; *% =
Harmon's (J, Ass. Off. Anal. Chem., 65:1134-1139, 1982)
staining wmethod and/or direct microscopy of light cell
suspension in saline (NaCl 0,85%); **%* = From 50 to 90%
of strains (PDA, Bacteriol. Analyt. Man. Foods, 6th,
1984}, or 11 to 897 of strains (Bergey's Man. of
Determin. Bactericl., 8th, pp. 520-575, 1974); (&) =
When colonies are rhizoid and cells are non motile - B.
cereus var. myeoddes (¥DA, Bacteriol. Analyt. Man.
Foods, 6th, 1984); #*%*% = From 90 to 100% of strains
{FDA, BActeriol, Analyt. Man. Foods, 6th, 1984 Bergey's
Man., of Determin. Bacteriol., &th, PP. 520-575, 1974);
*%%%% = The production of free speres and endospores
after 40 hours at 330 — 349C in Soil-Extract Agar, AES,
is extremely helpful for the study of metility and
parasporal  inclusions (Agricult. Handbook n® 427,
U.S.D.A., pp. 100-101, 1973); *%*%%% = FDA - Bacteriol.
Analyt. Man. Foods, 6th, 1984,

Food Sample

Homogenized & dituted -

RVC medium in plates

30 ke —40hr
330C — 340C

Colonies showing positive

Gram-staining 4 egg yolk resction ———————% Plata count *
{Cells red-shaped,
Geam-positive, width 1-
1.2 &m and langth RVC liguid - medium
3-5 _um) : {no polymyxin)
1
: AES medium in tubes "
i
! 40 hr
i
1 - 339C - 34°C (not highar)
Parasparal - body present ™ Cails motite "** Celis ron montile ="
tintraceilular protain eratat) Homolysis positive Haeolysis negative
[sheep rod blood celis) *+-~- {sheap red bload cells) ===
B. thuringiensiz
B. coraus (8) 8. anthracis

Wash. D.C, 1984} for the identification and emumeration of B, cereus in food. This
is presented diagramatically in Figure 3.
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Fesumo

Foram isoladas 50 amostras de figado de bovino comercializado em
feiras livres do Municipio de Sao Paulo. Foram efetuadas as con-
tagens de bactérias psicrofilas e mesofilas, contagem e identifi-
cacio de Staphylococcus awreus, determinado o Nimero Mais Prova-
vel (SMP) de bactérias coliformes totais, fecais e de E. coldi. A
contagem de bactérias gsicréfilas e mesSfilas variou de 3,2x10° a
2,03x107 /g e de 4,5x10° a 2,8x107 /g do alimento, respectivamente.
Para as bactérias coliformes totais o NMP minimo foi de 90 e o
maximo de >2,4x10%/g, enquanto que para os coliformes fecais e E.
eoki, em particular, os resultados variaram de <9 a >2,4x105/g.
Quanto as contagens de S. awieus, estas variaram de 50 a
5,0x10“/g do produto analisado. Das 50 amostras examinadas 29
(58%) apresentaram valores superiores ao maximo estabelecido mnos
padroes adotados pelo Ministério da Saude e Secretaria de Estado
da Saude de Sio Paulo, os gquais permitem a presenca de, no maxi-
mo, .3,0x10%/g  de bactérias mesdfilas. DeZenove (38%7) amostras
apresentaram-se dentro dos valores permitidos pelos padroes acima
referidos, que toleram, no maximo, a presenca de 3,0x10%/g  de
microrganismos coliformes fecais no alimento em questac.

Suneeary
Bacterial groups iAoi@tad §rom beed Eiver.

In order to verify the bacterielogical conditions of beef liver,
fifty samples of beef liver were acquired in various markets in
the city of S3o Paulo. On these samples, bacterial counts per
gramme of food were carried out, considering psychrophilic and
mesophilic aerobic of facultative anaerobic bacteria, and Staphy-
Locoecus auwrens. Detexrmination of the Most Probable Number (NP)
of coliforms, faecal coliforms and Escheaichia cold were also
carried out, The counts for psgchrophilic and mesophilic bacte-
rial ranged 3,2x10% to 2,03x107 per g and from 4,51{105 to 2,8x107
per g of food, respectivily. &s to coliform bacteria, the MNP
ranged from 90 to >2,4x10°% per g, while as to faecal coliforms
and, particilarly, E. cofi, the MNP ranged from <9 to »2,4x10°
per g of beef liver. In relation to 8. awhreus count, this ranged
from 50 te 5,0x10" per g of product. Considering the fifty sam-
ples of beef liver analysed, 29 (587) presented counts above the
maximm velues allowed (3,0x10%/g) by normal standards of "Miste-
rio da Saude” and "Secretaria de Estado da Sadde de S3o Paulo”
for the mesophilic bacteria. Concerning faecal coliforms, only 19
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(38,8%) from all examined samples were withing the values adopted
by standards before mentionated, which permit, as maximum values,
3,0x102 per g of product.

Introducso

0 figade é um alimento de alto valor nutritivo por conter alto teor de ferro e
proteinas, sendo utilizado, por esta razdo, como parte da terapia de algumas
doencas, entre elas a anemia, quando este alimento & oferecidc cru aos pacientes. E
empregedo miitas vezes camo suplemento proteico na forma de PO, © qual recsbe wm
tratamente térmico muito baixo, sendo ministrado a pesscas idosas, mal nutridas ou
doentes (26). Shelef (24) analisand a deterioracio de flgado de bovino, cbserveu a
presenca de cocos Gram-positivos, coliformes, bacilos Gram-regativos e  formas
esporuladas. Apds 5-7 dias &e estocagen & 59C, ¢ autor encontrou a presenca de
bactérias 8cido lacticas como principal microflora detericrante, sendo que a
contagem apresentada era de 7 a 8x107 /g do produto. Hama e cols. (9) analisando
figado de bovino, encontraram, inicialmente, a presenca de Micrococcus,
Streploeoccus, Staphylococews, Pseudomonas, Meraxefda, Acinetobacten e bactérias
corineformes. Apds ser estocado por 5 dias a 29C, o figad apresentou,
predominantemente  como microflora deteriorante, Streptococeus sp, Pseudomonas sp e
leveduras.

No gue concerne a presenca de Sdaphylococous aureus em figad® de bovine, Jay (13)
encontrou uma contaminacdo de 42% nas amostras do produto analisado.

Pelo exposto e dada a falta de investigacdes neste tipo de alimento em nosso
meio, procurou-se verificar as condicdes bacterioldgicas das ampstras de figadc de
boviro comercializado em feiras livres do Municipico de S3 Paulc, atraves das
conttagens de bactérias aerfbias ou facultativas psicrofilas, mesdfilas e $. awreus,
da determinacdc do MMP de bactérias coliformes totais, fecais e de E. cold.

Material e M&todos

ks amostras de figado. & bovinc  foram transportadas ac laboratdrio, sendo
pesadas, assepticamente, 25 gramas do produto. Esta porcdc foi homogeneizada em
225ml Ge &gua tamponada fosfatada estéril , obtendo-se desse modo a diluicio inicial
(10-%) e, a partir desta, conseguidas as demais diluigbes decimais (10-2 a 10-5),

A partir das diluicdes foram feitas as seguintes determinagbes quantitativas:

Contagem de bacterias aenvbicas facultativas, paicnofilas e mesofitas, segundo
Hawoiigan £ MeCancen (10). Estas contagens foram realizadas empregando-se o dgar
padrao e a incubacdo a 359C por 48 horas para as bactérias mesSfilas e a 5¢C por 7
dias, para as psicrofilas.

Contagem, isolamento ¢ identificacdo de 8. aweens, segundo Thatoher £ Clank (25),
Na contagem destas bactérias, 0,2ml de cada diluicdo do material a ser analisado
foi depositado na superficie & agar Baird-Parker, em placas de Petri. O indculo
foi espalhado em toda a superficie do meio por intermédio de um bastio de vidro em
"L" esterilizado e, em sequida, as placas foram incubadas em estufa a 37 per 24 e
48h. BApds a contagem e isolarento das cepas, estas foram submetidas ds provas de
catalase, coagulase, desoxirr_j_.bonuclease e de oxidacao e fermentacdo da glicose.

Determinacao do NMP de bacténins colifonmes, segundo o ICMSF (12). De cada
diluigdo foram transferidos Iml, respectivamente, em 3 tubos de caldo lauril
sulfato triptose, o qual foi incubado a 3590 por 24 e 48h. A determinacdo do MM de
bactérias coliformes totais foi realizada a partir do nimero de poroSes positivas,
usando-se a Tabela de "Mimeros Mais Provaveis" (Hoskins 1, 2).

Detenminacao do NMP de bactinias — eolifonmes fecais e E. coli em particubar,
sequndo © ICMSF {12), A partir dos tubos da prova presuntiva para coliformes totais
foram sameados tubos de caldo EC, cue foi incubados a 45,5¢C por 24 e 48h. A partir
dos resultados obtidos, determincu-se o MMP/g de bactérias coliformes fecais,
empregando-se a Tabela de Hoskins (1, 2). Na quantificacao de E. cold TForam
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utilizados os tubos positivos provenientes do caldo BC, os quais foram submetides

as provas bioguimicas do IMVIC e, posteriormente, se determinou o NMP de E. coli,
usando—se a Tabela de Hoskins (1, 2). .

Resultados e Discussdo

pPependend do tipo de alimento e do numerc inicial de microrganismos presentes, O
alimento mantido scbh temperatura de refrigeragao nio estad livre de ser deteriorado,
mas tem apenas O seu periodo de vida UEil um pouco mais ampliado.

Quando se trata de Orgacs camestiveis, como &€ o caso do figado, a sua
deterioracio seque um comportamento diferente do que sucede a carne. Segundo Shelef
(24), o tipo de deterioragao que ocorre em figado de bovino é devido,
principalrente, a sua constituicio bioguimica, diferente da cbservada para & carne.
A principal diferenca diz yespeito a composicio, relativa ao teor de carboidratos
que, sequndo lawrie (16) ro flgado & de 5,3% scb a foxma de glicogénio, enguanto
que na carne & de apenas 0,1% de glicogénio e de 0,01% de glicose. Shelef (24) & de
opinido que © figado, dade o seu alto tedr em carboidratos, possul ume microflora
detericrante, constituida principalmente por bactérias &cido-lacticas. Estas
bactérias seriam as responsaveis pela queda do pH de 6,3 {figado fresco), para 5,9
{figad deteriorado), assim como pelo tipo de deterioragdo acida apresentada. Jay
(15} atribui ao pH mais elevado do figado em relacio ao da carne, ¢ fato da sua
deterioracio ocorrer em menor espaco de tenpo.

Gardrer (7) estudando figado de suino, constatou a presenca de contaminacgo de
origem microbiana predominantemente superficial e apds 7 dias de estocagem em
condigtes aerdbicas, a 59C, a detericracio resultants era do tipo proteniitico, com
prodomindncia de bactéria dos géneros Alcaligenes e Pseudomonas. Quando © MesID
material era estocado em sacos de polietileno, onde nem todo ar era retirado, sob
as megmas condicdes de temperatura e tempo de incubacio, a deterioracdo apresentada
pelo figado era do tipo Scida, serdo esta atribuida, principaimente, a bactéria do
gBnero Leuconosioc e a estreptococcus lacticos.

Sequndo Witter (28}, as bactérias psicrofilas teriam pouco o nenfum significade
em termos de satde plblica, pois este grupo nao contén espécies patogénicas. O seu
significado relaciona-se 3s cordices higiénico-sanitirias dispensadas ac produto,
umm vez ue beoas condigbes de manuseio e estocagem a temperaturas adequadas de
refrigeracdo, propiciam o encontro de contagens baixas destes microrganismos.
Portanto, uma contagem alta de bactérias psicréfilas pode significar o uso de
praticas higiénicas inadequadas.

No presente estudo, pela Tabela 1, observa-se para as arostras de figado de
bovino analisadas, que a contagem minima de bactérias psicrofilas cbtida foi de
3,2x10° e a méxima de 2,03x107 por grama, sendo a média aritmética em torno de  10°
por grama. Na Tabela 2, nota-se que 20 (40%) amostras revelargn-se com Ui namero de
bactérias psicrdfilas em tormo de 10° por grama e 6 (123) mostraram-se com um
momero destas bactérias acima de 10° por grama. Deve ser salientado que dada a
natureza do alimento analisado, ou seja, considerando tratar-gse de um produto
altamente perecivel. Os valores yeferidos sdo importantes pois mostram que este
produto pode deteriorar—se com muita facilidade, em pericdo curto de tenpo, mESmO
mantido sob refrigeracac.

2 este respeito, estudando figado de bovino, Shelef (24) constatou cque, quando a
populacio de bactérias psicrofilas atingia valores da ordem de 7 a 8x107 por grama,
apds 7 a 10 dias de estocagem 3 temperatura de 59C, o produto era rejeitado dada a
presenca de alteragdes nas suas caracteristicas organolépticas. Em nosso melo,
chserva-se que nos padroes micrcobiolSgicos para alimentos, adotados pela Secretaria
de Estado da Saide de S3o Paulo, ndo constam pardmetros relativos a bactérias
psicrofilas em carnes e produtos derivados. Contudo, comparando-se os valores
cbtidos oom os propostos pela Sociedade Veterindria de Higiene Alimentar (Ribeiro
24) depreende-se que 12% das amostras de figado analisadas estdo acima dos valores
tolerados, cu seja, de no maximo 10° por grama (Tabela 2).

As bactérias mesofilas sio consideradas camo sendo um dos melhores indicadores da
qualidade microbiolégica dos alimentos, podendo formecer irdicagbes tantc das
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condi¢fes higiénicas do seu preparo  Tabela 1 - Distribuicio das amostras de
e armazenarento, quanto & riscc figado de bovine examinadas segundo a
potencial d salde que pode variacao dos numercs de bactérias
representar ac consumidor. Sequndo pesquisadas por grama e as respectivas

Levine (17), a contagem padrao em médias aritméticas.
placas - {C.P.P.) &e bacterias Simbolos: * = Os valores para E. cofd foram
aerdhicas mesbfilas, & considerada os mesmos obtidos com relacao a coliformes

a indicadora mais sequra da fecais; **% = NMP = Nimero mais proviavel
qualidade higiénica e ¥l e

amazenarento adequade do alimento, ¥edidas estatisticas

i qua Microrganisme:s S eros STy Feciz
mis  do  que lquer cutro sereran VAioTeS i amic (%) Aritmetica
indicador microbiclogico
rotineiramente utilizado. Mossel & Bectérias psicrdfilas minimo 3.200 0. ese
Tarr {20} consideram que, de mbdiimo 20.300.000
maneira geral, um alimentc pode ser Bactlriss mesbfilas  minimo " ;‘gg-ggg 6.027.800
considerado como potencialmente I -

> 3 ini =
perigoso no rmorentc do  conswm, Staphylococens awteus miniro =0 <2.748

z g maximo 50,000

quande este alimento ndo fermentado coiic . L %
apresentar  wme  contagem  de e e e 240.000 747-830
bacterias resofilas Superior a 10 Coliformes fecais®  minino 9 19,540
por grama. As bactérias rnmesofilas _ wixim >240. 000 .

podem indicar, ainda, que a
temperatura de refrigeracdo durante
© armazenamento do alimento ndo foi
suficientemente baixa, a ponto de prevenir o crescimento de tais nicrorganismos.

L Harma e cols. (9) estudaram o comportamento da microflara detericrante de algumas
visceras comestiveis de varios animais. Os drgacs, tais cawo figado de suinos e
bovinos, foram colhidos logo apds o abate, procurando-se determinar que
microrganisms poderiam ser encontrados quando, esses produtos eram obtidos sob boas
condigdes de mamuseio e mantidos a tenperatura adequadas de estocagem. Os autores
verificaram que quando o figado era pronta e adequadanente refrigeradc, ndo ocorria

awrente acentuade da populacic microbiana apos 5 dias de estocagem a 2<C.
Constataram, por exenplo, em uma das amostras de f'gado de bovino que a C.P.P. de
bactérias mesdfilas aerdbias foi de 2,4x102 por ém® ac ser obtida e de 6,2%10% cm?
apbs 5 dias de mamutencio nas condicdes anteriormente mencionadas, Bm ume  ampostra
de fizgado de suino, também como exenplo, esses valores foram 2,2x102% por cm? e
8,3x10° cm?, respectivamente. Verificaram, entretanto, que sé as anpstras de figado
fossem mantidas em temperaturas mais elevadas, como 309C, por 6 a 12 horas antes de
serem corgeladas, tais contagens revelavam-se aumentadas. Assim, em uma amostra de
figado de suino, as contagens de bactérias meséfilas foram de 1,02x16% por cm® logo
apbs o abate e de 1,41x10° por cm?, apds 6 horas a 309C; em cutra amostra, tal
contagem foi de 6,17x10% por cm® logo apds o abate e @e 6,3x10° apbs 12 horas de
permanéncia a 309C. Uma situacho semelhante pode ocarrer se tais drgdos forem
degelados 2 temperatura ambiente (259C) por 24 e 48 horas, onde as C.P.P. de
bactérias mesSfilas em wm awostra variaram de 105 por am®, logo apds a retirada do
produto  do  congelador, para 2,08x10° por cm® apos 24 horas em ambiente a 259C o
para 5,78x10% por cm® em 48 horas, nestas resmas condigdes.

Gardner (7), em amostras de figado fresco de suincs, obteve resaltados médios da
C.P.P. de 4,110* por grama, sendo que, apds o produto ser estocade por 7 dias 3
tenperaturxa de 59C, tal valor aumentou para 4,6x10° por grama. Seu estudo mostrou
também que & temperatura de 59C, o figado se detericrava em 7 dias. Shelef (24)
conciuiu de forma semelhante numa pesguisa realizada com figado de bovino, onde tal
produto teria sidc rejeitado pelas caracteristicas organolépticas alteradas apds 7
a 10 dias de estocagem & temperatura de 59C, em que ¢ nivel Ge contaminacdo atingia
niveis de 7 a 8x107 microrganismos por grama do produto. Segundo Mossel & Tarr
(20}, deve ser salientado, que se um alimento nio preparadc pelo processo de
fermentagao, apresentar um nimero de bactérias mesofilas acime de 107 por grama,
este_alimento sera inaceitivel por estarem os seus caracteres organolérticos
alterados. 2ZAnalisando-se a Tabela 1 pode-se observar que nas andlises das 50

amostras de figado de bovinos recém adguiridas, a contagem minime para bactérias
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Tabela 2 — Distribuicic das 50 amestras de figado de
bovino examinadas segundo a contagem de bactérias
psicrofilas & mesdfilas e o Nomero Mais Provavel
(iP) de bactérias coliformes totais e fecais por
gramd. .
simbolog: * = Os valores para E. cofi foram os mesmos
obtidos com relagdc a coliformes fecais; *% =
Resultado para uma amostra nao computada por ter sido
prejudicado

Microrganisios Bactérias Coliformes
N;;‘/g /ou pPsicrofilas Mesdfilas  Totals | Fecais*
: g e % N % s
NP %
<10 - w - - - - 2 4,1
10— % - - - - 1 2,0 10 20,4
102 p— W03 - - - - 1 2,0 20 50,5
10! p— 10" 7 14,0 - - 23 48,0 8 16,6
10" p— 10° 17 34,0 - - 15 30,0 3 6,2
108 —— 10° 20 40,0 3 6,0 10 2,0 & 12,2
08— 107 5 10,0 40 80,0 - - - -
107 — 10° 1 2,0 7 14,0 - - - -
Total 50 100,0 50 100,06 S50 00,0 49%* 00,0

resfilas foi de 4,5%10%, a mixima de 2,8x107 e a média aritmética de
aproximedamente 6,0x10°% por grama do produto. Comparando-se estes resultados ool 0S
obtidos gor YUarna (9), verifica-se que no presente estudo a contagem de nesdfilas 5
de 4,5x10° por grama, fol superior a constatada por esse autor, ou seja, de 2,4x10

por grama guando ele analisou figado de bovinos recém-adquirides e, praticanente,
equivalente & contagem cbtida apbs ter exposto o figado de suinos a 30°C por 12
noras (6,03x10%/g). & nesma comparagao pode ser feita com oS resultados obtidos em
trabalhe realizado por Gardner (7), onde analisando amostras de fi%ado de suinos
recé&r—adquiridos cbteve uwm C.P.P. para hactérias mesofilas de 4,1x10° por grama e,
portanto, infericr a contagem minima cbtida no presente estudo, ocu seja, de 4,5x10°
por grama, Sob as mesmas condigoes.

Os padrdes microbioldgicos para alimentos atualmente em vigor 2 nivel nacional,
sic os adotados pelo Ministéric da SaGde, que compde a Portaria n? 01 de 28 de
janeiro de 1987, da Divisdo Nacional de vigilancia Sanitaria de Alimentos (19). Nao
estabelecem critérios mickcbioldgicos para carnes ou miudos, com excecdo para
bactérias do genero Safmoneffa onde exige-se a auséncia em 25g do produto. For
outro lado, no Estad de S&o Paulo, existem padrdes microbiologicos para alimentos
que estdo incluidos nas Normas Técnicas especiais relativas a Alimentos e Bebidas
{23) aprovada pelo Decreto n?12486, de 20 ce ocutubro de 1978, Atravées da Norma
Técnica 193 com relagdo a carnes Cruas, preparadas ou ndoc & os miudos, estes
padrdes toleram no Waximo a_presenca de 3x10° por grama de bactérias mesbfilas, de
3x10? por grama de bactérias coliformes de origem fecal e de 2x10 por grama de
clostridios sulfitos-redutores a 449C e exigem, ainda, auséncia de Safmoneffas em
25g do produto. :

A este respejto, de acordo com os resultados obtidos no presente trabalho
observa-se que 29 (58%) das 50 amostras analisadas rewlaram-se com valores
coxrespondentes a C.P.P. de bactérias mesofilas superiores ao méximo telerado pela
Secretaria de Estado da Salde de S8c Paulo.

Sequndo Ribeiro (22), os padrSes portugueses para Cames retalhadas toleram
valore s da C.P.P. de bactérias mesofilas de, no maximo, 10% por gramas. Por ocutro
lado, Jay (15) refere que em Massachussetts tal tolerancia & também de 10° por
grama. Assim sendo, considerando-se due se tais exigéncias fossem também aplicadas
5 mindos no Brasil, com relacdo a C.P.P., no presente estudo, 100% das anostras de
figado de bovinos analisadas estariam fora de ambos 0os padrdes de bactérias
resofilas por grame.
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Pode-se supor, pelos resultados #presentados, que as amostras analisadas foram
cbtidas de figado de bhovinos rentidos, provavelmente em temperatura ambiente, por
um espago de temposuficiente para permitir a proliferacic de bactérias mam  indice
ruito elevado. Pode-se supor, porém, que outros fatores terham contribuide para o
aumento e possivel disseminacio da contaminacic aliados a inadequadacdo da
temperatura de oconservagdo, pois observou-se que este produto era exposto a venda
sobre os balcCes da barraca, onde a presenca de moscas e o mamiseio inadequado por
parte dos vendedores e compradores eram constantes,

Quanto 3 presenca de bactérias coliformes totais nas amostras de figado de
bovinos, constata-se, pela Tabela 2, que 49 (88%) das amstras anzalisadas
apresentaram valores do N.M.P, dessas bactérias supericres a 10° rpor grama. De
cutra parte, através da Tabela 1 cbserva-se que o N.M.P. de coliformes totais
minimo foi de 99 por grama e o maximo 2,4x10° por grama, sendo a média  aritmstica
supericr & 4,7x10" por grama.

0s padrles microbiolégicos hrasileiros para cames e mifdos ndo prevém parimetros
relativos a coliformes totais. Os padrdes bactericldgices de alimentos portugueses
(22}, permitem, porém, a presenca de coliformes totais em nareros inferiores a 102
por grama de carnes frescas. Assim sendo, considerando—se ; ainda, a aplicacéo
destes pardmetros também a middos, 49 (98%3) das amostras analisadas no presente
trabalho poderiam ser considerados improprias ao comsumo. No  Estado de
Massachussetts (15), o padrio para coliformes adotado € ¢ mesmo que o exigidc nos
padrdes portugueses (22). Portanto frente a este padréo, o© mesmo percentual de
arostras de figado analisadas neste estudo, estaria impropria ao consuro,

Em relacdo aos coliformes fecais, observa-se, na Tabela 2, que 37 (75,5%) das 49
amostras analisadas continham um NMP destas bactspias superior a 10° por grama,
sendo 0 valor minimo encontrads 9, o maximo 2,4x10° e a mAdia aritmética superior a
1,9%10" por grama (Tabela 1). Salienta-se que em anbas as Tabelas pode-se constatar
que todas as porcles positivas para coliformes fecais, também o foram para E. coldi.

Comparapdo-se os resultados obtidos com relagio acs NMP de coliformes fecais com
os pavametros adotadcs pela legislacao nacional, pode-se verificar que 30 {61,2%)
das amostras analisadas, encontram-se fora dos valores permitidos, pelos padrdes
adotados pela Secretaria de Estado da Saide de S3o Paulo, os quais toleram no
maxine & presenca de 3x10% dessas bactérias indicadoras de poluicdo fecal por grama
de produto,

Os padrdes Ge alimentos portugueses (22} exigem para carnes retalhadas a auséncia
de £, coli em 0,19 do alimento, o que poderia ser interpretados camo sendo 10/g, A
este respeito, pode-se wverificar na Tabela 2 que, levando-se tal pardmetro em
conta, apenas 2 (4,1%) amostras poderiam ser consideradas proprias ac consuno.

Cuanto a presenca de patdgencs como o Staphylococeus aureus em alimentos cras, a
sua inportancia estaria ligada ao fato de que, durante sua miltiplicacdo no
alimento, algumas cepas, a0 serem ingeridas juntamente oom o produte, poderiam  wir
& produzir uma toxina capaz de provocar um quadro de gastrenterite, E importante
lembrar que wesmo apds wm processo normal de cocgao, onde os microrganisms  podem
ser distribuidos, devido a sua alta termorresisténcia, a enterotexina previarente
produzida no alimentc poderd permanecer ativa.

Segqundo Mossel & Tarr {20), se altes niveis de Cepas enterctoxigénicas da S,
awreus, come por exemplo, 10° por grame ou mais, estiverem presentes no alimento,
este pode ser considerado perigoso quantec a possibilidade de causar quadrc de
intoxicacdc ac consumidor. A este respeito, Hobbs (11) considera que para provocar
sintomas de intoxicacio estafilocdcica no homem, o alirento deve conter por grama,
de 5x10° a “10° ou mais de 8. awieus produtor de enterctoxina. Entretanto, a sua
presenga nos alimentos e seu nimerc vao depender, substancialmente, da microflora
competitiva presents, Sequrdo Troller & Frazier (27) ¢+ o5 estafilococos tém
dificuldades em competir com outros microrganismos comumente presentes nos
alimentos frescos ou congeladcs. Tais germes saprofitas competiram guanto a
utilizacac de elementos mitritivos, além do fato dessas bactérias, através da
producao de metabdlitos inibidores, tornarem as condigbes ambientais desfavoraveis
20 crescimento de S. awrews. Noskowa (21), refere que bactérias tais como
Pseudomonas,  Achromobacter, — Protews vulganis, coliformes e lacticas, que
normalyente se encontram presentes nas Carres, podem interferir na maltiplicacio do
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Q. aurens com outros microrganismos depende da Tabela 3 — Distribuicao das
composiciio meio cu alimento, pH, temperatura, assim 50 amostras de figade de
come O nimero inicial dessa bactéria e a Proporgao bovino analicadas segundo ©
e que os demais agentes microblancs se encontram ntmero de  Staphylococeus
no produto. Se as cordicles favorecem O crescilento aukews por grama

do 8. aukeus, as cutras bactrias serzo inibidas cu
vice—versa. Se em produtos chrneos refrigerados

estiver presente a enterctoxina estafilooSeica, Staphylocscons

isto se deve, provavelmente, a sua producdo antes N/ Grama aunews

ou apds a saida do aliwento da cimara fria, pois em o .

tenperatura de refrigeracdo nao ocorre a produgao

desse produto toxico. o pies 3 620
Di Giacinto & Frazier {6}, mostraxam o efeito 167 pori0? 5 0.0

inibidor scbre os estafilococos, exercidos por 103 30" 8 16,0

pactérias ooliformes, Protews sp, E. coli e 10" 4—0° 5 10,0

bactérias que normalmente fazem parte da microflora Total 55 100,0

contaminante de alimentos crus. Afirmam, ainda, que
se as condictes forem adequadas ac crescimento
destes germes, assim cam de outras bactérias
presentes no alimento, essas poderao inibir o
crescimento do S. awhreus. Normalmente, O 8. dwieis mostra-se nos alimentos em menor
mimero cue seus competidores, fato este que auxilia a inibicdo d& seu crescimento
por parte da microflora contaminante. )

Casmem e cols. (3) estudaram o crescimento do S, awreus e a produgdo de
enterotoxina en carnes cxuas e cozidas. Observaram que em Carnes cruas, tanto ©
crescimento como a producdo de enterotoxina eram inferiores aos da ¢arne cozida,
fato este atribuido, pelos autores, a microflora existente na carme crua,

‘Graves & Frazier (8), trsbalhando oom varios alimentos verificaram que &as
bactérias contaminantes presentes no  produto exerciam agdo inibidora ou
estimiladora & crescimento do 8. awrews. Estes efeitos, porém, eram mais evidentes
A temperatura de 159C, principalmente © exercido por bactérias pertencentes ao
génercs Strepiococews, Leuconostoc e Afcaligenes e a especie Proteus vulganis
possuidoras de efeito inibidor mais acent:ados .

MacCoy & Faber (18) pesquisaram a infludncia de alguns microrganismos —presentes
em varios tipos de carnes sobre o crescimento de S, aureus e a producdo de
enterotoxina estafilocdicica. Concluiram que frequentemente pode ocorrer inibicdo do
crescimento da bactBrias oa da producko de enterctoxina. A primeira poderia ser
decorrente da formagdo de substancias inibidoras e a sequrda, ocorreria,
provavelnente, come resultado da competicgio por parte da microflora presente, por
alguns mutrientes essenciais 3 formagao de enterotoxina.

Em nosso meio, Delazari e cols. (5) estudaram, am linguicas, o efeitc inibidor da
microflora contaminante sobre o desenvolvimento de S. awraeus. Entre as bactérias
estudadas, as psicrifilas e as bactérias lacticas foram as que apresentaram maior
efeito inibidor sobre o S. auwrews, sendo que as contagens desta bactéria ndo
ultrapassaram de 10° por grama, resto em amostras artificialwente coraminadas.,

Os resultados dotidos no presente estudo, concordam com 05 verificados nas
pesquisas dos autores citades, os quais procuraram relacionar o efeito inibidor da
microflora contaminante, principalmente em carne crua, scbre o crescimento & S.
auwreus. Assim, ao analisar-se as Tabelas 1 e 2, chserva~se o alto Indice de
contaminacio verificads nas awstras de figado examinadas. De acordo oar a Tabela 2
nota—se que ag contagens de bactérias psicrofilas e mesSfilas, 52% e 100% das
awostras estudadas, respectivanente, revelaram-se COM valores iguais ou superiores
a 10° por grama do produto. Em relagdo aos coliformes, em 96% das amostras os rePs
foram iguais ou superiores a 10 por grame, enguanto que 43% mostraram-se com
nimero de coliformes fecais, ou de E. coli igual ou superior a 10° por grama,
ouanto 2o mmero de S. auwreus presentes, (Tabela 3 )10% das amostras continham 10°
desta bactéria por gram. £ importante salientar que apds ¢ cozimento da carne,
onde a maior parte da microflora contaminante & destruida, se o S. auieus, mesmo em
peguenc nimero, permanecer viavel e se as condiches intrinsecas do alimento forem
adequadas a0 crescimento, esta bactéria podera multiplicar-se rapidarente. Nestas
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cordices nio estaria sofrendo a competicio de outras bactérias e, sendo
enterotdxico, poderd produzir enterotoxina estafilocteica no produte ja pronto para
ser consumido

No presente experimento, analisando-se a Tabela 3, nota-se que a contagem minima
obtida para $. aureus foi menor que 50 por grama de figado de bovino, enquanto que
a contagem maxima foi de 5x10* por grama, sendo a média aritmdtica meror do que
2,5x10° por grama. Pode-se cbservar que o nimero maximo de S. awrews obtido
mostra—se, seqgundo Hobbs (11) e Mossel & Tarr (20}, abaixc do valor necessario para
produzir enterctoxina na estafiloctceica em quantidade suciente para causar uma
intoxicacdo alimentar.

Consultando-se ©s padrSes bacterioldgicos portugueses para alimentos (22),
verificamos que para carnes vendidas em retalho deve existir auséncia de 8. aureus
em 0,01 grama do produte, Comparando-se os valores cbtidos com relagéo a 8. awheus
can os padrdes portugueses, verifica-se que 18 (363) das amostras de figado de
bovino analisadas poderiam ser consideradas impréprias ac consums, Por outro lado,
fazerdo-se © mesmo confrontc como os padrées microbiolégicos vigentes no Estado de
Massachussetts, e citados por Jay (15), 19 (38%) das ampstras seriam condenadas por
este padrdo, que nfo permite a presenca de S. awreus em carnes cruas. Deve-se
ressaltar, porém, que as amostras com 50 S. awrews por grama, foram consideradas
cono sendo negativas e, assim sendo, levandc-se em conta este Gltimo padrac , o©
nimerc & amostras cue seriam consideradas improprias ac consumo seria maior.

Na presente investigacdo, 19 (38%) das 50 amostras de figado de bovinos
analisadas, revelaram-se positivas para $. awhens, proporgdo esta inferior a cbtida
por  Cerqueira-Campos (4) em carne moida, onde a positividade por 8. auneus atingiu
44%. O indice de contaminacdo foi, também, inferior ao obtido por Jay (14} que ao
analisar amostras e figado de bovinos, constatou positivamente para S. auwreus em
54%, Em 1962, o mesmc autor {13) repetindo este estudo, porém trabalhando oom
figado de bovino e de suino, isolou S. awrews de 42% das arostras de figado de
bovino e de 71% das de figado de suino. .

Conclustes

1. Para as 50 amostras de figado de bovino analisadas, quanto &s contagens de
bactérias psicrofilas aerdbias ou facultativas, 6 (12%) das amostras apresentaram
valores iguals ou superiores a 106 grana, podendo ser considerados altos.

2. Para as contagens de bactdrias mesofilas  aerdbias ou  facultativas, 29 (58%)
amstras spresentaram valores acima do maximo permitido (3x10° grama) pelo padrSes
adotados pela Secretaria de Estado da SaGde de Sio Paulo.

3. Quanto a bactéria coliformes totais, 48 {963) amostras agpresentaram resultados
superiores a um NP de 10° grama.

4. Com, relacdo ao NMP de bactérias coliformes fecais e, em particular, E. cold,
dbserva-se que 19 (38,8%) do total de amostras examinadas apresentaram-se dentro
dos padrdes adotados pela Secretaria do Estado da Saide de 840 Paulo, que toleram a
presenca dessas bactérias & no maximo 3x107 grama do alimento.

5. Para as contagéns de S. awreus 5 {10%) amostras revelaram-se com valores iguais
@ superiores a 10* grama.
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OCORRENCIA DE PLASMIDIOS EM LINHAGENS BACTERIANAS FIXADORAS AS-
SIMBIOTICAS DE NITROGENIO

Gislene Garcia Franco do Nascimento
& Flavio Cesar Almeida Tavares
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Caixa Postal 83
13400 Piracicaba SP, Brasil

Resumo

Foi feito um estudo dos genes envolvidos com o processo de fixa-
cd0 assimbidtica de Ny, em populagbes bacterianas selvagens do
solo, com o intuito de se verificar a ocorrénciz de genes nif
plasmidiais, que pudessem ser transferidos para outros sistemas
néo fixadores. Foi observada a presen¢a de plasmidios nos isola—
dos naturais, 2-21I, 5-3 & 40~f com pesos moleculares de 64, 40 e
92 Md, respectivamente, revelados por eletroforese em gel de aga-
rose. Em nenhuma destas linhagens, se detectou a presenca de ge-
nes plasmidiais envolvidos com o processo de fixacdo de Nz, ums
vez que apos a eliminagdo dos plasmidios com agentes de "cura",
estas continuaram seu desenvolvimento nmormal em meio isento de
nitrogenio incorporade. A maior porcentagem de eliminacio de
plasmidios foi conseguida através do tratamento com temperatura
de 449C (2 a 10%), seguida do tratamento com brometo de etidio (1
a 5%), sendo menores as obtidas com acriflavina (0,5 a 1%) e
acridina laranja (0,2 a 0,8%). :

Stmmary
Detection of bacteria plasmids in non-symbiotic gixen stnain

Ia soil bacteria plasmidial and chromosomal genes related to Np
fixation were screened and selected for genetic studies and also
to evaluate their transfer potential to other biological systems.
The presence of plasmids were detected in the natural isolates
2-211, 35-3 and 40-1 with molecular weight 64, 40 and 62 Md res-
pectively, determined by agarose gel electrophoresis. None of
these strains had plasmidial fixation genes since after plasmi-
dial elimination ("cure") growth remasined normal in media without
nitrogen. Best plasmid "cure" was obtained after 44°C temperature
treatment (2-10%) followed by ethidium bromide (1-5Z) and the
lowest elimination was obtained by acriflavin {0,5-1%) and acri-
dine orange (0,2-0,8%7).

Introducio

A ocorréncia de plasmidios tem sido descrita em varias espécies de bactirias
fixadoras assinbidticas de N, tais como Azospinillum, Azotobacter e Bediferninakia,
Foi cbservada a presenca de um a cinco plasmidios (4, 5) em varias linhagens de
Azospindillum com peso molecular variando de 3,5 a 300 Md. Mestes casos, nenhuma
relacao entre os plasmidios e as propriedades fenotipicas, em especial a fixacdo de
N2, fico: estsbelecida. Foi tambén verificada a perda de alguns plasmidiocs

Rev. Microbiol., Sazo Paulo, 18(4):344-348, Out./Dez. 1987.



345

espontaneamente e atravées de tratamento com agentes de "cura' camp temperatura de
440C e acridina lavanja. Alteracfes fenotipicas, tais camo utilizacac de glicose e
registéncia a -metais pesados foram notadas em alguns ensaios {2). Uma excecdo a
estes casos foi cbservada em A. brasifense, que nao foi capaz de fixar Nz, apds a
perda dos dois plasmidios (65 e 125Md) no tratamento com acrifiavina e acridina
laranja €10). .

Varias espécies de Azoiobacter, camo A.chroococeu,A. vinefandii, A. beljerinkil
e A. paspali foram avaliadas guanto 3 presenga de plasmidios (14). A maioria delas
continham plasmidios de 10-a 100Md, exceto para A. vinefandi{ C© e OP que no
continham nentum. Uma linhagem de A. chacococcum apresentou cinco plasmidios com 7,
45, 50, 80 e 115M3. Estas espécies ndo apresentaram resisténcia a metais ou
antibiéticos e nao foi verificado antagonismo cam outras espécies de Azgitobacten,
com relacido a producio de bacteriocinas ou  fagos. Algumas destas, perderam O
plasmidio apds tratamento com acriflavira e contimiaram a fixar Na.

mn vista destes fatos, procurcu-se neste trabalho isolar lirhagens bacterianas do
sclo portadoras de plasmidios, contende genes relacicnados com o processo de
fixacdo de Ny, que pudessem ser posteriormente transferidos para cutros sistemas
néo fixadores. -

Material e M&todos

2s linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho, bem camo sua procedéncia,
estio descritas na Tabela 1. Além das linhagens bacterianas fixadoras de nitrogénio
cedidas por vArios laboratorios, iscloa-se outras a partir de amostras de solos.
Para isto, foram utilizados solos de varias procedéncias {Piracicaba, Botucatu e
Sao  Carlos) cemm  caracteristicas fisico-quimicas diferentes. Nesta selecaco,
utilizon-se o método proposto por Norris & Ritbons (13) e a verificacdo da
ocorréncia & plasmidios nestas linhagens, foi realizada através de dois métodos de
eletvoforese em gel de agarose (7, 15}. Foi feita a estimativa dJdos pesos
noleculares dos plasmidios das amostras bacterianas, de acorde com o método de
Mevers & ool. (12), Este se baseia na canparagao da migracido em eletroforese em gel

Tabela 1 — Linhagens bacterianas fixadoras
utilizadas neste trabalho

de HNo,

1inhagem

Procedéncia

Azospinillum brasilense — sp 7

Azotobacter vinelandi{ — ATC 478
Azotobactern vinedandil — CP

Azotobacter chioococeum

Isolados do género Azoiobacter
80-1V
40-1
22-IT

Isolados do génerc Beljeninckia
80-2 III
22-1 -
Ta-1
raM
40-1 IV

isolados do género Azotobacten
20-aM
128
53
g
22
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de agarose &os plas&tz'.di.os an Tabela 2

estodo, can a migragio de plasmidios

Porcentagem de eliminacio
através do tratamento com agentes
plasmidios de pesos moleculares de "cura' em linhagens fixadoras de Ny.

de

ja conhecidfe, sendo utilizadas Simbolos: * = 90-100 coldnias em cada

linhagens padrfes de Escherichia tratamento

coli.

As - linhagens que Tratamentor

conprovadamente Ecstraram a Anostras

presenga &e plasmidios, foram B’"'g;‘ei;‘;’ode rerifiavica JOEiERR o

submetidas aos tratamentos coom anda

agentes de owra", com a A. brasifense 1,08 0,42 0,43 2,03

finalidafe dJde se eliminar estes 40-1 3,52 G,43 9,25 10,30
1ds 5.3 5,51 1,03 0,23 6,65

plasmidios. Neste processo, 2211 4,60 1,52 0,83 8,87

culturas de linhagens portadoras -

de plasmidio foram semeadas em

meio liquido contendo

concentragbes variando de 2 a

50ug/ml de brometo de etidio, .

acridina laranja ou acriflavina. Apos Figura 1 - Eletroforese em gel de

24 horas de incubagdo a 30°C, foram agarose de igsolados bacterianos .

selecionadas as culturas que se fizadores assimbidtices de Np e

deservolveram em concentraces
subinibitdrias dos agentes citados. No
caso ¢o tratamento pelo calor, as
culturas foram sareadas em meio
liquido e incubadas a 44°C por 24
horas. A sequir, as colonias foram
ensaiadas para se verificar a possivel
presenga de células nif~ { incapazes
de fixar Np}, utilizando-se a técnica
da réplica em veludo (9}, para meios
can e sem nitrogénio incorporado. A
camprovacio da perda dos plasmidios
foi feita através da eletroforese em
gel de agarcse. A porcentagem de
eliminacao foi calculada com o nimero
de colénias que eliminarvam o
plasmidio, em relagdo ao total de
coldnias submetidas ao tratamento. Nos
casos onde se conseguiu este intento,
as células foram posteriormente
ensaiadas para a wverificacdo de uma
possivel alteracho mo processo  de
fixag8o de Np, pela verificacio do seu
crescimento em meio sem nitrogénio
incorporado.

Resultados e Discassdo

A Figura 1 mostra © padriac de
migracéo eletroforética das linhagens

DISTASCIA {x, cm)

linhagens

3, 4, 5, e 7).
Canaleta Linhagem Peso Molecular (MD)

oYV B DN e

51 e 40%
2-2TT <0000 B4%
Rldrd19 =~ 62
Sa o - 23
sp?7 & ~. 125 e 65
40-1 - 92%
2307 54
CANALETA (N9}
H 2 3 4 5 & 7 a g i qt

portadoras de plasmidios, com

pesos moleculares conhecidos {(canaletas

et
beeveeed

bacterianas que apresentaram plasmidios. Nas demais amostras nio foram cbservados
plasmidios em nenhum dos métodos de eletroforese realizados. Através da reta de

padrenizagao (Figura 2) foi possivel estimar o

amostras 2 - 2IT, 53 e 40-1 camo sendo 64,

cbservar gue a presenca, “assim como o tamanho do
censtante, pols variaram com a especie,

deste material,

peso molecular dos plasmidios das

40 e 924, respectivamente. Pode-se

s plasmidios presentes, ndo foi um
mostrando a grande variabilidade genética

¢ Considerande a possibilidade de que algumas linhagens fixadoras de ¥z pudessem



347

apresentar plasmidios ndo visiveis em Figura 2 - Reta de calibracdo
eletroforese  (devido a0 pequeno namero de para estimativa dos  pesos
cipias), fez-se o tratamento com cloranfenicol moleculares de plasmidios a
nure tentatdva de amplificar o niero de partir de linhagens padries

cbpias destes plasmidios (15}. Verificou-se
que apbs este tratamento, apenas 2a lirhagem
401 mostrou a presenca de um plasmidio, ¢ que
nSo havia ocorrido antes do tratamento. Mo LTI T
processo de amplificacéo, o plasmidio continua

a replicar independente da replicagdo s -
cramossimica, e desta forma, © namero de
ofpias por ocflula aumenta, facilitando a
visualizacdo eletroforética {(2). beve ser
salientado que os isolados 74-1, 40-11V e
1aMS, ndo foram submetidos a eletroforese,
pois houve muita dificuldade em se retivar a
espessa camada dJe muco que oS envolvia
dificultando a ocorréncia de lise celular. Foi
feita uma tentativa de eliminagdo deste maco
ocm solugdo de EDTA, o gue nmac teve sucesso.

Cerca de 1.500 coldnias foram ensaidas
quanto & capacidade de fixar nitrogénio apds ©
tfratamento com agentes de "cura" e os dados
referentes a eostes experimentos estdo na .
Tabela 2. Entre as linhagens gue apresentaram 30 -
plasmidios, ndo se detectou a presenca de
genes plasmidiais enwolvidos com o processo de
fixagdo de Np. Isto fol comprovado pelo fato 2 -
d que apbs a eliminacio destes plasmidios com
agentes de "cura”, estas linhagens continuaram
a ter desenvolvimento normal em meio isento de
nitrogénio incorporado. Isto estd de acordo
cam  os dados obtidos por Kennedy e col. {8) e
Bobson (14) que tanbéw ndo encontraram relagio
entre os plasmidios cbservados nas varias
especies de Azoiobacter e Beljerinckda, com o
processo de fixacdo de Np. Uma excecao a
estes casos foi observada com as linhagens de A. biasifense Sp 7 que teve dlterada
a sua capacidade de fixagdo de Np, ao perder seus dois plasmidios, fato este também
verificade anteriormente por Lemos (10). )

Pode—ge cbservar na Tabela 2, que para estas linhagens estudadas, a maior
porcentagem de eliminagdo de plasmidics foi conseguida através do tratamento com
ecalor fvariacio de 2,03 a 10,3%), seguidc do tratamento com brometo de etidio.
{variacio de 1,08 a 5,5%). Os iratamentos com acriflavina e acridina laranja foram
menos eficientes, resultando em perdas de plasmidios que variavam de 0,52 21,03 e
0,23 a 0,83%, respectivamente.

2 perda de plasmidios pela acdo do calor ndo estd bem esclarecida, mas varias
explicacdes tém sido propostas. De acordo cam May & col. (11), a perda de
resisténcia a tetraciclina e penicilina conferida por genes plasuidiais em 3S.
aurens foi devida a uma menor taxa de replicacdo dos plasmidios a 44°C do que a da
prépria cdlula; scb estas cordicdes, o nimero de plasmidios se toma tdo reduzido
apds algumas horas de crescimento, sendo inclusive herdados de wodo irregular, onde
algumas células nem apresentam estes elementos. No entantoc, para Asheshov (1}, ©
calor apenas refletiu um aurento na taxa normal de perda espontanea de plasmidios
que occrre em longos periodos de estocagens. Zurkowsky (16), atribui a perda de
plasmidics por calor em R. trifofdl ao fato de que algums furgdes replicativas
codificadas por genes plasmidiais serem temperaturas-sensiveis.

O brometo de etidio como é sabido, .se intercala entre pares de bases de DA,
interferindo na acdo da DMA e R¥A polimerase (6).
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Resumo

A incidéncia da paracocciaioidomicose Ydoenca' nos Municipics e
nas Grandes Unidades do Estado de Sao Paulo e znalisada segunde a
procedéncia de 937 doentes. Dos;571 Municipios do Estado de Sao
Paulo, 212 apresentaram Casos da moléstia. Estes 212 Municipios
estio distribuidos sbbre todas as Grandes Unidadesdo Estado indi-
cando a endemicidade da doenca em toda a area estadual. A pesqui-
sa indicou. que existem diferemgas marcantes entre os Municipios
quanto a 1nc1dencza da paracoccidioidomicose "doenga'. As dife-
rencas na0 Sa0 tao marcantes quando calculadas as incidencias pa-
ra as Grandes Unidades de Territéric paulista. Os principais fa-
tores determinantes da paracoccidioidomicose doenca, referentes
so parasita, ao hospedeiro e ao meio ambiente sao dxscutzdos. Os
dados da pesquisa conduzem 2 conclusao de que a "reservaria" ou
"nicho ecologico" da paracoccidioidomicose pode situar-se em pe-
quenas areas, talvez mencres do que as dos Municipios.

Summary

Geographical distribution and morbidity nate of paracoccidicido.
mycosis in Sag Paule State Brazil

The incidence of paracoccidioicomycosis "disease" in the counties
and Great Territorial Unities of Sao Paulo State was analised ac-—
cording the origin of 937 patients. From a total of 571 Counties,
212 presented cases of the disease, These counties are distribu-
ted all over the State area, indicating that the disease is ende-
mic all over the State. The incidence differences are great among
the Counties and less marked among the Great Unities. Comments
were made about the main factors influencing the paracoccidicido-
wmycosis "disease™, the microorganism, the shost and ambiental
factors., The flndlngs of this research indicate the probability
for the "reservaria’ or "ecological niche" of Pamccccidicddes

-Rev, Microbiol., Sao Paulo, 18(4):349-356, Cut./Dez. 1987.
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brasifiensis to be situated in smzll or more restrict areas than
that of a County.
Introdacio

A ¢pidemiologia da paracoccidioidomicose pode ser abordada segqundo diversos
critérios:
1. Procedencia de doentes - Sdo numerosas as publicacdes, referentes a este topico,
nos estads de 8&0 Paulo, Rio Grande do Sul e Goias (7).
2. Provas sorofogieas - Excepcicnalmente a epidemiologia da paracoccidioidomicose
pode ser abordada sob este aspecto (7).
3. Reagées intradermicas - Indiscutivelmente a reacio intradérmica 3
paracoccidioidina & a arma mais eficiente na epidamiologia por ser capaz Ge
evidenciar todas as formas da paracoccidioidamicose, can  excecdo daquelas gque
ccorrem em deficientes imunologicos. De todas as publicagdes que tratdm da
epidemiologia da paracoccidicidomicose, abordada atraves da prova intraddrmica, as
que abordaram aspectos importantes ou que trazem revisdes amplas estSo citadas na
tese de mestrado deferdida por Fava (7) junto & Escola Paulista de Medicina.

Tal tese trata da epidemioclogia da paracoccidioidomicose no Estado de S3o Paulo,
gbordada através da procedéncia dos doentes. A diwulgacio, mais ampla, dos dados
ali referidos, fol considerada de utilidade e constitui o cbijetc desta publicagdo.

Material e Matodos

1, Pacientes - Foram estudados 937 pacientes de "paracoccidicidomicose  doenca™,
cadastrados, de 1953 a 1978, no fichdric particular do Prof. Fava Netto, quando
exercia suas atividades na Faculdade de Medicinae da USP. O diagndstico nestes
pacientes fol realizado através de exames, clinicos e cawplementares, micoldgicos e
imuroldgicos. Nem +todos o©s pacientes possuiam  todos os dados dos exames acima
referidos mas apresentavam a forma "doenca® da paracoccidicidomicose e refer@ncias
sequras quanto as suas procedéncias. O objetivo do trabalho & ¢ de analisar scmente
© aspectc paciente e procedéncia, se bem que, na epidemiologia da
paracoccidioidomicose cutros aspectos como: paciente e idade; paciente e sexo;
paciente e raca; paciente e profissac; paciente e drea de proced@ncia (urbana cu
rural) sdo importantes. Estes cutros aspectos, no entanto, foram desenvolvidos por
cutros pesguisadores.

2. Distribuicao geogragica no Estado de S@o Paulo - A distribuicio geografica dos
pacientes foi feita por Municipios do Bstade de S3c Paulo.

Dos 571 Municipios, 212 apresentaram a ocorréncia da moléstia.

Sequndo Antunes (2), o FEstado de S3o Paulo, situadc entre 20 e 250 de latitude
Sul, cortadc pele txdpico de Capricdrnic, possue a maior parte de suas terrvas em
planaltos, nap apresentando grandes variacbes climiticas. Com tenperaturas médias
de 18 a 229C, poucas vezes & assoladc por geadas cu longas estiZgens. Apresenta
vastas extensGes de solos arenosos e argilosos e dreas de solo eruptivo (terras
roxas) . :

Segundo o resmo autor, o Estado de S8c Paulo pode ser subdividido em gquatro
grardes unidade de relevo, cujas caracteristicas principais estfo resumidas na
Tabela 1.

A Figqura 2 representa o Estado de $8o Paulo com suas grandes unidade do zrelevo,
assim classificadas:

@. Baixadas e bacias - Altitude até 200m. Compreende o litoral e alguns Mondcipios
do Vale do Parajba. Os Municipios desta grande wnidade que apresentaram casos de
paracoceidicidomicose “"doenca” foram 9, 4 das Baixadas e 5 das Bacias,

b. Planatto cristaling - Rltitude de 800 a 1.200m e Sub-Regifo de altitude acima do

1.200m. Cs Municipios que apresentaram casos da moléstia foram 56 no Planal
Cristalino e 10 na Sub-Regizo. i



Tabela 1 — Caracteristicas

da grandes unidades do Estado de Sao Paulo

tnidides

altivucde

Terperatira

Crivas-média anual

Especificacdes

slanalio Cristaling

acé 200nm.

30C 2
zcima de 1,200mm

1L EC0mm

widia acime de 239C
De imvexto 17 & 199C
De vexdo 26 a 280C

wiiia abaixs de 209C

2.300 2 3.100m

acima de 3.000mm
xcecin: Bacia de
580 Favic e Vale do

Yassas do ar: Trepical
atlintica~ondas de calor,
olar arléntica—ondas

& frio

vercs de 20% da drea 4o
rstade, Corpreende Sexva <o
uzr, Serra da Manviqueira,
2aciz e S&0 Paulc e Calnz

b == .
SenmIRgiE0 Paraiza - 1.250m do vaie d&o Dereina, Massas
ée ar: Trepical atlintica.
solar atintica.
1.250mm viclentas de 13% da drea do Estado. drea
= - - outEre 2 margo. deprimida situada entre os
kil 300 2 300w, waain 30 TOree B sviacem acenvuaa Pianaltos Cristalings e
- i no inverro Sedimentar.
61% ca drea o Estarfo.
A paior parie enconira-se
B dentro da excesdo ¢limdtica
Planalte Sedimenw 260 & 400m wiédia de verdo 25 1.200mm de outubre dos vales dos grandes rios:

tar cu Ocidental

a 27eC

a maxrge

Grande, Farand,
e bovapei. Massas de ax:
Eqatorial, Continental
Polar atléntica.

¢. Depressdo periferica -
casos de moléstia foram 28.

d. Planatto sedimentar - Altitude de 200 a 400m.

casos da moléstia foram 109.

Para a localizacio dos Municipios
foi utilizado mapa do Estado
qual foram tracadas as 1
salientar que os Municipios
conforme as Figuras de Antunes,
ficou delimitada
rtante na discussdo dos dados.

qualquer mdo,
demenstrou ser inpo

3. Populacdo

resclveu-se tomar,
determinadas pelos recenseamentos

de Sac Pauvio,
inhas delimitantes das

localizados na Sub-regi
podem nd0 apresentar

Os Municipios que
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Alritude de 400 a 800m. Os Municipios que apresentaram

apresentaran

dentro das grandes unidade do  relevo paulista

com seus Municipios delimitados, sdbre o

Considerandoc que os dados foram coO
como populagie de cada Munic
de 1960 e de 1970,

grandes unidades.
Z0 do planalto cristalino,
altitude acima de 1.200m. De
pequena regido do Planalto Cristalino, que

ipio,
feitos respectivamente sete

E preciso

letados de 1953 a 1978,

a média das populagles

anos apds © inicio e oito ancs antes do término da coleta dos dados. Penscu-se que

estas médias szo represen
recenseamentos

foram obtidos

tativas da populagao de cada
do IBGE sendo entao

Municipio.

Os dados dos
calculados as médias

populacicnais.
Tais dados, em Tabelas, sao encontrados na tese de mestrado & Fava
(7), sendo impossivel reproduzi-los no presente trabalho.

4. Tndices epidemiologices - Dos indices epidemiolégicos sequndo Anderson (1) foi
utilizado o da Morpidade representado pela incidéncia - ambos oOs termos com a mesma
definicao.

Nimero de novos casos X 100.000/por ano

Mumero de habitantes.

_Este Indice & de real valor quando a moliéstia é de notificacao cbrigatoria o
nic acontece com a paracoccidicidomicose.
discutivel.

0 c que
Neste caso o Indice € de valor



Figura 1 - Incidéncia da paracoccidioidomicose doenca
por Municipios do Estado de S3o Paulo
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Resultades

Come ja referido, todos os Municipios do Estado de Sdo Paulo que apresentaram a
ccorréncia de casos de paracoccidicidomicose "doenga", devidamente localizados nas
grandes unidades do relevo paulista, tiveram suas populacdes médias calculadas.
Foram entdo, organizadas Tabelas com 0s nomes dos Municipios, a populacio média de
cada um, © nimerc de casos de paracoccidicidomicose ocorridos nos 25 anos em que
foram levantados os dados, e os indices de incidéncia da moléstia, As Tabelas
encontram-se na tese de mestrado 33 citada (7).

De tais Tabelas interessa citar que o menor iIndice de incidéncia g&a
paracoccidioidomicose na regido litoranea, reconhecidamente de baixa inciddncia e
onde pequeno namero de Municipics apresentaram casos da doenga, foi wverificado no
Municipio de Santos (0,0394). O maior indice de inciddnois da moléstia foi
verificado mo Munjcipic de Bastos (2,5634) situado no planalto ocidental oa
sedimentar,

A Figura 1 apresenta o mapa do Estado de  Sdo Paulo, com seus Manicipios. Os
Minicipios onde nic ocorreram casos de paracoccidioidanicose esto em branco.
Aqueles em gue ocorreram casos da moléstia se encontram representados de acordo com
05 seguintes Indices de incidéncia:
de 0,01 a 0,25

BRE
eeo
Z
)

Pode~-se verificar pela Figura 1 que a grande regiao do relevo paulista que
gpresentcu um grarde nimero de Municipios em branco e na qual os indices de
incidencia, hos Municipios em que ocorreram casos da moléstia, sdo baixos, foi a
das baiwadas e bacias. Fm todas as cutras ha Mumnicipios com incidéncia  alta,
acima de 1,00.

Da distribuicio dos Municipios pelas grandes unidades do relevo paulista foi
possivel extrairem-se as somatorias das popalacles, as somatdrias dos casos da
moléstia e dai calcular-se a incidéncia para cada grande unidade. A somatOria da
populacao & somente aguela dos Municipios que apresentaram casos da moléstia.

A Pigura 2 representa a incidsncia da paraccccidicidomicose assim calculada para
as grandes wnidade do relevo paulistz.
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Figura 2 -~ Incideéncia da paracoccidioidomicose doenga
nas grandes regloes do relevo paulista
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Os indices de inci@éncia sdo crescentes na sequinte ordem: baixadas e bacias,
planalto cristaline, depressdo periférica ¢ planaltc sedimentar, estas duas com
indices igquais. Verifica-se no entanto, que quando se delimitou a pequena Grea do
planalto cristalino com maior atitude esta sub-regizo Fol a que apresentou maior
incidéncia da moléstia.

A andlise da Figura 1 sugeriu, também, que poderia haver walor ocorréncia nos
Mmicipios situados sSbre a lirha limitrofe do planalto eristalino com a depressio
periférica. A incidéncia total para tais Mmicipios nZo foi, no entanto, diferente
daguelas verificadas para a depressao periférica e planalto sedimentar.

Discussac

A epidemiologia da paracoccidioidomicose & complexa.

Particularmente quando abordada através da ocorréncia de casos clinicos, onde
todos os fatores interferentes merecem consideracao (7). Ainda mais, por néo ser
moléstia de notificacdo campulsoria ndo existem registros de casos da  doenca de
facil acesso, .motive pelo qual considerou-se de utilidade a diwlgacdo dos dados
acui recolhidos.

(uanto acs fatores ligados ao parasita sfo clissicos o8 conhecimentos schre a
importancia do mmero de micrébios e da sua viruléncia na prodagéo da doenca.
Assim, na histoplasmose "infeccao epidémica” ha, de regra, & ocorréncia de sinais e
sintomras que se acompanham das respostas immes celular e humoral. Estes
acontecimentos sao atribuidos, neste caso, a0 grande ninero de micrdbios que
atingem o hospedeiro. Na paracoccidioidomicose sabe-se da ocorréncia da  "infecgdo
assintomatica”, mas quase nada sobre a ocorréncia de “infecgdo sintomatica’. Na
paracoccidioidomicose “doenca” existem OS casos de formas disseminadas agudas, due
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ocorrem em individuos jovens que se curam de modo surpreendente com o tratamento, o
que leva a suposicdc & ter sid & infeccdo ocasionada por grande nimero de
micrdbios cu por micrdbio de maior viruléncia. Isto venceria a resisténcia natural
do  hospedeito com a disseminacic da doenca. Neste caso o tratamento, bem sucedido,
indicaria que ¢ paciente € normal e n3o deficiente iminolégico.

Ja foi demonstrado que € possivel aumentar a viruléncia do P, brasiliensis por
passagens  sucessivas  em  animal suscetivel {4).Em condicdes experimentais,
fixando-se o nimero de micrdbios viaveis que sio injetados, € possivel estudar a
viruléncia diferente de cada anostra de P. brasiliensis. A viruldncia passa entdo a
ser responsavel pela patogenicidade. A patogenicidade diferente, de amostra para
amostra pode estar relacionada com a composicdo quimica diferente da parede &
fungo { 17, 18). Por sua wez a composicdo quimica diferente da rarede celular pcde
ser responsavel pela demonstracio de que a comrosicao  antiginica, tanbém, &
diferente d&e anpstra para amostra (19). As determinantes antigénicas, presentes na
parede do fungo, podem encontrar receptores especificos nas cdlulas do hospedeiro
que facilitam a aderéncia, a penetracdo e a sua colonizacgio no hospedeirc. .

Nao existem, ainda, estudos que procurem correlaciorar a patogenicidade de
awostras do  Paracoceldioldes brasilfiensis sequndo a procedéncia dos pacientes dos
quais foram isoladas., Sabe-se, no entanto, que para determinadas areas geograficas
as manifestacdes clinicas da doenca sio diferentes.

Os fatores ligados av hospedeiro parecem bem mais imnportantes na eclosic da
paracoccidioidomicose "doenca". O homem parece constituir-se no Unico animal
suscetivel & paracoccidioidomicose "doenca™ com exces3o do caso descrito em  nacaco
(10). O P, brasiliensds J& foi isolado de tatus (Dasypus novemedinctus) (7). Dentro
de sva suscetibilidade exclusiva a espécie humena &, no entanto, bastante
resistente & ‘"doenca". J& a paracoccidioidomicose "infecgdo assintcmAtica” &
frequente na espécie humana atingindo 25% da populacdo no Estado de Sso Paulo 8},
e meis frequente ainda em ocutras espécies animais (6, 15).

A principal causa, determinante destas diferencas de suscetibilidade das
espécies, parece sexr a constituicdo genética. A ocoxrréncia de mais de um caso de
paracoccidicidomicose "doenga" mima mesma famiiia {9}, aconteceu entre irmdos ou
entre pais e filhos, que apresentam maior semelhanca genética. NSo acontecey entre
marido e esposa (9) apesar da maior exposicio desta & infeccio (8) ; pois, neste
caso, & oonstituigio genftica diversa da esposa  condicionon somente a
paracoccidicimicose "infecgao"., Na mesma lirnha de consideracies pderos incluir as
ragas bumanas, Acreditava-se que a raca amarela fosse mals suscetivel a
paracoccidioidomicose “doenca”. Os dados da presente pesquisa ndo excluam tal
possibilidade. © Municipio de Bastos, situado no planalto sedimentar do Estado de
S0 Paulo, foi o que apresentou ¢ maior indice de paracoccidioidomicose  "doenga"
{incidencia de 2,5634) e todos os cinco pacientes procedentes deste Municipio eram
japoneses,

As diferencas genéticas justificam as diferencas das espécies animais frente a
infecc8o experimental. Os cies apresentam "infeccio” sem "doenca", os cobaios e os
bovines apresentam “doenca” localizada que raramente se dissemina; os hamsters, os
camundongos e Proechimys guayanensis apresentam disseminagdo da infeccio. Estas
diferencas genéticas, condicionando major suscetibilidade a infeccao experimental ,
ticam melhor caracterizadas quando sio estudadas em linhagens isogénicas de
carundongos (5} . ‘ '

Qutro fator relacionado com o hospedeirc humeno € representado Por  hormmonios
femininos. A paracoccidicidomicose “doenca" acontece na proporcao de 14,7 homens
para 1 mulher (11) e sequndo demonstracio "in vitro" (16} o©s hormoniocs femininos
inikem o crescimento do P. brasiliensis. Tais diferencas inexistem para as criancas
(7). .

& idade, ¢ue parece ndo ser importante quanto a paracoccidioidomicose infecgdo,
exerce influéncia no aparecimento da paracoccidioidomicose “doenca". Assim sabe-se
Que a paracoccidicidomicose doenca é mais frequente acima dos 30 ancs. E provavél
que ocorra, nestes casos, a recaida de complexo primaric Ge infeccao adquirida
antes, como estdo a sugerir os casos descritos na Eurcpa e nos  Estades Unidos em
pacientes que viveram na zona enddmica da moléstia e que ficaram doentes mnitos
anos depois, vivendo em zona ndo enddmica. Nada se conhece quanto aos fatores gue
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condicionam tal ocorréncia. Estas consideracfes sZo pertinentes pois irdicam a
relatividade dos dados agqul apresentados. Assim  pacientes procedentes de
determinado . Monicipio podem eventualmente ter adquirido a infecgdo em cutro,
através de uma visita, por exemplo.

Outros fatcres condicionantes do aparecimento da paracoccidioidomicose *doenca®
podem estar relacionados ao meio ambiente.

Trabalho anterior (12) indica a ser "reservaria” da paracoccidioidomicose situada
em altitudes de 150 a 400 metros., A Figura 2 deste trabatho, indica que, guando s&o
consideradas as grandes regides do Estado de 830 Paulo, oS indices de incidéncia da
paracoccidicidomicose sdo baixos para altitudes de atd 200m; praticamente iguais
para altitudes de 200 a 800m, pouco menores para altitudes acima de 80Cm. O que
ressalta dos dados, o entanto, € fato de que, w@a Ve delimitada umA pegquena
sub-regifio do planalto cristalino, que teria altitude superior a 1.200m, a
incidéncia da paracoccidioidomicose "Joenca” fol major do que em qualquer outrz
regido. .

Cuanto a influéncia da temperatura, trabalho experimental {13, 14) demnstroa a
sna importancia na eclosdo das jesdes. As variacdes da temperatura no Estado de S&o
paulo ndo sio orandes. S0 mais altas, médias anuais acima de 239C, no Litoral e
planalto sadimentar. No presente trabalho a incidéneia da paracoccidioidemicose foi
diferente nestas grandes regides. A depressao periférica que apresenta médias
amualis de  tewperatura praticamente iguais as do planalto cristalino apresentou
incidencia da doenca igual & verificada no plapalto sedimentar. Para estas
veriacdes pequenas da temperatura esta pesquisa ndo indica diferencas quanto a
incidéncia da paracoccidioidomicose doenca.

Fator anbiental, que seria importante para a sobrevivéncia do P, brasiliensis no
solo, & a unidade.

A oeorréncia da paracoccidioidamicose doenca correlacionada coro este fator, fol
galientada aun pesquisas antericres (3, 11 e 12}). A '"reservaria" da
paraccccidioidomicese sitvar-se-ia em regides Umidas, proximas acs grandes rios, de-
matas, de solos férteis,

0s dados aqui apresentados revelam, no entanto, que maitcs Mardcipios situvados
nos  vales dos grandes rios como o Rio Grande e o xio Parana n3c apresentaram casos
de paracoccidioidomicose doenga. A ocorréncia foi muito baixa na regido do Litoral
onde a umidade é alta. Devido ac que se admite stbre a etiopatogenia da
paracoccidioidamicose, € possivel que a ocorréncia de periodos alternados de
wmidade (chuvas) e de seca (estiagens com ventos) terhan waior importadncia na
epidemiologia da doenca.

0s dados da presente pesquisa revelam Indices de incidéncia da
paracoccidioidomicose doenca, para O Estado de S80 Paulo, semelhantes aos j&
referidos na literatura (14) para o Brasil, Argentina e Paragual.

Da analise dos dados ressalta o fato de que fatores ambientais nd6 seriam
suficientes para explicar maior ou menor incidéncia da paracoccidicidomicose
"goenca", quando considerados para grandes regides., E possivel que em regides
menores como as aqui apresentadas, Sub regifio do Planalto Cristalino e Muni¢ipios,
quendo analisadas quanto acs fatores anbientals possam conduzir a desccberta dos
iiichos ecolgicos™ ou “reservaria® da paracoccidioidomicose, além ' de melhor
caracterizar a influéncia de tais fatores no aparecimento da paracoccidioidomicose
“doenga". .
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Resuan

£ relatado mais um caso de dermatofitose por Talchophytfon Lonsu-
hand ocorrido no Rio Grande de Sul, e comentado seu provavel sig-
aificado.

Sumary

Trnichophyton tonsunans: description roé a ease seen in the Stale
of Rio Grande do Suf, Brazil :

Another case of TrichophyZon Zonsurdns infection in Rio Grande do
Sul is described. The importance of this finding is commented.

Introducdo

As referdncias no Rio Grande do Sul sobre o Trichophyton tonsurans, mo que tange
3 ocarréncia de infecgdes, s3o yaras. O primeiro relato & devido a Assis 1) que em
1929 publicou um caso autfctone de dermatofitose por T. fonsurans em nosso Estado.
A presenca deste fungo nZo foi assinalada em inquérito realizado no periodo de
1960-1979, no interior do estado {5).

No entanto, em 1981, foram relatados trés casos de infeccio por T. Zfonsuwwans em
criancas procedentes da Paraiba e Ceard {6). Recentemente, fol camnicada uma
epidemia envolvendo 11 casos, ocorrida em um abrigo de menores, na capital do
Estado (2). A origem da infecgdo, nesta epidemia, ndo foi assinalada.

T. Zonsuwwans & um dermatSfito que ocorre nos estados brasileiros situados na
faixa intertropical (4). E a espécie dominante nos estados das regides Norte e
Nerdeste e sua prevaléncia é tanto maior quanto mais setentricnal for a regido
(6} .

Em nosso servico obtivemos, no decorrer doc cutono de 1986 um caso de
dermatofitose por Trichophyton Ztonsukans, em crianca, residente na grande Porto
Alegre. Este achado de um novo caso faz pensar na possibilidade da implantagdo
desta dermatofitose em nosso Estado, justificando sua publicagao.

Caso cfinico - Paciente: L.M.S.; Sexo: Feminino; Idade: 2 aros; Perido de evolucio
da infeccdo: 4 meses.

Aspecto e Rocalizac@o da Besdo: uma &rea circular de tansura no Couro cabeludo,
redindo 9,5cm de difimetro, cuja superficie apresentava-se ccherta de escamas
acinzentadas.

Material e Métodos

Exames nulwﬁgi.c.oa - Os pelos foram epilados e as escamas obtidas pelo raspado da
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lesdo. O material foi montado em solucdo de hidrdxido de s&dio a 10% e examinado ao
microscdpio. . 9 cultivo foi realizado em agar Sabouraud adicicnads de ciclcheximida
. & cloranfenigol, e incubado a 259C, . o . :

Resultadbs e Discussao

20 exame direto, os pelos apresentavam-se repletos de cadeias de artroconidios,
medindo 5 a 8mm, levbrando o aspecto de "saco de nozes"; as crostas continham hifas
hialinas, septadas e ramificadas, em grande parte fragmentadas em artroconidios. A
partir do material semeado dbservou~se © crescimento de coldnias brancas, de
aspecto aveludado no centro e pulveroso na periferia, .

O verso das coldnias mostravam pigmento cor de ferragem (Figura 1).
Micramorfologicamente, as colénias eram compostas de hifas hialinas, septadas e
ramificadas. -

Intmeros microcanidios nasciam de hifas intumescidas.

Os microconidios mostravam forma e tamanhos variaveis.

Clamidoconidios também foram cbservados (Figura 2).

Os caracteres macro e micramwrfolégicos permitivam identificar a col@nia camo de
T. Zonsunans, sequndo os critérics de Georg (3). ] .
T, fonsurans foi introduzido nos Estados Unidos por imigrantes mexicanos e, uma
ver instalado tornocu-se a espécie dominante, substituindo Microsporum audowini (7).
E possivel que, fato semelhante esteja ocorrendo nos estados do sul do Brasil, onde
aquele fungo tem side introduzido por imigrantes dos estados do norte e do nordeste

{6).

Dos casos Sul Rio-Grandenses, o descrito por Assis {1) é tid cam autdctone. Os
tres casos relatados por Ramos & col. (6), sio considerados de importagio.
Lamentavelmente ndo foi investigada a origem do caso detemminante da microepidemia
verificada por Bassanesi (2) e, nd3o foi possivel detectar a origem do presente
caso. Porém, a ocorréncia desta microepidemia e & do caso isolado, ora relatado,
deixam claro a possibilidade da exist@ncia de maior nimero de infecgdes por este
dermatofito em nosso Estado. Esta possibilidade serve de alerta a c¢linicos e
micologistas para o aparecimento de um importante problema de salide piblica.

Figura 1 - Colonia de T. Jfonsurans' Figura 2 - Microconidios de T. fonsuwrans em
com 7 dias de crescimento em Agar KOH 10Z
de Sabouraud adicionado de

Cicloheximida e Cloranfenicol
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Resunn

Investigou-se a atividade antifingica de benzamidas da O-metilti-
ramina, isoladas de uma laurdcea brasileira, e de alguns de seus
precursores e derivados frente a diversas leveduras e fungos fi-
lamentosos. Umz das substancias (2-6-diidroxibenzoato de O-metil—
tiramina) mostrou-se particularmente ativa, inibinde o crescimen—
to de todas as culturas estudadas com excecio dos fungos do geéne—

ro AspergLLlus.

Sunmary
Antifungic activity of natuwral amides

The antifungic activity of N-benzoyltyramines and their precur—
sors, isolated from a Brazilian Lauraceae was investigated. Ome
of the substances, §-2,6-dihydroxybenzoyl-O-methyltyramine proved
te be active against several of the selected microorganisms.

Introdugdo

A terdéncia atual na pesquisa de produtos naturais visa ao isolamento de
principios ativos das plantas para uma possivel aplicacao pratica.

Embora a maioria dos antibidticos antifiingicos tenha sido ate agora fornecida por
microrganismos, as plantas também podem ser fontes potenciais de substincias com
essa atividade (8). ‘

Sabe-se que muitos fungos sfio capazes de genminar na superficie de plantas mas,
suas ralzes em crescimento scbrevivem ao ataque de inlmeros microrganismos que
seriam capazes de destrui-las (5). Também os lenhos de plantas supericres resistem
a0 ataque der fungos, bactérias e animais marinhos. Existe pois nas plantas, wm
mecanismo protetor que se deve a presenca de substincias antibidticas de natureza
especifica - (4). De fato, miitas subst3ncias possuindo forte atividade antibidtica
foram cbtidag de extratos de plantas utilizadas popularmente 1o  tratamento de
micoses, como o falcarindiol isolado de Schedffera digitata (7) oz o poligodial de
Pseudowintera celonata (6}, para citar apenas alguns exemplos. &ssim, a medicina
popular gue utiliza infusdes ou extratos vegetais para o tratamento de infecges,
pode ter uma base quimicterdpica (8).°
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Bn um programa de triagem de extratos de plantas brasileiras para avaliagdc de
atividade antibibtica, verificou-se que o extrato cloroférmico de frutos e calices
de Aniba nipafia (Nees) Mez (Lauraceae) possui forte atividade in vitro frente a
bactérias ¢ leveduras (2).

0O estiido fitoguimico desse extrato mostrou que oS constitiintes mals abundantes
sfo benzimidas de O-metiltiramina (Figura 1, estruturas I, II, ITI, e IV) que
ocorrem nessa especie vegetal ao lado de alguns de seus precursores camwo a
O-metiltiramina (VII) e o Aacido 2,6-diidroxibenzbico (X} e de outros tipos de
produtos naturais {1). Com excecao da amida I que j& foi isolada de rutaceas (3}, &
a primeira vez que essas amidas sdo isoladas de plantas. '

Neste trabalho investigou-se a atividade desses compostos naturals, de seus
precursores (ViI, VIII, IX e X) e de alguns derivados sintéticos (V e VI) frente a
leveduras de interesse médico e frente a alquns fungos filamentosos, dexmatofitos e
produtores de aflatoxinas, sendo que a atividade frente a bacterias j& fol relatada
(Parbosa Filho e col. Phytochemistry, no prelo). ‘

Material e Métodos

0s fungos estudados foram: Candida afbicans, Candida Lropicakis, Cayplococeus
neoformans, Rhodotornula nubra, Torulopsds glabrata, AspengLllus flavus, Asperngiflius
parasiticus, Aspergillus sp, Microsporum cands, Microsporum gypseum, Thichophyion
aubmygm, sendo as culturas procedentes da Micoteca do Departamento de Micrcbiologia
3o Institutc de Cisncias Bicmédicas da Universidade de S3o Paulo.

As estruturas das substincias estfio representadas na Figura 1. Para avaliagdo da
atividade antifingica frente as leveduras, erpregou-se & téonica de gifusdo em
igar. Para tanto, 18ml de &gar Sabouraud-dextrose foram inoculados com uma
suspensio de levedura em solucBio fisioldgica (escala 3-Mac Farland) e amostras de
30yl das solucbes das substincias em DMSO/HC 50% (0,5mg/ml) foram introduzidas em
cavidades nas placas de Agar., Tanbén foram ensaiadas amostras do solvente e do
antifingico Ketoconazol, como controle. As placas foram incubadas a 35°C e as
leituras realizadas apds 48 horas.

Para avaliacio da atividade frente a fungos filamentosos foi utilizado o metodo
de diluicdo emn série em meio ligquido {Sabouraud-dextivse), em concentracdes que
variaram de 500ug/ml a 62,5ug/ml. Os fungos foram incobados & temperatura de 25°C e
as leituras realizadas apDs intervalos de 5, 10, 15 e 20 dias.

" Resultados e Discussdo

Nos ensaios com leveduras fol avaliada a atividade das 4 amidas naturais, dos
seus precursores acidos benzdico, salicilico, diidroxibenzéico e O-metiltiraming e
dos seus derivados V e VI,

Os difimetros (mm) dos halos de inibigho, para a concentracio de 500ug/ml, foram
oz .seguintes: Amida III: . afbicans (16), C. Dropdicalis (10), C. neofommans (14),
R. nubka (15) e T. glabrata (9); Acido benzdico: R. aubaa (15); &cido salicilico:
R. subra {17); acido 2,6-diidroxibenzdico: R, Rubra (14) e Xetooocnazole
(antifingico padrao): C. neoformans (35) e R, aubra (23},

_ Verificou-se entdo que a substancia IIT inibin o crescimento de todas as
leveduras ens‘a:.a@as e que as demais substancias foram camletamente inativas com
excecdo dos trés acidos que inibiram R. subra, E interessante cbservar que as
amostras estudadas de C. abbicans e T. glabrata sio resistentes ac antifingico de
referencia.

 Pelo método da diluicdo em série com os fungos filamentosos, s0 foram ensaiadas
as  quatro amidas naturais. As concentracCes inibitfrias minimas desses compostos,
frente aos dermatofitos estdo apresentadas na Tabela 1. Eubora apenas a awida ITT
tenha se mostrado ativa contra as leveduras, todas elas inibiram o crescimento de
pelo menos um dermatofito. Nenhuma delas entretanto inibiu o crescimento de
qualquer dos fungos do género Aspergillus, até a concentracado de 500ug/mi.
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Figura 1 - Estruturas Tabela 1 - Concentragdes inibitérias
quimicas das  substancias minimas de amidas naturais (ug/ml) frente
ensaiadas ' a dermatofitos.
Simbolos: NI = HNenhuma inbi¢do até
R, 500ug/ml
H,co-< }cm—cn,-nn—c@
Onz Substancias’ M. cancs M. gypseum T, Aubium
IR, =R =H I NI 250 500
1 125 . 125 125
IR, =H. R z0H I 250 250 250
v NI NI 125
HER, =R,=0OH melo + fungo WE NI NI
. eio + fungo + solvente NI NE 334

v R, = OH, R, = OCH,

VR, - R, = 0CH,

VIR, =R, =0C.CH,
0

VI $1,EG -@cn,—cn,—nn,
il <}c"0
= ~oH

i \-c’o
c=d NN
OH

o
g
aH
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AVALIACKO DA MICROBIOTA FUNGICA EM LODO DIGERIDO SUBMETIDO A TRA-
TAMENTO QIIMICO E TERMICO
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Fesumo

Amostras de lodo digerido bruto e centrifugado apresentaram alta
incidencie de bolores (Aspergilffus, Fusarium, Scedosporium, Peni-
cillum, Cephafosporium, Verticillium, Thichodeima e outros gene-
ros) e leveduras (Candida, Taichosporon, Rhodotonula, Tomulopsis
e Geotrnichuw). Apés tratamento térmico (509C a 115°C durante 5 2
15 minutes) nzo houve redugio do nimero de géneros ¢ colonias de
fungos. Apds tratamento quimico {(cloreto férrico e cal) houve re-
ducdc de 507 no nimero de géneros de bolores e 70% no numero de
coldnias de levedura. Concluiu-se que lodos de esgoto provenientes
de digestores apresentam alta contaminacao por fungos e os trata-
mentos utilizados nao reduzem seu teor em niveis significativos.

Sumpary

Valuation of mofds and yeasts inhaw sfudge after thermic and che-
mical ireatment

Samples of digested and centrifugated raw sludge presented high
incidence of molds (Adpengd , Fusanium, Scedosporium, Penicil-
Lium, Cephalosporium, Verticillium, Trichodesma and others gene-
ra) and yeasts (Candida, Trichosporon, Rhodotorulsa, Torulopsds
and Geotrichum): Tollowing thermic treatment (50°C to 113°C du-
ring 5 to 15 minutes) no reduction in the number of the fungi ge-
nera and in the colony forming units was observed. Chemical
treatment by ferric chloride and lime removed 30%Z of the mold ge-
nera and 707 of the number of yeast colonies. The results indica-
te “that digested sludge presented high fungl contamination which
failed to be reduced significantly by the proposed methods.

Introducao

A etapa de disposicdo final de lodos de esgotos consame de 30 a 40% dos custos de
uma estagdo de tratamento (9). Afim de se minimizar esse alto custo, solugbes tem
sido preconizadas como por exemplo a sua utilizagéo para fins agricolas. Nesse
gentido, we das limitacOes & a presenga de patOgenos relatada frequentemente em
lodos digeridos (3, 6, 8).

BEm nosso meio, Martins & col. {7) verificaram em lodos digeridos submetidos a
tratamento quimico, uma reducdo de coliformes fecais (99,9%), estreptococos fecais

Rev. Micrabiol., S3o Paulo, 18(4):363-365, Out./Dez. 1987.
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(99,6%), salmonelas (98,73}, enterovirus (75%) e de ovos de bhelmintos
eficiéneia do tratawento térmico na eliminacic de

Assinalaram ainda a mehor

{99,6%).

bactérias e ovos de helmintos, porém alta efici@ncia na eliminacao de erterovirus

(100%).

Devido & auséncia de estudos relativos a fungos em lodos de esgotos, © cbjetivo &
& caracterizacac desses microrganismos em  lodos digeridos de wma FEstacio de

Tratamento de Esgotos de
térmico e quinico.

Material e Métodos

Foram ocolhidas, de marco a novembro de
1981, 62 amostras de lodo de esgoto da
Estagado de Tratamento &e Esgotos de Vila
Iecpoldina, S3o Paulo, distribuidas da
seguinte maneira: a) 11 amostras de lode
digerido cbtidas na saida &o
biodigestor; b) 11 amostras de lodo
centrifugado «btidas na saida da
esteira; ¢} 11 anostras de lodo prensado
{(lodo digerido sulwetide a tratamento
quimico com cloreto férrico e cal); &)
17 amostras de lodo fluidizado (lodo
digerido sukmetido a tratamento térmico
- 500C a 115°C durante 5 & 15 minutos)
obtidas diretarente no pateo de secagem;
e) 12 amstras de lodo fluidizado
obtidas apds 30 dias no pateo de
secagem.

Fram semeades Tml de wa diluicdo
/100 em placas de Petri com Agar
Sabouraud adicionado de 100pg/mi e
cloranfenicol. A sequir as placas eram
incubadas em estufa a 25°C &urante 5
dias ¢ as colonias eram contadas e
identificadas genericamente através dos
métodos usuais de identificacao
micologica (1, 2).

Resultados e Discussaoc

Os resultados estio expressos na

Tebela 1, onde cChserva-se a alta
ocorréncia tanto de bolores como de
leveduras. A maioria desses fungos tem
seu habitat ro solo e, pelo sew modo de
dispersdo, sdo encontrados mos mais
variados ambientes. Dos 28  génercs
detectados, em*tormno de 60% tem como uma
das vias de dispersdo, o ar atmosférico,
sendo encontrados em alta frequéncia na

S&o Paulo, assim camo de lodos submetidos a tratamento

Tabela 1 ~ Numero de coldnias de fungos
isolados em lodos de esgoto cobtidos na
Estagao de Tratamento de Esgotos de
Vila Leopoldina, 53¢ Paulo.

Simbolos: LD = Lode digerido; LC = Lodo
centrifugado; LP = Lodo prensado LFAC =
Lode  fluidizado, amostras  comuns;
LF~30d = Lode fluidizado apds 30 dias;
() = N0 de amostras analizadas; - =
Isolamento negativo

Géneros de iD. w ip IFAC  LE.308
fungos 11y 0 1y (17 (12}

Bolores

Aspengifius 177
Cladosporium
Monotospora
Phoma

Fusarnium
Scedys porium
Penicilfium .
Cephatosporium
Dendrostilbelta
VentielLliwm
Trichoderma
Mucon
Peynoneliceq
Paecifomyees
Ewrnotium
Morasous
Scepitaniopsis
Helicodendhon
Syncephalas L
Rhizopus
Abteanania

Nao esporulados

Total 198 585 216
Madia 27,4 '!4_,6 18,0 34,4 18,0

Leveduras

Landida 5 87
Tricheaparon 2 25
Rhodotoruta 20 25
Torulopsis 1 3
Geotrichum 4 10
Cryptococous - -

Total 102 150 2
Madia 9,3 13,5

b
.
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regido da Grande S3o Paulo (5) e relacicnados com alergias das vias respiratdrias

no  harem*. Apesar de nfo  tevenm

* Gasbale, W.; Mohovic, J.; Paula,

C.R.;

sido identificados até espécie, esses géneros

Correa, B. & Purchio, A. - Testes

intradérmicos com 42 extratos alergdnicos de fungos anemdfilos isolados em 830
Pauio, Brasil - Apresentado no XIV Congresso Brasileiro de Microbiologia Vigosa,

1987.
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abrangem representantes potencialmente patdgencs para wra grande variedade de
plantas (4).

Mo lodo sukmetido a tratamento quimico, houve wra redugao de 50% no namero de
géneros de bolores, fato ndo cbservado 1o lodo apds tratamemto térmico,
possiveimante pela ocorréncia de recontaminacao.

Com relacio as leveduras nao houve aiteragdo significativa no numero de géneros,
mas houve vedugio de 70% no nimero de colfnias apds tratamento quimico.

Pelo exposto conciui-se que lodos de esgoto provenientes de digestores apresentam
alta contaminacio por fungos e os tratamentos utilizedos nic reduzem o seu teor em
niveis significativos.
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Fesuno

Scopulaniopsis brevicaulis é considerado fungo oportunista e tem
sido associado a processos patologicos, tanto no homem como nos
animais. 0 presente trabalho relata, pela primeira vez em nosso
meic, o isolamento desse microrganismo em equinos (cineo) e em
caes (£res) com dermatose cromica. A maioria das amostras isola-—
das apresentou dimorfismo térmico, fase filamentosa & 250C e fase
leveduriforme 2 37°C, fendmeno observado em alguns fungos patoge-
nicos., Convém ressaltar que 2o exame direto do material obser—
vou-se tanto estrufuras caracteristicas da fase filamentosa como
estruturas leveduriformes.

Summary

Seopulariopsis brevicaulis: etiologic agent of denmatosis in dogs
and horses .

Scopulariopsis brevicaulis in comsidered an opportunistic fungus,
which causes many clinic manifestations in man and in other ani-
mals. This paper relates the isolation of S. brevicaulis from
horses (five) and dogs (three) with chronic dermatosis. The cul-
ture presented dimorphism, mould phase at 259C and yeast-~like
phase at 37°C, phenomenon related to .the several pathogenic fun-
gi. Under microscopic examination, the clinical material revealed
structures of the mould phase and the yeast-like phase.

Rev., Microbiol., S3o Paulo, 18{4):366-370, Out./Dez, 1987.
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Seopularniopsis brevicawlis & considerado um fungo oportunista, frequentemente
isolado de diversos materiais biclégicos e regpansavel por quadros ¢linicos
variados, tanto no homem ccmo em animais (10, 2. lesdes cutineas semelhantes &s
dermatofitéses 32 foram referidas nas espécies bovina e suina, sendo este fungo,
citado também, cam responsavel por aborto em bovinos e com  agente camisal de
diversas manifestacoes patoldgicas em cammdongos, apds inoculacao peritcneal (1,
8, 9, 106, 16).

Hn estudos anteriores verificou-se gque S. breulcaulis aspresenta dimorfismo
térmico (M=Y), fenfmeno observade na maloria dos fungos produtores de micoses
sistémicas e que estd relacionado com a patogenicidade (4, 7).

0 presente trabalho relata, pela primeira vez em nosso meio, o isolamento de S,
brevicaulis de equinos e de cies com dermatose crdnica. : '

Makerial e MEtodos

Animais - Foram estudados tr8s cies e quatro eguinos com lesOes cxGnicas crostosas
e com alopecia. Esses animais apresentavam grande diversificidade quanto a
localizaciic e extensio do processo. Nos equinos (dois) dbservaram-se lesbes
ciramscritas a uma determinada &rea (extremidade distal dos membros anteriores,
primeira falange); ros cutros dois animais houve dissemingcdo do processo com
jesdes generalizadas. Nos cies (8ois) ocorreram lesces miltiplas na regifio central
(tordcica e shdominal) e faces interna e externa dos pavilhdes auriculares,
encuanto no  terceiro cao, as lesdes localizavam-se na regido dorsal, cauda e
mexbros.

Procedimentos micoldgicos - Bs crostas e pelos cbtidos dos animais cam lesdes foram
clarificados com potassa a 30% e cbservados diretamente ao microscopio,

0 cultive foi efetnado em &gar Sabouraud-dextrose (Difco) acrescido de
cloranfenicol (100ug/ml) e em Agar "Myccbiotic” (Difco), cam incubagdo a 259C, e
cbservacdo até 40 dias. As culturas foram identificadas através de técnicas
micoldgicas usuais: caracteristicas macroscOpicas e microscépicas estudadas através
de colonia gigante, em Agar Sabouraud-dextrose, e através de microcultivo, em agar
batata {Técnica de Ridell, 17). A chave de classificagao empregada foi a de Morton
& Smith (13).

As colfnias isoladas foram também cultivedas em &gar Malte (Oxoid}, acrescide de
extrato de malte, incubadas & 37°C, em atmosfera de 5 - 10% de CO,, para a cbtencio
da fase leveduriforme (7}.

Resultados

Achados micoldgicos - O exame direto do material revelon em alguns casos
estruturas  globosas, ovais ou piriformes, com brotamento, catenuladas, com parede
espessa e refringente, com ou sem filamentos., Em outros casos foram observadas
hifas septadas, ramificadas, conidiéforos curtos, com conidics lisos ou verrucesos,
isolados o1 em cadeia {Figura 1}. :

8. brevieaulds foi. isolado en cultura pura apbs 10-20 dias de incubagdo,
apresentando inicialmente colfnias claras, membrancsas e glabrosas. Apds 20 dias as
colfnias tomavam-se marrons, granalosas e pulverulentas (Figura 2). Ao exame
microscopico chservaram-se hifas septadas, ramificadas, aneldforcs, aneloconidics
globosos cu ovais {5 x 9m), com a base truncada, lisos oa verrucoses (Figura 3).

Trés culturas cbtidas de cies e uma de equino apresentaram dimorfismo térmico,
apds 3 repigues adaptativos, crescendo em consisténcia cremosa ou micosa (Figura 2).

O exame microscopico revelou células hialinas arredondadas cu ovaladas, can e
ol mais gaimla,s, em base larga ocu estreita, medindo de 4 a 12» de camprimento por 4
a 7u de diametro (Figura 4). :
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Figura 1 - Raspado de pele e pelos de equino onde observa—se hifas
ramificadas e septadas observa-se hifas ramificadas e septadas,

conidiéforos .Curtos, fiilides em arranjo de penicilius e conidios. (100x e
400x)

Figura 2 - Colcnias de S: Figura 3 - Aspecto microscdpico da
brevicaulis na fase miceliana e c?lon%a de S, . brevicaulis na fase
leveduriforme (M e ¥) miceliana (M)

Discuss3o e Conclusdes

8. brevicaulis & um furge cosmopolita f i i
s v 1 requentemente isclado do solo de
tropicais, com propriedades proteoliticas e que vam emergindo no campo da mgggégfz
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médica como agente  etioldgico  de Figura 4 = Aspecto microscdpico  da

varias lesdes (2). coldnia de S. brewlcaulis na fase
Desde 1910 @ste fungo & citado ocomo leveduriforme (¥)

agente de  onicomicose, sendo

atualmente, considerado o mais
frequente agente cportunista deste
tipo de manifestagdo clinica (3, 20).

Casos de dermatite vesiculopustulosa
de mica e tronco; de dJdermatose do
tronco e brago; de tricoficia profunda
da barba: de infecgfes subcutlneas; de
granuiamas ulcerativos da pele; de
formacdn de "bola flngica"; de
otomicose, assim como de endoftalmite
+8m sido a ele associados (2, 3, 11,
12, 19).

A literatura & mais escassa &am
relacdo a patogenicidade para outros
animais, sendo pouces os trabalhos de
real importdncia, como o de Kintner &
Blenden {10}, que descreve este fungo
[o's ii'e] agente causal de lesdes
superficiais em novilhos, € 0 de Purchioc & col. {16) que relata S. brevicaulis como
agente da pitiriase rbsea de suinos.

Os casos estudados no presente trabalho pexmitiram destacar alguns pontos de
importancia:

- Observacio do fungo com estruturas tipicas ao exame direto do material.

- Isolamento do fungo em cultura pura nos varics tubos sereados canm ©s Dateriais
clinicos, tanto no agar Sebourand-dextrose camo no agar "Myccbiotic".

- NEo isolamento de dermatdfitos cu outro fungo patdgeno, Mesmo apbs 40 dias de
observagao. :

Aqui convém salientar que estruturas glcbosas, ovais e piriformes observadas &o
exame direto, foram descritas por outros autores em materiais c¢linicos e
correspondem & sua fase leveduriforme (13, 16, 20).

Das sete culturas iscladas, quatro apresentaram dimorfismo térmico (M),
ferfmeno descrito anteriormente em $. brevicaulis e relacionado & patogenicidagde
{7). A ndo conversao de todas as amostras 38 foi verificada em culturas de outros
fungos considerados dimorficos e patogenicos, tal comw P, brasifiensis (18}.
Sequndo McGinnis (14) ndo é necesséria a total conversdo de um cultivo para se
caracterizar o dimorfismo, pois o grau de conversic depende da amostra em estudo,
salientando-se que S. brevicaulis & de dificil transformacdo (7).

Outro ponto a ser destacado & que este fungo provoccl lesbes semelhantes as
dermatofitoses e, de modo geral, o mesmo € descrito na literatura camo resistente a
grisecfulvina, farmaco de eleicdo para este tipo de micose, tanto no hamem oo emn
animais (6, 21}..

o que tude indica, levando-se em consideracio que os  achados  foram
critericsamente estudados, S. brevicaufdis & descrito pela primeira vez, em nosso
meio, como agente primério de dermatoses <m caes e equinos. '
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Resumo

Através da reacac de imunceletrosmoforese, utilizando-se como an-
tigeno a amostra Compton~England de rotavirus bovino, pesqui-
sou-se a presenca de anticorpos anti-rotavirus em bezerros de 4 a
8 meses de idades, pertencentes a diversas propriedades de cria-
cio de gado bovino, lecalizadas em 30 Municipios do Estado de Sao
Paulo. Pe 353 amostras de soros analisadas, 172 (48Z) foram posi-

tivas. Tais resultados sugerem a participacde dos votavirus na
etiologia das diarreias de bezerros, nas areas ‘estudadas.

Surmmary
Antibodies against rofavirus in calves

By immumoelectroosmosphoresis, using Compton-England strain as an
antigen, antibodies against rotavirus were studied in calves va-
ring from four to eight months old, in some herds of 30 countries
in Sd3o Paule State, Brazil. From 353 serum samples, 172 (48%) we-
re positive. In the areas studied rotavirus infectlous may be ap-
proached as a cause for neonatal calf diarrhea.

Introdugan

As enterites dos bezerros ndo constituem entidades rorbidas de etiologia precisa.
Trata—se de um quadro patoldgico, no qual podem estar envolvidos bactérias, virus e
protozoarios, isoladamente ou em infeccCes mistas (5).

Atualmente, tem-se verificadns aumento na ocorréncia de quadres clinicos de
disxréia aguda de bezerros, ccasionados por rotavirus, corcnavirus, calicivirus,
astrovirus, BVD/MD (Bovine Virus Diarrhea/Mucosal Disease) e, © assim chamado,
agente "BREDA", Entretanto s3o os rotavirus e os corcnavirus que ocupam lugar de
destaque, estando emwolvidos em cerca de 608 dos casos de diarréia aguda dos
bezerros novos (1).

Do ponto de vista de diagndstico laboratorial, a immnoeletrosmoforese mostrou ser
e metodo rapido, econdmico e bastante sensivel na identificaciio de rotavirus em
casos de gastroenterite infantil (2). Aplicando a referida técnica, procuramos

Rav. Microbiol., Sao Paulo, 18(4) :371-374, Out./Dez. 1987.
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detectar a presenga de anticorpos anti-rotavirus em soro de bovinos.

Material e Metodos

Sornos - 353 amostras de soro de bezerros entre 4 a 8
racas, colhidas em diversas propriedades de criagio Qe

localizadas em 30 Municipios do Estado de S3o Paulo.

Soro padrac - Soro hiperimme preparado em coelho,
Compton-England de rotavirus bovino, cultivada em c&lulas de linhagem MA1p4 &

parificada por plaqueamento.

Antigeno . Bmostra Compton-England de rotavirus boving,

células da linhagen MAin4.

Cultura de celufas - Células da linhagem MAq04

meses de idade,

de diversas
gado bovino leiteiro,

a partir da amostra
cultivada em cultura de

(rim fetal dJde macaco Rhesus) ,

mantidas em condicBes de crescimento atraves de Sressivos repigues em nosso

laboratdric.

Preparo do antigeno - B amostre Compton-England foi cultivada em monocamada  de

células da linhagem MA{g4, enm garrafas
tipo Roux. De cada garrafa com monccamada
confluente, © meic. de crescimento era
desprezado, as células lavadas duas vezes
can solugao salina  esterilizada e
adicionadas’ Sni da suspensdo viral. Apds
60 minutos a 37°C adicionava-se 100ml de
meio de Eagle, sem soro, com 10mg de
tripsina por mililitrc d meio e
incubava-se a 37°C por aproximadamente
36-48 horag. Procedia-se a raspagem das
celulas da rmomocamada e tanto cdlulas
cawo o  fiuido extracelular eram
submetidos a centrifugacio de
aproximadamente 100.00g, durante duas
horas. 0O schrenadante era desprezado e o
sedimento resuspenso en pequenc volume de
tampdo TRIS 0,1M com pH 7,3. 2o volume
total, era adicionado, na mesma proporgio
volumetrica, Frean T.F.
(Triclorctrifluoretano); a mistura era
homogeneizada em agitador tipo "mixer” e
centrifigada a 3.000rpm durante 10-15
minutos. O scbrenadante era suhmetido a
nowvo  tratamento cam Freon T.F., nas
mestmas  condigfes, sendd ¢ sobrenadante
desta segunda centrifugagdc wtilizado
oo antigenc na reacio de
immoeletrosmoforese.,

Reacdo de  dmnoeletrosmoforese -
Brmpregou~se o0s procedimentos descritos
por Candeias e col. (2), com algumas
modificacbes: agarose a 1% dissolvida em
tampSo TRIS com for¢a idnica 0,06 e pH
8,6, para a "corrida" utilizava-se &

TRIS oom forga idhica 0,113 e pH 8,6 e
corrente de 12mA durante 60 mirmtos.

Tabela 1 — Distribuicio

amostras

de soro de bezerros entre 4 e 8 meses
de idade, segundo os Municipies onde

se encontravam as

criagdo visitadas e os
Teacao de imunceletrosmoforese para a
pesquisa de anticorpos

bovino, Sdc Paulo, 1985

propriedades de
resultados da

anti-rotavirus

Municipios

N de anostras
examinadas

Amcstras
pesitivas

Aaaal
Andradina
Aracatuba
Avare
Batatais
Bauru
Ecbedoure
Bragan¢a Paulisty
Campinas
Colina

Cotia
Cravinhos
Guaratinguets
Indaiatuba
Itapetininga
Jacarel

Jad
Joandpilis
Lins
MirandGpolis
Mococa

Pinhal
Registro
S&o Carlos

S20 José da Bela Vista

Sao redro
Sorocaba
Taquaritinga
Tatui
Votuporanga

10
10
10
0
i1
8
9
20
27
iz
10
10
10
10
10
10
10
15
11
10
12
15
10
18
10
10
14
12
9
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. - o
Figura 1 - Municipios do Estado de Sao Paule, mos quals
as propriedades de criacao de gado bovino visitadas
apresentaram animais com anticorpos anti-rotavirus
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Fesultados e Discussao

Das 353 amostras de sore analisadas, 172 (48%) reagiram com O antigeno rotavirus
bovino, amostra Compton-England. A Tabela 1 mostra os resultados obtidos, estando
os soros dos animais classificados segqundo 0s Municipics onde se encontravam as
propriedades de criagdo visitadas. A Figura 1 ilustra os Mumicipios, nos quais as
propriedades de criacio visitadas apresentaram animais  com anticorpos
anti-rotavirus.

A reacic de imurpeletrosmoforese, para a pescuisa de antigeno, em material fecal,
& menos sensivel de que o ensaic imunoenzimdtico, a imuncmicroscopia eletxdnica, a
irmmnofluorescéncia e a fixaclo do camplemento (3}, entretanto, para a pesquisa de
anticorpos, trabalhamos oom antigero parcialmente purificado e pudenos cdbservar
linha de precipitagdo perfeitamente nitida.

Desde que se verificon a participacdo dos rotavirus em quadros clinicos de
diarréias em bezerros (6), ha nitida evidéncia de que as infeccoes por rotavirus
devam estar bastante disseminadas {1, 5, 7, 8, 9, 10}, acarretando, inclusive,
graves perdas econdmicas {4). Os resultados encontrados sugerem gue esses virus
devem participar da etiologia das diarrdias dos bezerros, nas regidtes estudadas.
Achamos conveniente que maiores estudos acerca da infeccao por rotavirus em bovinos
sejam realizados, & £im de se avaliar & real magnitude do prablera no Estado de Sao
Paulo e em nosso pais.
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Resuno

0 estudo de uma comunidade de aves ornamentais, através de exame
periodice de ferzes de amimais sem sintomas clinicos, levou-nos a
observacio da circulacio de virus Influenza avidrio (HyNi{) e vi-
rus da doenca de Newcastle. Esta cobservacao deu-se em 2 casos es—
tudados, representande 0,57 dos 360 materiais analisados. O exame
de frapgmentos de pulmio da Gnica ave (8{ficalis brasilensis) com
sintomas clinicos, deu-nos condicao de observacao da presenca de

uma infeccio mista por virus Influenza HyNq e virus da doenca de
Newcastle.

Supmary

The simulianeous cixculation of myxovinus and paramyxoviius in a
onmamental bind community

The study of community of ornamental birds, through periodic exa-
mination of bird excreta without clinical symptoms, guide us . to
the observation of simultaneous circulation of avian Influenzavi-
rus (HyN{) and Newcastle disease virus. This observation happen-
ned in two studied cases, representating 0,5% of the analised ma-
terials., The examination of lung fragments of a single bird (Si-
2icalis brasifiensis) with clinical symptoms, evidenced the pre-

sence of mixed infection by Influenza virus A H;Njy and Newcastle
disease virus.

Tatrodogao

Em praticamente todas as regides do mundo, tem sido descritos isolamentos de
virus Influenza A e virus da doenca de Newcastle, a partir de especimes oriundos de
aves selvagens que, através da migracdo, possibilitam a expansao da doenga as areas
mais diversas do planeta.

Mmostras diversas desses virus tém sido isolades similtaneamente, também de aves
ornamentais, domésticas, ou de granjas nos varios continentes do mundo, mostrando
e larga diversidade antigénica, com isolamento relacionado ou ndc a cquadros
clinicos (3, 4, 5, 11).

Tam sido cbservadas com significativa frequéncia, infeccdes mistas relacicnadas
etiologicamente a mais de um tipo de virus Tnfluenza A aviario e mesm & mistura de
amostras de virus Influenza A e da doenca de Newcastle (MW} {1, 2, 4, 14). Nosso
interesse constitui-se na anilise desta incidéncia entre aves ornamentais

hrasileiras, num estudo avaliativo, inddito da presenca destas infecgCes, algumas
vezes fatais, entre nds.

Fev, Microbiol., S3o Paulo, 18(4):375-379, Out./Dez. 1987.
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Material e M&todos

Foram coletadas 360 amostras de fezes frescas de aves exdticas ornamentais,
Gurante 36 meses, em namero de 10 amostras por més, de viveiros de passaros no
bairro de.Lins de Vasconcelos, zona norte do Rio de Janeiro. As aves mum  total de
110, pertenciam a 10 espécies diferentes e eram classificadas em quatro familias:
Faringideae, Fringllideae, Psdtacideae e Pioideas.

Durante essas trés anos, os pissaros permaneceram confinados em  viveiros
metdlicos cobertos, tendc contatos cam aves de vida livre, como pardais {Passer
domesticus}, rolinhas (Columbia spix) e bico-de-lacre (Estnilda cineres), que
constantemente, aproximavam-se da area, onde se lecalizavem os viveiros onde
habitavam os passaros examinados. Os viveiros eram limpos diariamente, com retirada
do material fecal e restos alimentares e supridos de alimentagao: alpiste, paingo,
corplexo  vitaminico (&, By, C, Oleo mineral e canjiquinha de milho}, vegetais,. e
&gua potavel. As amostras fecais foram agrupadas em séries de 10, coletadas més a
mes, de julho de 1981 a junho de 1984, em séries Ge B a J'.

Hospedeinos - Utilizaram-se ovos embrionados SPF  (Specific Pathogenic Free) de
galinhas leghorn, de 7 dias de incubagac {17). Os ovos vidveis eram selecionados
car use de ovoscoplo.

Amostnas vinais - Foram usadas diferentes anostras padrdes de virus Influenza
aviario do National Institute for Medical Research e da Fundacio Oswaldo Cruz:
Afturkey/Weybridge/79 (Hyt), A/duck/Germany/1215/73 {Hol), A/duck/ Ukraine/1 63
{H3Ng) , b/duck/Czechoslovakia/56 (HaMg), A/tern/S. Africa/61  (Hg/N3),
A/Sherwater/E.Aust./72 (HgN:), A/FPV/ Rostock/34 (H7M1) , A/turkey/Ontario/6118/68
(Hghy) , A/turkey/Wisconsin/66 {HgN2) , a/chicken/Germany/ "N" /4% {Hs 0N7) ’
A/duck/England/56 (Hy4Ng) e B/duck/Alberta/60/76 (Hq:Ng).

As amostras padrSes de virus da doenca de Newcastle, selvagens {velogénica -
amostra S5C0-93 - EMBRAPA) e vacinais (Lasota e B¢) foram cbtidas através do Dr. Ary
Moreira de Souza, da EMBRAPA (Zwpresa Brasileira de Agropecudria, Km 47, Rio de
Janeiro}.

Soxps-padnoes - Utilizaram-se soros immes preparados em cabra contra amostra de
virus Influenza, obtidos de St. Jude Children's Research Hospital:
Afturkey/Weybridge/ 79 NN1),  A/duck/Germany/1215/73 {HoN3) , A/fduck/Ukraine/63
(H3Ng) , B/duck/Czechoslovakia/56 {HqNg) , Aftem/S. Africa/61 {HeNR),
A/Shearwater/E. hust./72 (HgNg), A/FoW/Rostock/34 (N4}, A/turkey/Ontario/6118
{HgM4) , A/turkey/Wisconsin/66 (HgNp) , A/chiken/Germany/ "N"/49 {(HigNo),
B/duck/England/56 (H1qNg) & A/duck/Alberta/60/76 (Hy,Ng). :

Soro imme para MDV, utilizado nas reagbes de imunGdifusdc dupla e de inibicio de
hemaglutinacdo fol obtido mo Departamento de Virologia do. Instituto de
Microbiologia da UFRJ, a partir de frangos inoculados ocom a anmostra-padrao Lasotz
{20} .

O tratamento dos soros para a reacao de inibigZo de hemeglutinacdo foi feito cam
RDE {enzima destruidora de receptores), para retirada de inibidores inespecificos e
hemicias de ganso cu ccbaio a 50%, para exclusio de hemaglutininas inespecificas,
tratamento feito respectivamente por 60 minutos/temperatura ambiente e 30 minutos/
432, O processo incluiu  inativagdo a 569C/30 minutos, obtendo-se finalmente uma
diluicdo de 1:18 (7, 13). Os soros para imunodifusio dupla foram tratados somente
por inativacdo a 569C/30 minutos (9).

Hemacias, s0fucfes de uso e agarose a 1,5% - Foram utilizadas hemdcias humanas e de
cobaia e solugbes de uso, conforme especificagdo de Cougeirc (7). A solugdo de
agarose a 1,5% fol preparada em PBS, conforme Couceirc (8).

Metodos - A coleta mensal dos materiais fecais das aves era realizada pela manh3,
(do fundo das gaiolas, com auxilio de espatula) alqum tempo apds a limpeza dos
viveiros, abastecimento com agua e alimentagiio, afim de se ter certeza da
viabilidade virdl. As fezes, entdo, imersas em 5,0ml de solugao de Gey ABC com
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antibidticos, sendo mantidas em gele até a chegada ao laboratdric (7). Os
fragmentos de, pulmdo da ave morta eram triturados, cam auxilio de hamogeneizador,
em solugdo de Gey ABC com antibidticos a 10% (p/v), conforme Couceiro (8}.

Todos os materiais eram centrifugados a 25000xg (International Refrigered
Centrifugg, Model PR-1), durante 20 minutos a 4°C, separando-se © sobrenadante para
inoculacdo, desprezando-se o precipitado. Os scbrenadantes, quando nfo inoculados
inediatamente, eram congervados a -709C.

Tsofamento - Os materiais sobrenadantes, origindrios do tratamento das feses e
fragmentos de pulmdo coletados, foram inoculados, via ammidtica ou alantdica, em
ovos embrionados SPF {quatro ovos por material), que eram, a sequir, incubados a
33_350C, durante 2-3 dias com unidade de 50-60% (7).

periodo de incubagdo de 72 horas, os liquidos eram coletados, centrifugados
a 2500xg (International Refrigerated Centrifuge, Model PR-1) a 40C/20 minuteos e
submetidos a reagdo hemeglutinacdo para observar a presenca de virus, nos liguidos
coletados, Todos os materiais foram passados trés vezes em ovos anbrionadcs, com
exames, apos cada passagem dos 1liquidos ammidticos e/ou alantGicos coletados; s5
entic se a reacac se mostrasse nula, eram considerads os materiais originais camo
negativos.

Os materiais & serem testados eram diluidos em PBS 7,2 a 40C cam mlm de
microdiluidores de 25p1  (Oxford ILaboratories Ltda} Realizavam-—se dlluig:oes ao
dobro mum volume de 25pl, de  1:2 até 1:1024. Adicionava-se entdo, as placas,
hemacms de ganso cu cohaio a 0,5% em PBS em volumes de 25p1, incubando-se a 49C,
apds agitagdo. A leitura era feita apds 2 horas de incubagdo, Juntamente com OS
controles. Consideravam—se Como p051tlvos aqueles liquidos que levavam a uma
hemaglutinagdo, em titulos iguais ou superiores a 16, tomando-se camo titnlo aguele
correspondente 3 maior diluicac em que se tinha 100% de aglutinagdo. Os llqu_'l.dOS
positivos foram mantidos en passagem, até que se obtivessem titulos virais
hemaglutinantes razdaveis (z 256) para o estasbelecimento do processo de
concentragdo, na caracterizagdo antigénica das amostras.

Tdentifdicacdo - As amostras isoladas e amostras virais padrGes foram concentradas
por processo de sedimentacdo a 50.000xg por 1 hora, com uso de EDTA (16).

Teste de inibicas de hemaglutinacde - As amostras isoladas e padrdes foram
submetidas a reacdao de J.m_blgao de hemagiutinacdo (7, 19), permitindo a
identificacio d&e amostras de virus da doenga de Newcastle e do tipo  de
hemaghatinina de amostras de virus Influenza.

Teste de inibicao de newwminidase - As amostras isoladas de virus Influenza foram
submetidas a reagdo & inibicdc de neuraminidase ({16), para tipagem de
neuraminidase, com uso de lectina de amendoim e hemacias humanas grupo O a 1%.

Resultados

Poram cbservadns, entre os 360 materlals fecais das aves ornamentais estudadas,
isolamentos ‘simultaneos de amostras de virus Influenza e da doenca de Newcastle, am
um total de 2 amostras e mum percentual de 0,5%. As amostras de virus Influenza,
identificadas pelos testes de Immodifusdo em gel, Inibigdo de hemaglutinacio e
;nzbmao de nfuraminidase, rostraram-se camo do gxIpo A dentro do subtipo HyNi.

Mam tnico material de necrops:La de ave (pulmdo} origindrio de um caso clinico
ocorrido durante o més de outubro de 1981, foram isolados virus Influenza A do
subtipo H{ e virus da doenga de Newcastle.

Discuss3o
A circulacdo similtinea de diferentes virus, entre aves ornamentais, também

detectada pela presence de infeccles mistas, tem sido revelada com freguéncia, na
literatura cientifica mmdial (6, 18}.
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mostras de virus Influenza e da doenca de Newcastle tem sido detectada,
inclusive cau isolamento simultSnec, numa larga variedade de espécies de aves, em
todo o mndo, causando ou ndo quadros clinicos {15). Pode ser demonstrado que as
amostras variam tanto em relacdo aos seus antigencs de superficie, no caso dos
virus Influenza, camo quanto no seu poder patogénico, mo caso dos virus da doenca
de Newcastle. Trabalhos tem sido feitos ar tode o munde, destacardo este grande
mmere de tipos de virus Influenza aviarios, miitas vezes similtaneamente
presentes, eom assoclacBo cu nfo 3 amostra, velo, meso ou lenmtog@nicas de virus da
doenca de Newcastle (3, 5, 14).

Os resultados, por nos cbtidos, mostraram a circulagdo de virus da doenca de
Newcastie e virus Influenza A tipo HjNj. Assim coo, o fato da nossa coleta ter
sido feita em findo de gaiola, pemmite-nos dizer, que existe a circulacdo
simaltinea destes microorganismos, na ocomunidade avaliada, ja que os materiais
fecais de uma mesma série pertenciam, indiscriminadamente, ac grupo de aves G
habitavem © wviveiro na época da colheita. Especificamente em passaros ornamentais
de gaiolas, como nO nOsSSO caso, tem sido cbservado isolemento similtineo de
amostras incidentes nos varios quadrvantes do mundo (10, 11, 12}, destacando-se
ainda, camo por mos revelado, a relagao antigénica com arostras humanas, no
presente caso oom A/FM/1/47 (H4Ny), dado de importfncia no estudo da ecologia dos
virus Influenza.
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Surmary

A new operational concept on the biogenesis o0f methane by the
anaerobic treatment of industrial wastewater, under high volatile
acldity, zero total alkalinity and low pH conditions is proposed,
This central hypothesis is based on the high adaptive capacity of
the microorganisms to environmental conditions and the need to
decrease industrial process cost and losses caused by acidity/al-
kalinity unbalance. The research was performed " in a laboratory
series of continuous-flow stirred-tank reactors, with a biomass
recycling system. The substrate was a wastwater from fiberboard
industries submitted at a COD:N:P:40:1:0.2 ratio, and an addition
of CaC03 at 100mg/l concentration., No other control was adopted
to balance the volatile acidity/tetal alkalinity ratic. Two
treatments were carried out, using two kinds of inmoculants: one
collected from a digester fed with urban sewage sludge and the
other from a digester fed with fiberboard wastewater, operated im
acid phase. The main research hypothesis was supported during 20%
days of laboratory pilot cperationm to both kinds of innoculants.
However, since the maximum level of methane biogas content was
unusualy over 50% (20 to 25% on the average), the new operatieonal
concept must be improved to reach similar standards as conventio—
nal methanogenesis patterns.

Resumo

Biogenese do metano em condigbes de efevada acider e alealinidade
nula: 1, Penspectivas de um novo conceito operacional para trate-
mentc anaercbiq de effuentes industrniais

Propoe-se novo conceito operacional para tratamento anaerébio de
efluentes industrizis com vistas a metanogenese, sob condicdes de
pH acido, elevada acidez volitil e alcalinidade total nula. Fun-

* Portion of the first awthor's MSc thesis in Agricutural Energy, Post-Graduated
. Course presented at the "Faculdade de Ciéncias Agronfmicas, UNESP, in April, 1985.

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 18(4) :380-390, Cut./Dez., 1987.
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damenta-se na elevada capacidade de adaptagio dos mwicrorganismos
z0 apbiente e visa diminuir custos de operacao e controle bem co-
mo, minimizar as consequencias de desequilibrios entre a acidoge-
nese ¢ metanogenese, Utilizou-se reatores de laboratdrio ligades
em série, alimentados em fluxe continuo ascendente, com tempera-—
tura controlada e reciclagem de lodo. O substrato foi Zgua resi-
dusria da jndustria de chapas de fibras da madeira com correcao
da relacio DQO:N:P a razao de 40:1:0,2, e adicdo de CaC03 a base
de 100mg/l. Ressalte-se que nao foi adotado nenhum outro tipo de
controle para balancear a relacdo acidez volaril/alcalinidade to-
ral. Duas fontes de indculo foram testadas: uma oriunda de diges~
tor operado com lodo de esgoto urbanc e outxa, de digestor opera-
do em fase acida, com agua servida. Os resultados obtides ao lon-
go de 201 dias de operacac do protdtipo de leboratério confirma-
vam a hipOtese central do trabalho, para ambas as fontes de ino-
culo. Eptretanto, tendo em vista que o teor de metanc a0 biogas
raramente superou 30% {em média 20 a 757}, o novo conceito deverd
ser submetido a estudos de otimizacae visande aleangar rendimento
cimilar » metanogénese em pH neutro convencional.

Introducticn

The effluents from fiberboards processing show a high rolluting potential (15}.
The main Dbiological systems to txeat these organic residuals use organisms of
aprobic and anaercbic metabolism. Presently, due to the high cperational costs of
aerchbic systems, mainly, in the aeration and hamogenization of the xeactors, and
Aue to the possibility of using the methane, the anaercbic biodigestion is being
improved to reach similar standards as aexcbic processes.
~ Although the anaercbic treatment of urban sewage is being used for more than a
century {12) it was in these last 15 years that it started to be considered as an
alternative in the treatment of industrial wastewater (1, 4, 10).

On the other hand, the history evoluticn of the anaercbic digestion (15) shows
that the origins of the current parameters of operation and control of hicdigesters
are based on the urban sewage sludge and manure treatment. Similarly, the papers
about the microbiology of the biodigestion are limited to the eccsystems of the
romen  and to bicdigesters cperated with sewage sludge (6, 8, 13). In this way, the
control. of the volatile acidity/total alkalinity ratio (between 0,1 and 0.5} as
well as the pH (between 6.8 and 7.2) are determined patterns in relation to the
papers menticned above, which limits are considered fundamental to the anaerdbic
digestion and methancgenesis conduction.

However, these recommendations for phisico-chemical and micrcbiological control
of bindigesters, in spite of their great value, are questionable if we consider its
wide applicability to industrial sewage. About this, in 1969, Kotzé and co-workers
(10) considered that "in contrast to digestion of demestic sewage siudge, the
digestion of mamy industrial effluents faces aifficulties because of the high
concentration of wolatile acids which may appear during the prccess". The same
authors menticned the necessity of stablishing specific operacicnal conditions for
each kind of residual specially in the case of the ligno-cellulosic of difficult
digestion (10, “14). In order to follow the conventional parameters which lead to a
good methanogenesis, in these cases, we have to face the difficult task of
controlling the pi and the acidity/alkalinity ratio. The frequent incorporation of
alkalis, besides making the treatment expensive, mekes the biolegical system
censitive to disequilibrium or colapse, since the process operates under unstable
ecuilibrium conditicns artificially created.

Concerning the microbiclogy of the anaercbic digestion, the papers mentioned
reinforce the great capacity of adaptation of the methanogenic bacterias to the
environment. So, concerning the habitat, they can be cbserved growing in scils,
swarps, marine sediments, lakes, fish intestines, zocplancton, mamen of herbivorocus
animals, slodges, sanitary tracts, termite digestive tract, barks and logically,
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anaercbic digestors (5, 8, 11). About the temperature there are citations of
psycrophilic organisms, growing at 49C {21) up to temmophilic at 759C (8). However
the range of pH for the methane bacteria growth is narrow as already mentioned
before, and variations of more than cne unity are not admitted in these values
because it may imply no growth at all (9, 11, 12, 13, 16, 18).

Although there has been no description of isolated methanogenic bacterias growing
in ph below 6.0, Zinder and Mah (22) studying Methanosarcina termofilica, noticed
that up to pH 5.5 this organism could grow. On the other hand, studies in acid
phase (6) show methane in biogas wnder pH 5.7 - 5.9 and relatively low total:
alkalinity condictions. In spite of these statements, Zemnder and co-workers (213
mentioned the fact that chservations made in acid swanps suggested the formation of
methane in pH as low as 3.0. It has not been shown if this rhenomenon happens under
microcenviromments with pH close to neutrality, or because of the existence of
acidophilic methanogenic bacteria. :

In this work, considering the easy adaptability of the microorganisms to the
envirarment: and in order to simplify the operation and cantrol of the anaerchic
treatment (shortening costs and acidity/alkalinity unbalance) there was a
hypothesis of a new ecological concept to the biogenesis of methane, under "adverse
conditions" of acid P, high volatile acidity and zero total alkalinity, since
these are the most frequent natural conditions arising fram the industrial
wastewater anaercvbic treatment.

Material and Methods

The effluent wastewater of the eucaliptus Fiberboards industries, shows a
ligno-celluleosic organic content with a high percentage of pentosanes (15). The
physico-chemical wastewater characteristics was the following: total solids, 7.5g9/1
(#2,5) ; suspended sclids, 1.5g/1 (20,5); COD, (10.000mg0,/1  (£4.000) ; dark brown
colour (10R 2.5/2 at Munsell soil colour charts, 1975, Ed. Baltimore, Maryiand) ;
effluent temperature of 459C (#5); total wolatile acidity, 450mg/1l {+300); total
alkalinity, 15mg/L (315); pH 4.0 (x0,5); COD:N:P ratio 225:1:0.6; and industrial
closing system of 7m® /ton wood (21).

Weekly portions of industrial sewage were kept at the laboratory at a temperature
of 53eC+2C and&the relation (OD:N:P was corrected to the ratio of 40:1:0.2 (15).
Up to the 15 day of cperation (NHy)pS0s was used as N source, followed up by
NE4OH. Phosphorus supply was made with KH;PO4. Calcium carbonate was also added, in
variable quantities according to Table 1 in order to help the .decantation without,
however, changing the alkalinity in the reactors.

The experimental design was used at random, using 2 incculum sources {treatments)
with 2 repetitions: the first from the bicdigester using urban sewage sludge, from
the Vila Lecpoldina Treatment Station of Sabesp (Sabesp sludge or 8S) and the
secand from the sludge of digesters operated in acidic phase at the Duratex SA
industry in Jundial (Duratex sludge or DS} which substrate was the sewage itself,
In this way, an inoculum wes used whose microbial population would ke, supposedly,
adapted to this effluent. The characteristic of inoculants were the following: a)
for S5 (Sabesp sludge) - pH 7.0; wolatile acidity, 110mg/1; total alkalinity,
1304mg/1; total solids, 42.3mg/1l; and asphaltic black colour (7.5 YR - 2/0 to
2.5/0, at Mansell soil colour charts above mentioned) ; b) for DS (Duratex sludge) ~
Bl 8.3; wolatile acidity, 1065mg/l; total alkalinity, 1464mg/1; total solids,
75.9mg/1; and, dark brown colour (5 YR - 2.5/2 to 2.5 YR — 2.5/2, at the Munsell
s0il colour charts sbove zenticned). The inoculation was made  in an N»/C02
atmosphere  with the use of a peristaltic pmp at the rate of 200ml of
inoculum/reactor (15},

The reactors were made with 4 inch PVC tubes with usable capacity of 2.9%
(Figures 1 and 2). Each replication consisted of a set of 4 biodigesters and 1
sedimentation tank in plug flow. The sets of reactors were mt in an incubation
chanber at 37°C (+0,6). The laboratory plant was operated automatically in a system
of continuous flow, internal stirring, and sludge recycling. The addition of the
influent and the sludge recycling were made by peristaltic pmps controlled by
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programeble digital timers (15). The pilug flow system along the sludge recycling
was used to stidy a possible phase separation (6) as well as the higher performance
of the pluy flow when compared to isolated reactors of the same voluame (19). The
cperational variables are shown in Table 1.

The pH.potenciometric determination, wolatile acidity, and total alkalinity
follow up Silva (17), while the quantitative and qualitative biogas characteristics
were determined through the methodology adapted and described by Salles Filho (15).

The bingas was collected and stored in polyester aluminum — polyetilene gasmeters
{15). their plastic films are flexible, impermesble and heat-sealed and the closure
of the inlet/outlet bicgas system is made by sillicome rubber (Figures 1 and 2).

Table 1 — COperational «conditions of the pilot plant Zfor the
fiberboard wastewater anaerobic treatment.
Symbols: (1*) = According to Silva (17}; (¥2) = Paralyzation  of

the system for 11 days due to changes in the influent admission

Crganic
s s loading Admdssi
Operational Tine (days) ssion  Recylisxs
condition fran/to ap F E?D e ggﬁe[N/ Gh  CaCo3 fiow Flow
: Ii\ day) (days) (mg/1} (1/h} 1/}
1 0to 08 8 5,25 6.156 0,307 20,0 500 Q,0302 0,0100
2 9 to W 2 5,35 6.15%6 0,615 10,0 340 0,0604 0,0100
3 1o 1272 525 6.1% 0,615 10,0 350 06,0604 0,8130
4 13w 15 3 5,15 10,185 1,011 10,0 340 0,0604 0,0130
5 oo B3 5,15 10.185 1,011 10,6 137 0,0604 0,0130
6 9 to 37 5,10 85.092 0,808 10,0 137 0,0604 0,0130
7 26 to 28 .3 5,30 9.520 1,903 5,0 100 0,.1208 G,0130
8 2% to 40 12 5,70 12.664 2,532 5,0 100 0,1208 Q,0130
9 41t 45 5 5,70 12.664 2,834 4,5. 100 0,1350 0,0130
10 46 to 48 3 5,20 12.664 2,824 4,5 100 0,1350 0,0130
1 49 to 39 11 - - - - - zexo(*}) -~
12 60 to 67 8 5,20 10.499 2,345 4,5 100 ¢,1350 ¢,0130
13 68 to 4 7 5,20 10.499 2,245 4,5 50 G,135¢ G,0130
14 7S e 7703 5,10 10.49% 2,345 4,5 50 0,1350 0,0125
15 Bwo 82 5 51 8.5 1,955 4,5 50 0,1330 £,0125
16 83 tc 90 & 4,75 7.040 1,573 4,5 50 4,1350 90,0125
17 91 to % 6 4,30 7.040 1,573 4,5 50 0,1350 0,0325
18 97 to 104 8 5,35 9.944 2,222 4,5 100 0,3350 0,0125
19 105 o 111 7 4,80 9.%44 2,222 4,5 190 0,1350 0,0125
20 112 to 118 7 4,40 5.944 2,222 4,5 W0 0,13%0 0,0125
21 119 wo 126 8 5,70 11.508 2,571 4,5 150 0,1350 0,0125
22 127 to 130 4 5,70 11.508 2,51 4,5 150 0,1350 90,0150
23 131 to 138 8 4,70 11.508 2,5 4,5 150 {,1350 0,0150
24 139 to 140 2 5,10 11.508 0,575 20,0 100 0,03¢0 G,0150
25 141 to 148 8 5,10 9.860 0,482 20,0 100 0,0300 G,0150
26 149 to 152 4 5,20 9.660 0,508 12,0 100 G,0320 ¢,0130
27 153 to 160 B 5,20 9.66D 0,578 16,7 100 05,0360 0,0100
28 161 to 167 7 5,00 9.660 0,662 14,6 100 0,0410 90,0100
29 168 to 173 6 5,00 9.660 0,833 11,6 100 0,0520 0,0100
a0 174 to 177 4 5,30 9.660 1,017 9,5 100 0,0830 0,3320
3 178 o 178 1 5,30 9.660 ©,483 20,0 100 0,0300 0,0120
32 179 to 185 7 5, 12.139 1,253 9,7 100 06,0620 0,0120
3 186 to 193 8 5,70 12.15% 1,253 9,7 100 0,0620 0,0150
34 194 to 201 & 3,60 12.15% 1,643 7.4 100 0,0820 9,0150

Figure 1 - Laboratory pilot plant details for the continuous anaerobic treatment of
fiberboard wastewater (compare Figure 2).

Symbols: A = Incubation chamber gemeral aspects (16) - gasmeters {(11) - water seal
(10) - effluent outlet boxes (7} sludge recycling pump (12}; B = Cellective | system
of the effluent outlets; C = Incubation chamber internal view {16) - bicdigesters
(3) - sedimentation tank (6) - sample points (T1 to T4) - oil seal of the reactors
(08): D = Overview of the effluent outlet box (7); E = Sedimentation tank (6) - oil
sezl and conection tube from the gas chamber (gc) to the gasmeter - sample points
(T1, T2, T3 and T4)
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Figure 2 - The laboratory plant flow diagran (partial view
of two sets).

Simbolys: 1 = Storage tamk (5002); 2 = Buffer tank (508);
3 = Buffer »tank stirring; 4 = Influent peristaltic pump; 3
= Biodigesters; 6 = Sedimentation tanks; 7 = Effiuent
outlet boxes; 8 = Magnetic stirring; 9 = Traction motor of
the belt-operated magmetic stirring; 10 = Water seal; 11 =
Plastic film gas-meters (flexible, impermeable  and
heat-sealed) ; 12 = Sludge recycling peristalitic pump; 13 =
Tncubation chamber heating system; 14 = Admission control
timer; i5 = Recycling control timer; 16 = Uncubation
chamber with controlled temperature
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Results

Figures 3 and 4 show respectivelly, the pH evolution and the veolatile acidity and
total alkalinity as affected by the incubation time. Also in these Figures, the
variations of the hidraulic retention time (Ch} and the orgenic leading rate (CLR}.
during the experiment can be cbserved.

Figure 5 shows the linear correlation between the volatile acidity of the two
treatments S8 and DS. The characteristics of the biogas as well as the bingas yield
are shown in Figure 6. The variations of the organic loading rate and Ch in the
incubation period are shown in Figure 6. Up to the 60th day of operation, the
methane was mot analysed due to the lack of an adequate analysis, Althouwgh the
method of combustion in ORSAT apparatus has been indicated as appropriate {20},
incomplete and inconstant combustion of the mentioned gas was cbserved, as a result
of variaticns in the relative carburetant mixture concentraticn. This aspect led to
the development of an appropriate analysis for methane carbustion (15},

Discussion

., The hypothesis of pramoting the methancgenesis under conditions of high wolatile
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acidity, zexo total alkalinity and acid pH' Figure 3 - pH evolution in the $§$

in centrast to the traditional (SABESP sludge) and DS {(Duratex
recommendatiens (9, 10, 11, 12, 16, 18), sludge) treatments within
will be discussed. ‘ incubation time; hydraulic

" retention time variations  (Oh,
Evolulion of pH, volatile acidity and fotal days) and orgaenic loading rate
{ni parametfers -~ The results of pH (0LR, Kg COD/m®.day) during the
{Figure 3) show a tendency of the 2 experiment
treatments in converging to values close to

4.0, although the inoculum has shown very 7"3_{ o ss
distinct initial characteristics. These B e REACTOR ¢
values are ot of the accepted, as the 5-01' \,.ﬂ—.,____a_: o,
essential range for methanogenesis is from ]
6.8 to 7.2 (1, 9, 10, 12, 16, 18). AT e e mi o
The explanation for the natural tendency S &N REACTOR 2
of the medium acidification seems to be ' \\—LW
partially connected to acid pH of the I I
wastevater and to  its high buffering 70 50 160 o 2w
capacity Gue to lignocellulosic residues (8, REACTOR 3
10, 11). In fact, the variations of Oh and 50! %\—%———m—————_—-——-—___
organic loading rate, wolatile acidity R
(Figure 4) and of the CaCO3 dosage from 50 07 so 100 150 200
to 500mg/i, did mot affect the pH of the 5.0::\ REACTOR 4
inffluent (Table 1) as well as in the 4 e
reactors. oH I e o s a
Conversely to the pH stability, the oy %0 1o 50 200
volatile acidity show great oscillations for sol _ REACTOR 4
55 as well as DS treatments, as shown in 3 = T
Figure 4. The values obtained exceeded the o sy 0o iso 200
"ideal rapge" (50 to 300mg/l) recommended by “’{fo_m . Jos
the literature (9, 10, 16). Additionally the | J | e oir :
copparative evolution of the wolatile 1 i }
acidity for the 2 treatments (SS and DS} in g BTTL b e
Figire 5 were highly correlated, and it ol m’;—-“fs%-—— i ;‘_r-'cﬁl
leads to the inference that there are a R s e ;
similarity in the socurces of inoculum with e TR TR oo
respect to wolatile acid formation during WCUBATION {days }

the experimental period of 201 days.

The results of the total alkalinity
(Figure 4} tended to zero in spite of the
recomendation to maintain the wolatile acidity/total alkalinity ratio below 0.3.
Zpout this aspect Stein and Malore (18) propose the ideal range of this ratio
within 0.1 and 0.3; considering 0.4 stress; 0.5 would indicate disturbs and 0.8
colapse, with paralisation of the methanogenic activity. As the values for total
alkalinity were close to zero, the ratio assumes very high values, S0, according to
the literature, the reactors were operated under extremely unfavorable conditions
(12). : :

Prodution of biogas and methanogenesis - As described in the literature, in this
experiment the gases that showed nore abundance were COp and CH4 (1, 9, 12, 13, 16,
21). The hydrogen gas, however (Figure 6}, showed values above the percentages
normally described by the anthors mentioned above (20% for S8 and 25% for DS in the
beginning of the experiment) except for a digestibility test made for this kind of
wastewater (7) which indicated the presence of 22.0% of Ho.

Aocording o Figure 6, the methane gas was detected in “percentages higher than
50% but with great fluctuation in such a way that in the average, the content was
below those mentioned in the literature. The content of 508 of CHy normally shows
satisfactory digestion for substrates as sewage sludge, farm manures, sugary and
starchy residuals (3, 9) kut this is not true for all types of residues (14). The
average around 20% and 25% of (Hy for the treatments SS and DS respectively,
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Figure 4 — Volatile acidity evolution (mg/l of
total volatile acids, as acetic acid), and total
alkalinity mg/1 as CaCO3) in the S8 (SABES?
sludge) and DS (Duratex sludge) treatments,
considering incubation period; hydraullc retention
time variations (Oh, days) and organic loading
rate (OLR in kg ©€OD/m®. day) during the
experiment. ¥ Average data of two replicaticns,
Symbols: Reators 1, 2, 3, 4 = Serial biodigesters
(plug flow); Reator d = Sedimentation tamks
connected to biodigesters
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although reduced on comparison to the contents mentioned above, can represent
acceptable levels for this kind of residue in continmaous flow operation basing,
since Hirata's experiences {7) with fiberboard wastewater anaerobic digestion,
carried out in lab batch reactors and within the conventional ecologic concept of
methanogenesis obtained only 44.6% of (Hy in the biogas. On the other hand, the
results c<btained by Chosh and coworker (6), with methane generation in acid phase
{19 to 44%), under pH 5.7 - 5.9 and relatively low total alkalindity conditions
(about 790mg CaCO3/1), although in agreement with the present results, did not
introduce the same possible role of these acidophilic methsne bacteria as the basis
for a new operaticnal concept on methane biogenesis proposed in this work.,

The productivity of biogas (Figure 6} also remained below those cited in the
literature, prcbably because of the specific wastewater characteristics already
discussed. At this rate the necessity of further study in order to optimize the
process under this new operational concept must be considered.
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Figure 5 — Regression analyses and
linear correlation of the volatile
acidity data {in mg/l of total
volatile  adids, as acetic aeid)
comparing S5 (SABESP sludge} and DS
(Duratex.sludge) treatments
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About the sources of inoculum used, cne can say, that in the Ssbesp sludge (SS)Y
the presence of methancgenic bacteria was considered as certain {although it was
rot known if they would resist to the adverse environment), however in the Duratex
siudge (DS), there was not such a certainty. The occurrence of methancgenic
bacteria in the DS inoculum {Figure 6) may be explained by the following
hypothesis: contamination of the inoculum scurce and/or natural occurence of
methanogenic bacteria in barks  (Methanobactenium  arbophilicum, 11)  and/or
cccasional natural inoculation. ’

The great microorganism adaptative potential to uncomen situations has brought
same hipotheses about their limits of action. Natural and synthetic campounds
originally absent in the biogphere are now used as substrates for several micrcbial
species (2).

So, the phencmenon cbserved in this work, involving the methanogenesis at pH4.0,
volatile acidity above 2.400mg/l and zero total alkalinity contyibuted to opening a
new fileld in anaevobic digesticn. Specifically, in the anaercbic treatment,
although the efficiency of the process has not been the dbject of this work,
reascnable treatment levels for this kind of residue were cbtained uwnder simpler
operational conditions, and, probably, less expensive costs than those have
recomended since 100 years age in the literature {12)., In this way, the chemistry
and microbiology of the anaercbic biodigestion have their field of study amplified
through the confirmation of the phencmenon of methane generation in acid pH, which
had been empirically cbserved in swampy enviromments (21) and in acid phase
anaercbic digestion, menticned above {6). )

Finally, it is necessary to say that the atteanpt of standardization of the
biological phenamena meets obstacles which go further than the human will and touch .
distant frontiers not easily dominated, such as, life itself.



Figure 6 — CCp, CHy and Hs content evolution in the biogas
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of . the 38 (SABESP? slu

dge) and DS {Duratex sludge) treatments and bicgas productivity (IPNC) evolution
during incubation time; hydraulic reteation time variatioas (Oh, days) and organic
loading rate {OLR) in Kg COoD/m® . day) during the experiment. % Average data of two

replications. » -

Symbols: Reactors 1, 2, 3, 4 = Serial biodigesters (plug flow); Reactor d = Sedimen
tation tanks connected to biodigesters
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InForMacRo TECNICO-CIENTIFICA SEM

Boletim da Sociedade Brasileira de Virologia

Trata-Se de publicacdo que contém informagles provenientes da Diretoria da SBY,
além J&e spresentar um espaco destinado aos associados e interessados em divulgarem
suas informagdes (Virus-Lances). ‘

Até o womento 2 Boletins foram impressos. O primeiro comanica a legalizacdo da
Sociedade, © Encontro d& Virologia do Nordeste (Virologica 87} e o cadastro de
virologistas {Quem & quem). HA un agradecimento a Sociedade Brasileira de
Micrchiclogia na pessoa & seu antigo presidente, Jogo Salvador Furtado que
propiciou os primeiros Encontros Nacionais de Virolegia, incentivando o Plano
Setorial de Virologia {PSV), de maneira a auxiliar a sua penetragao na FINEP, O 29
Boletim informa a aprovagdo, na FINEP, do PSV representado pela Virologia Basica,
Virologia Humana, Virclogia Animel, Virologia Vegetal e Virologia de Invertebrados,
obtendo a concessdo de 350.000 O.T.N.

Os virologistas interessados poderdo requisitar ofpias dos formularios para a
apresentacdc de Projetos diretarente na FINEP, obedecendo as seguintes &reas
prioritarias:

Erea basica: Estrutura da particula viral; replicacio de virus DNA e RA; genética
de virus bacteriano, de animais e de plantas; imunoquinmica dos camponentes virais;
fendmenos decorrentes da interacic virus—cdlula; patogenicidade experimental.

frea animal Bovinos: leucose: virus respiratfrics e virus entéricos; Suinos: Doenca
de Mijeszky; gastrcenterite transmiseivel; rotavirus,

Aves: Doenca de Marek; virus entéricos; doenga de gunbore e bronquite infecciosa,
frea hamena: gastroenterites virais, cujo projeto deve ser estendido ao triénio
87/89; hepatites virais, a ser implantado a partir de 1987 por um periodo
inicialmente definido de 3 anos; viroses transmitidas através de produtos ée origem
sanguinea, em particular a sindrome de  imunodeficiéneia adguirida, — viroses
respiratorias e congénitas, cujas importancias, dentro do quadro nacional
recamendam a elaboracdo de projetos especificos, visando obter subsidios a seu
controle. Estes projetos deverao ser implantados a partir de 1987.

fArea de invertebrados: virus com bicinseticidas;

Area vegetal: virose das fruteiras; virose das lequminosas alimenticias e vircse
das hortaligas.

Mo espaco Virus-lances . .encontram-se algumas das informagdes relativas ao
Virolégica 87, além de alguns avisos de interesse geral dos Virologistas associados.
Sociedade Brasileira & Virologia: Dept? de Virologia/

Fundagao Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4365
21040 Rio de Janeiro RJ

Maria José de Oliveira Bngelo
Dept? de Microbiologia do ICB/USP
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
05508 S3o Paulo SP

DiagnOstico das bacteriemias

A partir da classica revisioc e métodos tradicionais ou convencionais para
processamento de hemoculituras editada por Washington II (32) tem havido ume
preccupacio periodica em revisar novas propostas scbre a materia. Uma revisao
recente devida a Stevens (30) aborda Je modo suwmaric os métodos atvalmente
disponiveis para a deteccdo de bacteriemias. Além de reportar-se acs metodos
convencicnais discute algumas técnicas mais recentenente carercializadas,
particularmente, os sistemas bifdsicos ("Septi-check" BCB, Roche), o netodo

fev. Microbiol., Sio Paulo, 18(4):391-397, Out./Dez. 1987.



392

radiometrico "Bacter", o sistema da DaPont designado "Isolator
lysis—centrifugation”, e 0 métedo de imonitorizagae por alteragbes de
condutancia-impendéncia de corrente alternada entre eletrcdios ("Bactometer”,
Mcbonnell Douglas Health Systems). Referencia ac ARD  {"Antimicrobial Removal
Device", Marion Scientific) também consta do relato.

No relativo a quaisquer desses sistemas ha, ao final, breve mencdo aos cuidados e
exigéneias sobre a inspecdo para averiguar o crescimento, ¢ cultivo de anaerdbios e
microrganismos menos frequentes em hewoculturas, a avaliacio de  resultados
falso-positivos (taxas de contaminacdo) e o wlume de sangue a ser cultivado. :

Essa pequena yevisao, embora atualizada, quase nada acrescenta a duas revisdes
mals coppletas e um pouco anteriores que foram editadas respectivamente por Gould
{9} e por Ballows & Tilten (1). Na revisdo de Stevens (30) ha no entanto referencia
a um dos métedos bifdsicos ("Septi-Check", Roche) que voltam a ser reconsiderados e
que se inspiram em principio hi muiito desemvolvido no cultivo de Baucelfa e cue se
tornaram conhecidos no Brasil camw o "frasco de Castaneda”.Weinstein (36) avalia
também sistema desse tipo. A revisio editada por Ballows & Tilton (1) embora inclua
parte substancizl na discusszc de culturas de sangue, estende-se também scbre
aspectos bacteriolégicos relacionados cam outros fluidos corpo reos.

Pode-se dizer, de acordo cam os trabalhos citados, que exceto pelas propostas de
sofisticacdo tecnoldyica para triagem e deteccdo precoce de hempculturas positivas,
nada ha de inteiramente removador, em relacio aos mEtodos tradicionais,
permanecendo COMO NEC revogadas cbservacdes mais antigas, sobre os aspectos a

a} 0 wlume de sangue sereado tem uma infludncia decisiva no Indice de
positividade real das hemoculturas ({30). Na maioria dos estudos camparativos de
mais de um sistema, raramente se avaliou se a maior positividade nio se deveu a
distribuicdo de um maior wolume glcbal de sangue entre os diversns meios (6). Esse
principio compromete a  sensibilidade de alguns métodos automatizados ou  que
implicam em manipulac@o que nio permite volumes sanguinecs maiores com o sistema
de lisefiltracio {9).

b) Além do wolure de sangue semeado, nentnm método pode ser melhor, autometizads
o1 ndo, que a oferta mutritiva do meio de cultura ermpregado (22, 30). Todos os
sisteras dependem do crescimento dos microrganismos em caldo, A diferenca entre
eles decorre da maneira como se detecta o crescimento bacteriano. O sistema Stino
seria capaz de detectar rapidamente a presenca de microrganismos, pelo menor custo,
€ atuaria em contriric a contaminagio dos espécimes nas diversas etapas de colheita
e manipulacao (30). No estdgio atual todos os sistemas oferecem vantagens ou
desvantagens. Nao hid um meio universal que atenda 3s exigéncias de quaisquer
microrganismos provaveis (22}. SO a diversificagio de meios e sistemas, com © dnus
ipplicito dos custos, permite os melhores indices de crescirento, mas geram o
problena de distingio entre isolamentos significatives oo ndo, oo verenos
adiante. Quase todas as comparagdes de sistemas inovadores admitem a sua eficicia
quando em justaposicao a sistemas convencionais, para determinados grupes de
nicrorganismos, destacando-se os anaerdbios (4, 11, 35, 36).

c) Nao existe o anticoagulante universal infouo para © esperado crescimento
bactériano. A preferencia para o polianetolsulfonato de sddio (SPS, "Ligquoid",
Roche) nas concentragbes entre 0,025 a 0,058 & no entantc, evidente {59).
Assinalam-se outros anticoagulantes como de mmior toxicidade (9). Qutros autores,
entretanto, revelam, a toxicidade do SPS para diversos germes, particulamente
Nedsseria, o que & importante (7, 8, 21, 27, 29}. O efeito toxico do SPS nesses
casos poderia ser revertido pela adicio de gelatina a 1% a0 wmeic de cultura (21,
29), ou pela incorporacac de 30% de sacarose (24).

As concentracdes entre 10 a 20% de sacarose que sdo hebitualmente empregadas nos
meios hipertdnicos aparentemente ndo foram avaliadas quanto a esse proposito. Por
sua atividade antimicrobiana a heparina nfo parece indicada (23) e os sais
organicos empregados no passado, particularmente o citrato, ndc t@m sido
recentemente investigados. )

. Como fato importante para o nossc ambiente a incorporagic de bile de boi nas
hemoculturas para o diagnostico de febre +tifdide , e evwentualmente de cutras
salmoneloses, permanece com o cardter de indicacfo especifica. Evita contaminantes,
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antagoniza fatores antibacteriancs do sangue e, mesmo usada pura, na propoxcao  de
10% em relagdo ac sanque, faculta o isclamento (12).

d} Concernente <o problema de evitar a interferencia de fatores antimicrobianos,
particularmente derivados do tratamento prévio dos pacientes, tem-se advogado ©
emprego de meios de cultura com compostos redutores que antagonizariam a acio de
alguns antibidticos. Particulamwente investigados tém sido o ticglicolato, a
cistina e o "Thiol Broth". Esses mesmos compostos também mostram toxicidade para
alguns microrganismos (9) ou deronstram-se, como a cisteina, ineficazes para o
propdsito (33). Para a familia de antibidticos beta-lactamicos estudo recente
comprova a eficdcia do "Thiol Broth" (34). Contudo, esse meic fol menos eficaz para
isolamentos que o caldo-tripticase-soja, em uma longa série de hemoculturas de
rotina, também recentenente descrita {17).

HE resultados satisfatdrios descritos com o emprego de resinas para a remogio de
certos antibidticos (34) gue sdo, entretantc, mencs evidentes em condicdes
indiscriminadas de outras rotinas (11).

T antiga a recamendagio do enmprego de beta-lactamases para antagonizar os
antibifticos correspondentes, nas condicoes de cultivo. Todavia com O conhecimento
atual da miitiplicidade dessas enzimas e de seus respectivos substratos de exprego

- clinico, n3c hi condigoes & uniformidade e de invariabilidade, em apoio da
tZcnica. Relatos recentes nfo parecem dispeniveis.

Iparentemente a diluigao do sangue semeado entre 1:10 a 1:30 am proporcac ao meio
de cultura & o processo mais sequro de contormar fatores inibitérios do crescimento
bacteriano intrinsecos ou extrinsecos ao sancue. Nesse sentido os resultados dos
matodos convencionais sio semelhantes e/cu complementares das propostas impvadoras,
ressalvado talvez serem meis lentos para detecgdo dos resultados (9, 30).

Tanbém o emprego da lise-filtracdo e da lise-centrifugacic mostrou resultados que
implicaram em complementacdo pelos métodos convencionais, ao custo eventual de
maior oimero de isolamentos falso-positivos {4, 22).

e) A possibilidade do encontro de amostras osmoticamente sensiveis (formas L} de
bactérias, introduziu o emprego de neios hipertdnicos, com & adicio de sacarose
entre 10 a 20% nos caldos mutritivos usuais em hemoculturas (6, 25). Tormou-se
sparente, em termos de deteccdo das bacteriemias que o rendimento desses meios é de
pouca o renhawa significacdo (19). Lauria {13) em 600 exames assinala apenas 16
isolamentos que se podem considerar significativos pelo  emprego de neio
hiperténico. Entretanto levanta questdes importantes: nao se sabe se as formas
consideradas defectivas pelas condicfes de isclamento, se s3c apenas indicadoras do
organismo patogénico parental, se sdo responsaveis pela persisténcia da infecgdo,
ca se sdo, por si mesmas, patogénicas. No homem, al&m de Streplobacilius a
patogenicidade dessas variantes nunca foi provada de forma convincente. Os <asos
positivos corresponderam a suspeita de endocardite ou meningite nao provadas pelos
metodos convencionais. .

£ possivel, todavia, que os meios hipertdnicos tenham mais gignificacdo para o
cultive a partir de cutros liquidos corporeos, que nZo o sangue (3, 26). Sobre se ©
efeito benéfico eventualmente encontrado, dependa apenas da hipertonicidade do
meio, permanece questionavel (10}.

f) Sobre o tempo dedicado & cbhservagdo das culturas atinge-se ao consenso sobre
que a cbservacdo nio se deva estender por mais de 7 dias {9, 17). Em 239 epistdios
de bacteriemias ohservadas por Raddi & Suassuna {20) nenhum ultrapassou esse limite
quanto a positividade (Commicagdo pesscal}. Istc pode, naturalmente, nac se
aplicar a patdgenos especials, oo Mycobacterium do complexo avium, atualmente
frequentes em pacientes com a sindrore de iminodeficigncia adoquirida, Uma proposta
retodoldgica nesse sentido foi feita por Berlin & col. (2). E entretanto pertinente
lenbrar que repigues precoces com quatro (18) ou seis horas {28) podem fornecer um
nmero substancial d&e resultados positivos, antecipando as habituais 24-48 horas.
2s frequéncias de positividade s3o sparentemente conparaveis com dados  da
literatura cotides por bacterioscopias precocemente realizadas (15).

Técnicas indiretas, n3o fundamentadas no cultivo e isolamernto de microrganismos
tém sido propostas, mas a sua avaliacdo é ainda insuficiente ou ndo satisfatOrias
{31).

g) Com as técnicas tradicionais, ou com algumas das técnicas inovadas permanece o



394

problema de avaliar quande o isolamento pode ser considerado  clinicamente
significativo, Entre as dltimas, algumas implicam em um maior nimero de isolamentos
de germes .como os estafilococos coagulase-negativos ou  germes difterdides,
contaminantes habituais, mas cujo significado tem-se firmado em alguns casos  (30).
A interpretacdo e © oontrole desses resultados tém gerado portos de vista nic
inteiramente superponiveis (9, 14), permanccendc a cuidadosa avaliacao ciinica,
possivelmente, como o melhor e Gnico pardmetro para a consideracdo desses achados.
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Mansfield, J.M. — Parasitic Diseases. The chemotherapy. Marcel Dekker, Inc., wl.2.

0 livro intitulado "Parasitic Diseases - wol.2 The Chemotherapy", editado por
John M. Mansfield, através de Marcel Dekker, Inc., traz uma excelente reviséo scbre
o avango terapéutico aleancado nos Ultimos anos no  tratamento de malaria,
esquistossamiase, tripanosomiases e leishmaniase. Esse volure contém 233 paginas e
& divigido ewm cinco capitulos: 1) Quimicterapia antimelarica; 2} Quimicterapia de
esquistosscmiase; 3) Quimioterapia da doenga de Chagas; 4) CQuimicterapia de
tripancscmiase africana; 5) Quimioterspia de leishmeniase. :

A Farmacoterapia de cada doenca € apresentada de forma sucinta, mas bastante
diditica e organizada, com descrigdo dos farmacos de uso convencional, seus
principais mecanismos de agdo, farmacocinética e aspectos clinicos e toxicoldgicos.
0 esquema posolégico e o modo de administragdo dos farmacos sdo descritos, na sua
maioria, individualmente para cada caso. Os_autores estabeleceram correlacio entre
os estudos experimentais e clinicos de farmacos especificos e conduziram as
discussdes sobretudo em torno das interagles entre farmacos e parasitas, sem entrar
em detalhes de generalidades ou aspectos basicos de farmecodindmica, bioquimica cu
de biologia parasitaria. ) ‘ ]

A apresentacio de farmecos potencialmente ativos contra diferentes agentes, ainda
que se encontrem em fase experimental, mostra boas perspectivas futuras no campo da
terapSutica antiparasitaria. :

Todos os capitulos sao accmpanhados de extensa Referéncia Bibliogréfica que é de
utilidade aos estudiosbs da area. Ademais, as ilustractes sdo boas e ocorretas.

portanto, a cbra & dJde valor principaimente aos médicos, farmacclogistas e
bicidgos, camo fonte de dados, para atualizacio terapéutica dessas doengas que
constituem constante ameaga & satde da nossa populacdo.

Seizi Oga

_ Prof. aAdjunto de Farmacologia
Instituto de Ciéncias Bicredicas USP
05508 Sao Paulo SP
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Moraes, F.F. & Zanin, G.M., eds. - Anais do IY Seminirio de Hidrdlise Enzimatica de
Biomassas - 2 wols., 509p. — 1986. Univ. Est. de Maringad - Pr.

Este seminario realizou-se em Maringa, Pr. de 10 a 13 de Gezembro de 1985, sob a
ccordsnacdo dos editores dos Anais agui apresentados. Contou com a presenca de 130
participantes, send> a grande maioria profissionais de wmiversidades, institutos de
pesquisa ¢ empresas estatais e privadas, ligadas z esta &rea da Biotecnologia. O °
simpdsio contou com Painel de Rbertura sob titulo "As agdncias financiadoras e as
prioridades na hidrdlise enzimitica de biomassas"; 5 sessfes de conferéncias
versando sobre hidrolise enzimitica de biomassas, producio e impbilizacdc de
microrganisnos e enzimas, fermentacBo alcodlica e sacarificacio de nateriais
celuldsicos; 3 sessdes téonicas com apresentacdio de lirhas de pesquisa e sessio de
apresentacdo de trabalhos na forma de "posters". Finalmente os anais apresentam  as
conclustes dos 4 grupos de trabatho formados durante o evento para discutir rumos e
prioridades das pesquisas na area.

O IIT Seminirio foi programado para 07 a 11.72.1987 no mesmo local e akordara
assuntc como  Biopolpacdo, bagaco de cana como ragao, desliquificagio, fermentacio
em fase sblida, biosenssores, etc.

Informacdo com os editores no Dept? Eng. Quimica da Universidade Estadual de
Maringd - Fone (0442) 22-4242 — ramal 323.

Leonarde Perego Junior

Dept? de Tecn, Biog. Farmacéutica SBT
Faculdade de Ciéncias Faxmacéuticas
usp

Veterinary Microbiology — An Internaticnal Journal

Una anilise detelhada do periodico “Veterinary Microbiology" editado pela
ELSEVIER, permite werificar que se trata de wma revista de padrdo internacional,
com excelentes trabalhos publicados nas dreas de Bacteriologia e Virologia. Os
assuntos tratados sado bastante atuais e a apresentacio d periédico ndo so quanto
ao conteldo mas também quanto a forma gdo altamente elogifveis.

O corpo editorial & bastante diversificade, contand com & colaboracac de
rencmados pesquisadores de vérios paises que dominam a tecnolcgia de ponta no campo
da microbiclogia veterinaria, Alguns j& tiveram a oportunidade de visitar o Brasil,
mais especificamente a WNICAMP e a UNESP, como € ¢ caso & Dr. C.L. Gyies de
Guelph, Ontéric Canadd que contribui consideravelmente em nossas pesquisas no campo
da colibacilos suina.

Trata-se evidentemente de um periddico indexado com resumos aparecendo em  varias

revistas de referdncia. '
JConcluindo, € um periddico de presenca dbrigatdria nas  biblictecas de
instituictes e wmiversidades que realizam pesquisas, principalmente na area
veterindria e se constitui, a nosso ver, en uma revista conpativel com  publicacdes
de autores brasileiros, especificamente microbiologistas veterinarios. )

Prof. Dr. A.F. Pestana de Castro
Pepte de Microbiologia e Imunclogia
Instituto de Biologia

UNICAMP

Caixa Postal 6109

13081 Campinas SP

Yastda, P.H.; Strigerwalt, A.G.; Sulzer, K.R.; Kaufmam, A.F.; Rogers, F. &
Bremer, D.J. - Deaxyribonucleic Acid Relatedness between Serogroups and Serovars
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in the Family Lepfospinacede with Proposals for Seven New Ieptospira Species -
Intern. J. of Sistematic Bacteriology, 37(4) :407-415, 1987.

A técnica de hibridizacioc & acido - desoxirribomucleico tem se revelado uma
ferraments de grande utilidade em taxonomia bacteriana. Com efeito, grupos
bacterianos que tradicionalmente sempre foram de dificil caracterizacdc e grupos
nos quais a classificacio se baseava em provas sorolCgicas, quand sukmetidos ag
técnicas de hibridizacio revelam grandes surpresas. Assim aconteceu com a familia
leptospiracene quando 38 sorotipos pertencentes a 22 sorogrupos da espécie L.
interncgens & 6 da espéeie L. biffexa foram estudados por Vasuda & col. através da
técnica de hibridizacic do DNA (método da hidroxyapatite, 55 e 709C) sendo entdo
deronstrado que a primeira espécie comporta, no minino, mais 5 espécies rovas e a
sequnda, mais duas rovas espécies.

Outrossim a metodologia empregada confirma a validade de duas novas espécies
propostas anteriormente, a leptospira parva e a Leptonema LLELNL.

Dentre as sete novas especies propostas pelos autores merece especial destaque a
Leptospirna  sanfarosal em horra a Carlos Almeida Sarta FRosa, veterinaric e
microbiologista brasileiro que fol um dos pioneiros no estudo das leptospiroses
humana e animal como problema de sadde piblica no Brasil. _

A nova especie L, santaiosal contém sorotipos dos sorogrupos Shermani, Hebdomadis
{subsorogrupo Borincana), Tarassovi (subsorogrupcs Atlanta e Bekeri e Nawet) e
ainda, sorotipos bananal), peru e wawain, pertencentes a novo SOrCgrupo ainda sem
denominacio.

O Prof. Santa Rosa trabalhou em nosso Departamento onde exerceu lideranca
inconteste tanto cientifica, avalisada por seu vasto saber, quanto humana
alicercada em sua retiddo de caracter e em sua transparéncia comro pessoa humana.

Seu precoce desaparecimento deixou entre nds uma lacuna que jamais serd
preenchida.

Reveste-se pois & maior merecimento a homenagem proposta pelos autores ao
designar esta nova espécie como Leplespira santarosal.

Paulo H. Yasuda, membro do Dept9 de Microbiolegia do ICBUSP, discipule dileto e
1idimo continuador da escola de Santa Rosa, tem balisado sua escalada cientifica e
universitiria com marcos significativos dentre os quais avulta a pesquisa objeto
destes camentiriocs, cuja importincia é desnecessario encarecer.

Seu nome passa a oY, doravante, de citagio obrigatdria para todos os
pesquisadores que se ocupem da familia Leplospiraceas.

Consignamos nossos cumprimentos ao Dr. Paulo H. Yasuda e colaboradores  por tao
significativa quanto original contribuicdo ao estudo da sistemdtica das
leptospiras.

Gil Vital Alvares Pessoa

Dept? de Micrcbiologia

Instituto de Cidncias Biomédicas USP
Bv. Prof. Lineu Prestes, 1374

05508 S3c Paulo &SP
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