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IN MEMORIAM

O recente falecimento do Professor Gobert Araujo Costa, ocorrido na cidade do Rio de Janeiro em
14 de novembro préximo passado é um acontecimento que ndio pode escapar ao pesar daqueles que militam
no campo da Microbiologia, particularmente, na Bacteriologia médica. Nesta drca dedicou a maior parte de
sua atengdo e realizagfio nos seus 74 anos de existéncia.

O Prof. Gobert Araujo Costa nasceu aos 22 de abril de 1916 em Pencdo, estado de Alagoas, diploman-
do-se em medicina pela Escola de Medicina e Cirurgia do Rio de Janciro em 1938, onde desde 1937 exercia
a monitoria da cadeira de Microbiologia ¢, rapidamente, obtendo a posigio de assistente em 1939. Iniciou-
se no campo da pesquisa através da realizagfio do Curso de Aplicagio do Instituto Oswaldo Cruz, no biénio
1938-1939, vinculando-se a seguir 2s atividades da Segfio de Bacteriologia desta instituigio como biologis-
ta em 21/03/1941. A partir desse momento até 1949, se dedicou com alinco nas pesquisas sobre as vdrias
facetas ligadas aos representantes do género Clostridium, mas ja revelando algumas outras incursdes no
campo das enterobactérias, principalmente salientando-se a tese apresentada no concurso de biologista do
Instituto Oswaldo Cruz em 1945, versando sobre "Contribuigio ao diagndstico da peste nos ratos”.

Durante este perfodo, exerceu atividades de magistério nos Cursos de Técnicas de Laboratério do De-
partamento Nacional de Satide e de Aplicagfo do Instituto Oswaldo Cruz. A partir de 1950, concentrou sua
atengfio basicamente nas enterobactérias, publicando uma série de trabalhos fundamentais, quer de ponto de
vista etiolégico, quer sobre aspectos etiopatogénicos e epidemiol6gicos das enterobacterioscs na populagio
do Rio de Janeiro. E importante destacar scu espirito pioneiro e a forma dedicada na propagacdo de conheci-
mentos sobre 0 tema para outros setores fora de Manguinhos, como durante a fase em que foi responsdvel
pelo Laboratério de Enterobactérias da cadeira de Microbiologia da Faculdade Nacional de Mcdicina ¢ Facul-
dade Nacional de Farmicia da antiga Universidade do Brasil ¢, que, posteriormente, com a reunifio de outros
laboratérios, originou o Instituto de Microbiologia. Da mesma forma, repercutin de modo incisivo sua
passagem pelo Instituto de Pucricultura da Universidade do Brasil, atual Universidade Federal do Rio de Ja-
neiro.

Em margo de 1959, passou a ocupar a chefia da Segfio de Bacteriologia da Divisiio de Microbiologia e
Imunologia do Instituto Oswaldo Cruz, acumulando em cardter interino também a responsabilidade da Di-
visfio, até a sua aposentadoria em 1973. Esta fasc profissional foi marcada pcla paricipagfio ativa em con-
gressos nacionais e internacionais, na implementagdio do topico Microbiologia ¢ Im unologia nos diversos
cursos de especializagfio ofcrecidos pela Escola Nacional de Sadde Piblica, assim como, ¢m outros cursos
de apcrfcigoamento desenvolvidos no Brasil e outros paises.

O outro grande marco de suas lides profissionais sc situou em 1964, com o inicio das atividades como
Professor Titular de Microbiologia ¢ Imunologia da Escola Médica do Rio de Janeiro, Universidade Gama
Filho, onde gradativamente, alcangou difcrentes postos de realce. Assim, ocupou as diregdes do Departa-
mento de Patologia, do Intituto de Pesquisas Gonzaga da Gama Filho, atingindo, finalmente, ao decanto do
Centro de Ciéncias Bioldgicas ¢ da Saide, em margo de 1981.

E importante ressaltar os titulos obtidos nesta fase, como a presidéncia da "American Society for Mi-
crobiology", ramo local, a eleigfio e a recondugfio como presidente da Sociedade Brasilcira de Microbiologia
nos dois bicnios de 1974 a 1978, bem como, o prémio "Oswaldo Cruz" de 1972, concedido pelo Instituto
Oswaldo Cruz ao melhor trabalho de pesquisa cientifica do ano e sua indicagio como membro efetivo do
Conselho Técnico-Cientifico da Fundagfio Oswaldo Cruz.

Como homem o que distinguia o Prof. Gobert cra a sua autencidade e sua extraordindria retiddo de
carditer, exteriorizada pela auséncia de concessdio em scu modo de pensar ou de agir, para agradar a quem
quer que fosse, se niio fosse ela a verdadeira expressdio dc seu sentimento. Tinha firmes convicgdes fi-
los6ficas alido A nobreza de um espirito reto, destacando-se pela lirmeza com que sempre defendia suas idéi-
as e os principios de justica, de liberdade e de dignidade humana,

A Sociedade Brasilcira de Microbiologia agradcce ao Dr. Ernesto Hofer pela claboragiio deste "In Me-
moriam" ¢ externa scu pesar pelo passamento do Prof. Gobert de Araujo Costa.

REVISTADE MICROBIOLOGIA

Depto. de Microbiologia - ICB II — USP_ o
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374 — Cid. Universitaria
CEP 05508-900 — S#o Paulo - SP - BRASIL
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EDITORIAL

Ao final do ano de 90, gostaria de fazer uma breve retrospectiva sobre a Revista
de Microbiologia.

Recebemos ao longo deste ano, 95 trabalhos novos para serem submetidos a
publicagio. Publicamos 64 trabalhos e 34 foram recusados ¢ nestes casos, solicitamos
a0s autores que re-apresentem em outra oportunidade. Lembro que a qualidade de uma
revista depende, principalmente, da rigidez com que os revisores julgam os trabathos ¢
temos procurado, paulatinamente, atingir um padriio cada vez mais elevado.
Agradecemos aos colegas citados abaixo que colaboraram ao longo deste ano fazendo
esta importante tarefa de analisar e discutir criticamente os trabalhos submetidos a
publicagfio na Revista de Microbiologia.
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Enviem scus melhores trabalhos a nossa Revista ¢ apresentem-nos em lingua
inglesa, pois a partir de 1992, pretendemos que todos sejam publicados nesta lingua.
‘Lembro que cste fato ird contribuir para a divulgagio de nossos trabalhos no exterior.

FLAVIO ALTERTHUM
Diretor Executivo
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VIBRIO FLUVIALIS AND VIBRIO FURNISSII ASSOCIATED
WITH INFANTILE DIARRHEA
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SUMMARY

During a recent investigation on the etiology of infantile diarrhea in Recife, a city
situated on the Northeast Coast of Brazil, eight (5%) strains of Vibrio were identified.
Five strains were classified as V. fluvialis and the threc others as V. Sfurnissii. In six
patients, Vibrio might have been the primary agent of the diarrhea.

Key words: Vibrio fluvialis, Vibrio furnissii, diarrhea

INTRODUCTION

Vibrio fluvialis and V. furnissii are two new
specics of halophylic vibrios recognized in the
1980s (1,7). Both have been associated with exten-
sive outbreaks of human diarrhea (2,3,6), but their
role in human discase is still accepted with some
restriction (5,6,7). During a rccent investigation
on the etiology of infantile diarrhca carried out in
Recife, a tropical city situated in Brazil Northeast,
five strains of V. fluvialis and thrce strains of V.
furnissii were isolated. The clinical featurcs and the
microbiology of the cases from whom vibrios
were identified are now reported.

MATERIAL AND METHODS

Children studied - One hundred sixty in-

fants under one year of age, from a low socio-
economic background, with a history of three or
more loose stools in the previous 24h, were sclect-
ed. Patients were clinicaly examined by a pediatri-
cian, who also collected and noted the characteris-
tics of the stool specimen. The study was carricd
out between February and June 1990.
Microbiologic methods - Recognized
methods were uscd to identify Salmonella spp.,
Shigella spp, Campylobacter spp., cnicropatho-
genic Escherichia coli, Aeromonas hydrophila,
Plesiomonas shigelloidis, Giardia lamblia, Enta-
moeba histolytica, Cryptosporidium spp., and rot-
avirus (8). Strains of E. coli belonging to the clas-
sic entcropathogenic serovars werc tested for
adherence to HeLa cclls by using a previously de-
scribed technique (10). For recovering Vibrio, fecal
samples were cnriched in alkaline peptone water
(pH 8.5) supplemcnted with 2% NaCl and subcul-

* Laboratério Keizo Asami, Universidade Federal de Pernambuco, Cidade Universitaria, Recife 50730, Brasil.

*%  Departamento Materno Infantil, UFPE;
*#*  Departamento de Medicina Tropical, UFPE.
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tured to thiosulphate-citrate-bile salts-sucrose agar
(Difco Laboratories, Detroit, Mich.). Vibrio were
biochemically classified by using acepted criteria
(1,7,8). Sugar breakdown were carricd out in bro-
mothymol blue liquid medium (1% wyptone
amended with 1% NaCl; pH7 ) distributed in test
tubes, and closed with cotton corks. Tests were
scored after 48 h of incubation at 37°C.

Leukocytes were searched on Gram stained fe-
cal smears.

Serologic testing - Antisera were prepared
against strain 84 of V. fluvialis, and against the
strain 19 of V. furnissii by injecting albino rabbits
with five 1 ml doses of stationary-phase cultures at

Table 1 - Biochemical behaviour of 8 Vibrio strains

% of isolates positive

Tests
V. fluviais V. furnissii
n=15 n=3

Growth in:

0% NaCl 0 0

8% NaCl 100 100
Lysine decarboxilase 0 0
Arginine dchydrolase 100 100
Omithine decarboxilase 0 0
ONPG 100 100
Voges-Proskauer 0 0
Gasin TSI 0 100
Acid from:

Sucrose 100 100

Arabinose 100 100

Lactose 0 0

Salicin 100 0

Glycerol 0 100
Esculin 60 0

All tests were done in culture media suplemented with 1%
NaCL. Exccpt ONPG, tests were evaluated at 48 h.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 21(4), 1990

7 days intervals. Blood was drawn 7 days after the
last injection. The slide agglutination titer of the
antiserum against the homologous strains 84 was
1:64, and against the homologous strain 19 was
1:32. The antisera 84 and 19 were respectively test-
ed against the other strains of V. fluvialis and V,
furnissii by slide agglutination using live cultures.

RESULTS

Vibrio were isolated from eight (5%) of the pa-
tients. The age of these patients ran ged from one to
eight months. Of the Vibrio sirains, five were clas-
sified as V. fluvialis and the others as V. Sfurnissii.
On TCBS their colonies were large, mucoid and
decply yellow. Within the same species, there was
an uniform biochemical behaviour of the various
strains, concerning the tests employed (Table 1).

No serologic cross-reactions were obscrved be-
tween the strains 84 and 19, and the other strains
studiced.

In two cascs, one infected with V. Sfurnissii
and the other with V. fluvialis, vibrio was the
only entcropathogen identificd whereas in all the
other patients mixed infections were observed:
Campylobacter jejuni, two cases; Shigella dysen-
teriae, §. flexnerii, Escherichia coli 055:H-, and
E. coli 086:H34, each one case (Table 2).

Clinical features of the patients from whom
vibrios were isolated included watery diarrhea
(100%); vomiting (62.5%); dehydration (12.5%);
blood in feces (25%); and fever (509). The lenght
of diarrhca ranged from four to 19 days, and 62.5
per cent of the patients presented on microscopical
examination lcukocytes in their stools. The two
paticnts who furnished only vibrios were well hy-
drated, despite their watery diarrhea with fecal leu-
kocytes. The Ienght of the discase in the paticnt

Table 2 - Laboratory and patient data related to isolation of Vibrio species

Age Length of Vibrio Other entero- Neutrophils
Case (months) diarrhea species pathogen in feces
(days)
19 1 6 V. furnissii C. jejuni No
36 1 12 V. fluvialis EPEC* 055:H- No
62 5 6 V. fluvialis S flexnerii No
80 6 5 V. fluvialis C. jejuni No
83 6 4 V. fluvialis EPEC 086:1118 No
84 5 18 V. fluvialis None Yes
121 8 7 V. furnissii None Yes
155 5 19 V. furnissii S.dysenteriae Yes

* EPEC, Enteropathogenic E.coli.
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infected with V. fluvialis was of 18 days, and in
the other infected with V. furnissii was of 7 days.

DISCUSSION

V. fluvialis and V. furnissii are two rclated spe-
cies of Vibrio which are easily separated, from the
biochemical viewpoint, because V. furnissii is aer-
ogenic. Other tests, such as esculin, salicin, and
glycerol breakdown, have shown discrepant results
depending on the authors (1,7). However, using the
methods here described in the section Materials and
Methods, and a larger number of strains (results not
yet published), we found that acid production from
glycerol and salicin are also usefull tests for distin-
guishing the two strains. Concernig the hydrolisis
of esculin our results are similar to those obtained
by Lee & col (7), and dilferent of others (1). Dis-
crepancy of results have been clarified before and
was attributed to test technical differcnces (1).

Although V. fluvialis and V. furnissii have
clearly been associated with some cases of infantile
diarrhea, we do not know with confidence, except
in two cases, whether they were, in fact, the pri-
mary agent of the disease. Indecd, in developing
countries mixed infections and the high prevalence
of many enteropathogens among asymptomatic
children difficult interpration on the ctiology of in-
fantile gastroenteritis (4). This situation is still
more complicated because a control group was not
included in this survey. In this vein, however, dur-
ing the same period of 1989 we carried out a casc
control study involving 252 infants under two
years of age. This investigation revealed no V. flu-
vialis or V. furnissii, but onc strain of V. cholerae
non 01 and another belonging to an unclassified
halophylic vibrio (Magalhies, M. & col., Rev.
IMIP, in press). Then, it is a tough question to an-
swer why in 1989, though using the samc metho-
dology to isolate vibrio as that used now, we did
not recover any strain of V. fluvialis or V. furnis-
sii. Paticnts studied in both surveys belonged 1o
the same low socio-cconomic background and were
seen at the same hospital. The lack of secrologic
similarity between the strains 84 and 19 with other
V. fluvialis and V. furnissii strains, respectively,
suggested that the cases of vibrio diarrhca now pre-
sented were not acquired from a common source or
derived from a single bacterial clone. This finding
did not support our initial feeling about the occur-
rence of a small outbreak of vibrio linked infantile
diarrhea in Recifc.
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As have previously been discussed (4) it is
hard to decide in mixed infantile diarrheal infection
which is, in fact, the microorganism responsible
for the current clinical episode. However, if we
take into account that vibrios are rare or absent
among healthy humans (7) and that campylobact-
ers are frequently found among ill and healthy chil-
dren in Recife (9), vibrio would have been, in real-
ity, the responsible for the diarrhea in the cases
where both microoganisms were simultancaously
isolated. Furthermore, the same thing might have
occured in the case where vibrio was isolated joint-
ly with E. coli 055:H - since this strain did not ad-
here to HeLa cell as did the pathogenic ones (10).
Concerning the paticnts who furnished Vibrio and
Shigella, the question of which is the actual patho-
gen rests to be seen. In this conection, one of
these patients did not present leukocytes in the
stools. Leukocyles in the stools are a hallmark of
the Shigella enteric infections (11). In contrast, pa-
tients infected with V. fluvialis may or not present
fecal leukocytes during their gastrocnteritis (6).

In conclusion, these data suggest that clinical
microbiologists should be aware of the possibility
to recover vibrio during infantile enterobacteriolog-
ic work. Special attention must be given to Aeromo-
nas, mainly in laboratories that do not use thiosul-
phate-citratc-bile salts-sucrose agar. Approximately
one-third of the anacrogenic, lysine-decarboxilase
negative strains mantained in the collection of an
English Public Health laboratory were in fact V.
Sfluvialis and not members of the genus Aeromonas
(7). Both microoganisms, howevcr, could easily be
distinguished because V. fluvialis docs not grow in
the absence of sodium chloride and gencrally does
in 8% salt concentration.

RESUMO

Vibrio fluvialis e Vibrio furnissii
associados a diarréia aguda infantil

Durante recente investigagiio sobre a ctiologia
da diarréia aguda infantil realizada no Recile, cidade
situada na Costa Nordeste do Brasil, identificaram-
se oito (5%) amostras de Vibrio. Destas, cinco fo-
ram classilicadas como V. fluvialis ¢ as outras ugs
como Vibrio furnissii. Em scis pacicntes vibrio
poderia ter sido 0 agente primério da diarria.

Palavras chaves: Vibrio fluvialis, Vibrio fur-
nissii, diarréia.
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PESQUISA DE CLOSTRIDIUM DIFFICILE EM FEZES DE CRIANCAS
INTERNADAS EM ENFERMARIA GERAL PEDIATRICA
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RESUMO

Pesquisamos, nas fezes de 86 criangas internadas em enfermarias gerais de
pediatria, a presenga de Clostridium difficile. As criangas foram divididas cm 4 grupos:
Grupo I - 23 criangas sem diarréia e sem uso prévio de antimicrobianos; Grupo II - 33
criangas sem diarréia e com uso prévio de antimicrobianos; Grupo I1I - 13 criangas com
diarréia ¢ sem uso prévio de antimicrobianos; e Grupo 1V - 17 criangas com diarréia ¢
com uso prévio de antimicrobianos. O C. difficile foi identificado em 4/23 criangas do
Grupo I (17,3%), em 5/33 do Grupo II (15,1%), cm 3/13 do Gruapo III (23%) ¢ em
5/17 do Grupo IV (29,4%). A comparagiio entrc grupos ndo mostrou diferenga
estatisticamente significativa entre si. Do mesmo modo, a freqiiCneia do ndio mostrou
diferenga estatisticamente significativa quando comparamos todas as criangas com uso
prévio de antimicrobianos (Grupos II ¢ IV) versus Grupo I e todas as criangas com
diarréia (Grupos Il ¢ IV) versus Grapo L.

Concluimos que o C. difficile pode ser encontrado nas fezes de criangas sem
patologias gastrintestinais e scm uso prévio de antimicrobianos (Grupo I) em 17% dos
casos e que o uso prévio de antimicrobianos ¢/ou presenca de diarréia ndo altcra de
modo significativo o encontro do germe nas fezes das criangas.

Palavras chaves: Clostridium difficile, fezes, criangas, pediatria.

INTRODUCAO roborar, posteriormente, estes achados (1,5). Mais

recenlemente, vérios estudos t&m registrado pre-

O Clostridium difficile foi descrito, cm 1935, senga do C. difficile em [czes de criangas normais,

por HALL ¢ O'TOOLE, nas fezes de recém- principalmente naquelas com menos de um ano de
nascidos normais (9). Outros trabalhos vicram cor- idade. As taxas de isolamento da bactéria variam de
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respondéncia: YASSUHIKO OKA Instituto da Crianga "Prof. Pedro de Alcntara” Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar,
647 CEP: 05403 - Sdo Paulo - SP.
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17 a 90%, dependendo do local e da populagfio es-
tudada. Em criangas com mais de dois anos de
idade, esta taxa situa-se ao redor de 4%, aproximan-
do-se dos valores encontrados cm adultos de 1 a 3%
(4,6,16,18,20).

Aceita-se, atualmente, que o C. difficile e/ou
suas toxinas estejam implicados na génese da co-
lite pseudo-membranosa, dadas as miltiplas evi-
déncias clinicas ¢ experimentais existentes
(2,3,11,12,13,16,18,19,21). No entanto, parece
claro que a presenga do C. difficile ¢/ou sua toxina,
embora necessdria, ¢ insuficiente por si s6 para ex-
plicar o aparecimento da doenga.

Entre os dois extremos acima mencionados,
isto €, criangas com presenca de C. difficile nas fe-
zes, porém assintomaticas, e criangas com colite
pscudo-membranosa, situam-se as criangas com
diarréia aguda apés utilizagfio de antimicrobianos,
com presenga de C. difficile ¢/ou suas toxinas nas
fezes, na auséneia de outros agentes patogénicos
habitualmente responsdveis por diarréia aguda. Nfio
se sabe, nesies casos, qual o papel do C. difficile ¢
suas toxinas (2, 4,8,14,15,17,20).

Se € verdade que, em um percentual significati-
vo de criangas normais, se identifica o C. difficile
em suas fezes, objetivamos, neste trabatho, avaliar
s¢ a utilizagdo prévia de antimicrobianos c¢/ou pre-
scnga de diarréia aumentam a freqiiéncia do encontro
de C. difficile nas fezes destes grupos de criangas.

CASUISTICA E METODOS
a. Casuistica

Analisamos, em estudo prospectivo, 86 amos-
tras individuais de fezes de criangas internadas de
jutho de 1987 a margo de 1988, na Enfermaria de
Pediatria do Hospital Universitdrio da Universidade
dc Sao Paulo. Das 86 criangas, 69 cram lacientes ¢
17 pré-escolares. Estas foram divididas cm 4 gru-
pos: Grupo I: constituido de 23 criangas sem diar-
réia e que nfio haviam recebido antimicrobianos nas
duas ultimas scmanas (Grupo controle); Grupo 1I:
constituido dc 33 criangas sem diarréia, ¢ que ha-
viam reccbido antimicrobiano hi pclo menos 24
horas (os antimicrobianos utilizados foram: penici-
lina - 12, cloranfenicol - 8, sulfametoxazol-
trimetoprim - 6, oxacilina - 3, cefalotina - 2, 4cido
nalidixico - 1, ccfoxitina 1); Grupo III: constituido
de 13 criangas com diarréia aguda e que nfio haviam
recebido antimicrobiano nas dltimas duas semanas;
Grupo IV: constituido de 17 criangas com diarréia
aguda e quc haviam recebido antimicrobiano hd
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pelo menos 24 horas (os antimicrobianos utiliza-
dos foram: penicilina - 5, sulfametoxazol-
trimetoprim - 4, cloranfenicol - 3 e amicacina - 3).

A diarr¢ia aguda foi definida pela presenga de 3
ou mais evacuagdes semiliquidas ou liquidas por
dia, com duragfio nunca superior a 3 semanas.

b. Coleta e processamento das fezes

Todas as amostras de fezes com consisténcia
semipastosa ou pastosa foram colhidas com
espatulas de madeira, apés evacuagio espontinea.
As fezes liquidas ou semiliquidas foram colhidas cm
coletor pléstico descartdvel, ap6s evacuagio es-
pontinea, Aproximadamente 1 g de fezes foi adicio-
nada a 10 m! de solugfio tampfio fosfato pré-reduzida,
que serviu como meio de transporie. A semeadura
das amostras foi realizada em tcmpo nunca superior
auma hora ap6s a coleta. A scguir, foram rcalizadas
diluigdes seriadas ¢ decimais a partir da amostra de
transporic (10°1), até a dilui¢do 10”7, com a solugdio
tampdio fosfato pré-reduzida, sob fluxo de CO2.

As amostras foram semecadas, posteriormente,
em meio seletivo diferencial contendo cicloserina,
cefoxitina, frutose, gema de ovo e 4gua, conforme
as indicagdes de GEORGE ccolab. (7). As placas
foram, entfio, incubadas em jarra de anacrobiose, a
37°C, durante 48 a 72 horas. Apés o periodo de in-
cubagfio, obscrvou-se a morlologia das coldnias
presentes no meio de cultura, com a ajuda de um
microscopio estercoscdpico. Caldo BHI, pré-
reduzido, suplementado, foi utilizado para s reali-
zar a transferéncia das colOnias suspeitas.

Ap6s o periodo de incubagfio de 24 horas, foi
realizado o teste de respiragfio ¢ preparagfio do esfre-
gago em laminas.

Duas placas de dgar-sangue de carneiro a 5% ¢
uma de dgar-sangue suplementado com hemina e
menadiona foram semcadas ¢ incubadas, respectiva-
mentc cm acrobiose, microacrofilia ¢ anacrobiose.

Para obscrvar as caracteristicas morfoldgicas ¢
tintoriais ¢ presenga ¢ localizagio do esporo, foram
empregados o método de coloragiio de Gram,
Kopeloff modificado ¢ Zichl-Neclsen.

As coldnias consideradas anacrébias cstritas
pelo teste da respiragfio, com crescimento ¢m
ambicnte dc anaerobiose, que se apresentavam
como bacilos Gram positivos esporulados, foram
submetidas a identificacdio presuntiva. Scguiu-se a
identificag@io delinitiva através de tostes bio-
quimicos. Os testes bioquimicos utilizados foram:
hidrolise da gelating, produgio de indol, hidrélise
da csculina, redugfio do nitrato, fermentagiio de car-
boidratos (frutose, glicose, lactose maltose, mani-
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tol e sacarose), produgdo de lipase e lecitinase se-
gundo descrigio de HOLDEMAN e colab. (10).

As amostras de C. difficile, identificadas nas
fezes das criangas, foram submetidas também & ti-
tulagfio da toxina B em cultura de tecido (12).

Utilizamos o teste do qui-quadrado para estabe-
lecer comparagdes entre os grupos. Fixamos o
nivel de significAncia em 5% para estabelecer dife-
rengas entre 0S grupos.

RESULTADOS

A tabela 1 mostra a freqiiéncia do C. difficile
nas fezes das criangas dos 4 grupos cstudados.

O C. difficile foi identificado nas fezes de 4/23
criangas do Grupo I (criangas sem diarréia ¢ sem
uso prévio de antimicrobianos), correspondendo a
um percentual de 17,3%. Nfo identificamos a toxi-
na B em nenhuma destas 4 criangas. No Grupo II
(criangas sem diarréia, porém com uso prévio de
antimicrobianos), o C. difficile foi identificado nas
fezes de 5/33 criangas (15,1%). Neste grupo a toxi-
na B foi identificada cm uma das 5 criangas. No
Grupo III (criangas com diarréia, scm uso prévio de
antimicrobianos) identificamos o C. difficile em 3/
13 criangas (23%) e a toxina B em uma das 3 com
presenga do germe nas fezes. No Grupo IV
(criangas com diarréia e com uso prévio de antimi-
crobianos) o C. difficile foi identificado em 5/17
criangas (29,4%) e em 3 das 5 criangas com C. dif-
ficile positivo foi identificada a toxina B.

A comparagfo entre grupos, isto é, Ix I, I x
I, I x IV, I x III, 1T x IV ¢ III x IV, nfio mostrou di-
ferenga estatisticamente significante a nivel de 5%.

TABELA 1 - Freqiiéncia do Clostridium difficile nas fezes
das criangas dos 4 grupos cstudados.

Gruposde  Niimero de culturas positivas

criangas para C. difficile / total de Do
amostras analisadas

Grupo { 4/23 17,3

Grupo II 5/33 15,1

Grupo 111 3/13 23,0

Grupo IV 5/17 29,4

Obs: Foi analisada uma amostra de fezes para cada crianca.

Grupo I: criangas sem diarréia ¢ sem uso de antimicrobia-
nos (grupo controle).

Grupo II: criangas sem diarréia e que haviam reccbido anti-
microbianos hd pclo menos 24 horas.

Grapo IIL: criangas com diarréia aguda ¢ que niio haviam re-
-ccbido antimicrobianos.

Grupo IV: criangas com diarréia aguda e que haviam recebi-
do antimicrobiano h# pelo menos 24 horas.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo,21(4), 1990

Comparando a freqiiéncia de C. difficile dos
grupos que receberam antimicrobianos previamente
(Gruapos II e IV) com o Grupo I obtivemos 10/50
(20%) versus 4/23 (17,3%); a difcrenga ndo é csta-
tisticamente significante.

Comparando a freqiiéncia de C. difficile dos gru-
pos com diarréia (Grupos III e IV) com o Grupo I ob-
tivemos 8/30 (26,6%) versus 4/23 (17,3%) ¢ tam-
bém a diferenga nflo foi estatisticamente significante.

DISCUSSAO

Identificamos, no Grupo I (grupo controle), 0
C. difficile em 4/23 criangas (17,3%). Estes va-
lores sobrepdem-se aos obtidos por vérios autores
(6,17,20) e corroboram os dados da literatura que
mostra que o C. difficile pode ser encontrado na
microbiota intestinal de criangas normais € assin-
tomadticas (1,4,5,14,17,20). A litcratura tamb&m
afirma que a toxina B pode ser identificada nas fe-
zes de criangas normais ¢ assintomdticas
(4,5,14,17,18,20). Nossos dados, contrariamente
aos da literatura, mostram que cm pelo menos nas
4 criancas normais ¢ assintomaticas, com presenca
de C. difficile nas fezes, a toxina nfo foi identifica-
da. Das 86 criangas estudadas, 5 eram recém-
nascidos ¢ pertenciam aos Grupos II, Il ¢ IV. Con-
trariamente ao rclatado na literatura, nenhum dos
recém-nascidos apresentou C. difficile nas fezes,
mesmo periencendo, teoricamente, a grupos com
maior probabilidade de apresenté-lo. Uma possivel
explicagiio para o fato prende-se ao nmero exiguo
de recém-nascidos.

O grupo de criangas sem diarréia ¢ com uso
prévio de antimicrobianos (Grupo II) ¢ os grupos
de criangas com uso prévio de antimicrobianos
com ou sem diarréia (Grupos II ¢ IV) tomparados
com o Grupo I ndo mostraram difcrenga estatistica-
mente significante em relagfio a freqiiéneia nas fe-
zes. Embora vérios autores tenham relatado resulta-
dos semelhantes (4,6), é preciso lembrar que as
fezes das criangas foram colctadas nas primeiras 48
horas de internagiio ¢ que, portanto, o0 curto tempo
de utilizagfio de antimicrobianos poderia nio ter in-
terferido, efetivamente, a nivel de flora intestinal
das criangas no sentido de fazer emergir um percen-
tual maior de criangas com C. difficile nas fezcs. O
Grupo 111 isoladamente ¢ os Grupos 11T ¢ IV em
conjunto, comparados com o Grupo I, também nfio
mostraram difercnga estatisticamente significativa
mostrando que a presenca de diarréia isoladamente,
ou associado ao uso prévio de antimicrobianos,
niio interferiu na freqiiéneia de C. difficile nas fezcs

301



Gilio, A.E. et al

destes grupos de criangas. Estes achados sfio seme-
lhantes aos de alguns autores (17,20), porém sio
contrariados por outros autores que obtiveram, nes-
tas circunstincias, freqiiéncia mais elevada (8,15)
ou menor (6). Estas discrepancias talvez reflitam
diferencas nas populagdes analisadas ou mesmo
variagOes regionais.

O aspecto relacionado 2 toxina B merece um
breve comentdrio. Ela s6 foi pesquisada nas cultu-
ras positivas para C. difficile e portanto os resulta-
dos ndo podem ser extrapolados até o nivel dos
grupos. Do mesmo modo, a presenga da toxina B
em 4/8 criangas com presenga de C. difficile nas fe-
Zes ¢ pertencentes aos grupos com diarréia nfio nos
autoriza a relacionar a diarréia 4 presenga da toxina,
embora a coprocultura para Escherichia coli entero-
patogéncia e enteroinvasiva, Shigella sp, Salmo-
nella sp, e pesquisa para Rotavirus tenham sido to-
das negativas em 3 das criangas ¢ apenas em uma
delas encontramos E. Coli O,,.

Podemos portanto concluir, deste trabalho, que
o C. difficile pode ser encontrado em fezes de
criangas sem patologias gastrintcstinais e sem uso
prévio de antimicrobianos ¢ que 0 uso prévio de
antimicrobianos associado ou nio 2 presenga de
diarréia ndio elevou a freqiiéneia de identificagfio do
C. difficile nas fezes das criangqg destes grupos.

SUMMARY

Detection of Clostridium difficile in
stools of children in a pediatric ward.

Stool specimens of 86 children admitted to a
general pediatric ward were cultured for Clostridi-
um difficile. The children were divided in 4 groups:
Group I - 23 children without diarrhea and with no
previous exposure to antibiotics. Group II - 33
children without diarrhea but previously exposed to
antibiotics. Group III - 13 children with diarrhea,
without previous antibiotic cxposure. Group IV -
17 children with diarrhca and previously submitted
to therapy with antibiotics.

C. difficile was isolated from stool specimens
of 4/23 children in Group I (17.3%), 5/33 children in
Group II (15,1%), 3/13 children in Group III (23%)
and 5/17 children in Group IV (29,4%).

Statistical analyses showed prevalence of C.
difficile among the four groups to be comparable.
Similar patterns of prevalence of C. difficile where
found when Group I was compared either with all
the children previously exposed to antibiotics or
also with all the children with gastroenteritis.
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We conclude that C. difficile can be found in
17% of stool samples of children without diarrheal
illnesses and without previous antibiotic therapy
(Group I). The presence of diarrhea and/or antibio-
tic therapy does not enhance significantly the pos-
sibility of isolation this organism from children's
stool specimens.

- Keywords: Clostridium difficile - stool, children,

pediatry.
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STAPHYLOCOCCUS AUREUS EM PORTADORES SAOS DE DIFERENTES
CATEGORIAS DE ENFERMAGEM DO HC-FMRPUSP: FAGOTIPOS E

RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS.

Branca Maria de Oliveira Santos!
Ana Maria Uthida Tanaka®

RESUMO

O reconhecimento da identidade de 499 amostras de Staphylococcus aureus isoladas
da cavidade nasal, orofaringe e miios de 324 portadores sdos de direfentes categorias de
enfermagem do HC-FMRPUSP foi obtido por meio da determinagéio da sensibilidade a
antibiéticos e da fagotipagem. A maioria das amostras caracterizou-se por modelos com
resisténcia a, no mdximo, dois antibi6ticos. Os modelos dc reagiio a tr8s ou mais
antibidticos demonstraram uma possivel tendéncia na mio esquerda, concentrando-se
entre os clementos de cnfermagem dos grupos A ¢ B. Da colcglio de amostras
fagotipdveis, 54 (13,4%) foram lisadas pelos complexos epidémico-hospitalares - "52,
52A, 80, 81" e "83A, 84, 85"; 78 (19,3%) por um ¢/ou mais fagos do complexo
"94,96" associado(s) ou ndo a fagos de outros grupos € 91 (22,6%) pelos fagos do
complexo "3A, 3C, 55, 71". A correspondéneia entre os resultados do antibiograma ¢
da fagotipagem permitiu a detecgiio de alguns portadores com amostras "cpidémicas
hospitalares"

Palavras chaves: Staphylococcus aureus, portadores sios, fagotipagem, resisténcia

a antibidticos, hospitalar, enfermagem

INTRODUCAO

Em trabalho an‘crior (8) procurou-sc verificar
a prevaléncia de portadores sfios de Staphylococcus
aureus na cavidade nasal, orofaringe ¢ mios (dircita
¢ esquerda) cntre os elementos de difercnics catcgo-
rias de enfermagem do Hospital das Clinicas da Fa-
culdade de Medicina de Ribeirfio Preto - USP (HC-
FMRPUSP) e relacioni-1a com as atividades desen-
volvidas pelas categorias nos diferenies servigos do
Hospital (Clinico, Cirtirgico ¢ Ambulatorial).

Os resultados mostraram importante partici-
pagiio do S. anreus entre o pessoal examinado, inde-

pendentemente das atribuicdes de cada grupo de cate-
gorias. Do mesma modo, a prevaléncia de estafiloco-
€O cnirc 0s grupos, em todas as drcas anatdmicas, se
comportou de mancira semelhante, nfio evidenciando
associagfio entre as varidveis. Por outro lado, a dife-
renga de prevaléneia de portadores entre os servigos
do hospital foi cstatisticamente significante, indi-
cando que a presenga do S. aureus cstd associada ao
lipo de servigo cm que o pessoal de enfermagem atua.

Com o objetivo de apreciar o possivel papel
cpidemiolégico desses portadores de S. aureus
como fonie de infecgdo ¢ o provével risco a que
estiio expostos em fungfio das atividades desenvol-

1. Depto. de Enfermagem Geral ¢ Especializada da Escola de Enfermagem de Ribeirfio Preto - USP. - Campus de Ri-

beirdo Preto - 14.049 - Ribeirdio Preto - SP, Brasil.

2. Depto. de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirfio Preto - USP
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vidas nos diferentes servigos do hospital ¢ que se
buscou o reconhecimento da identidade das amos-
tras isoladas através do espectro de resisténcia aos
antibi6ticos (antibiograma) ¢ da utilizacfio de fagos
(fagotipagem). Essc conhecimento contribuird néio
s6 para a clucidagfio cpidemiolégica da pro-
blemadtica do portador sio como também para a
localizagiio dc eventuais focos de disscminagiio ¢
definigio de medidas efctivas para o controle.

MATERIAL E METODO

Foram examinadas 499 amostras de S. aureus
isoladas da cavidade nasal, orofaringe ¢ mios de
324 portadores sfos entre os elementos de enferma-
gem de dilerentes categorias, frente & agéio de al-
guns antibidticos e da fagotipagem,

Como no cstudo anterior (8), os clementos de
enfermagem foram agrupados cm rés grupos de
calegorias: A (Atendentes); B (Auxiliares e Téceni-
cos de Enfermagem) ¢ C (Enfermeiros, Enfermei-
ros-Cheles ¢ Dirctores de Servigo). Do mesmo
modo, os diversos locais de trabalho foram agrupa-
dos em trés Scrvigos do Hospital (Clinico,
Cirtrgico ¢ Ambulatorial), considerando-se o tipo
de atendimento, de tratamentos ¢ de rotinas insti-
tuidos cm cada um.

O antibiograma foi realizado segundo técnica de
Kirby-Bauer (3), recomendada pela Socicdade Brasi-
leira de Microbiologia (7), frente & acéio da Penicili-
na - 10U; Lincomicina - 2mcg; Eritromicina - 15
mcg; Tetraciclina - 30 mcg ¢ Oxacilina - 5 meg.

Com a linalidade de conhecer melhor a identidade
das amostras isoladas constitui-sc, com as rcagdes dc
resisténcia ¢ sensibilidade frente aos antibidticos
(sempre na scqiiéneia de apresentacdo acimay), um
"modclo de resisténeia”, a exemplo do empregado por
outros pesquisadores. Cada modclo [oi designado,
portanto, pelo conjunto de cinco letras, combinagiio
de R (resistenic) ¢ S (sensivel) [rente ao antibidtico.

A identidade através da fagotipagem foi obtida
por meio de éenica recomendada (4), que sc bascia cm
cxpor as amostras de S. aureus A agho de bacleridfagos.
Ulilizoa-sc os lagos do Conjunto Bésico recomenda-
dos pelo "Sub Committee on Phage Typing of S. au-
reus” ¢ 0s fagos cxperimentais cm uso no Laboratério
de Referéneia Nacional de Fagotipagem®,

*  Laboratério dc Fagotipagem de Staphylococcus aure-
us, junto ao Departamento de Parasitologia, Micro-
biologia ¢ Tmunologia da Faculdade de Medicina de
Ribeirio Prelo - USP; Laboratério Oficial do Brasil
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O [ato dc nfo se ter evidenciado diferenga de
prevaléneia de portadores s@os de S. aureus entre 08
grupos de catcgorias estudados anteriormente (8)
nfo invalida uma reflexfo a respeito do cuidado di-
reto como importante fonte de propagagio de mi-
crorganismos. A elc é inerentc uma proximidade
{isica entrc o cxecutor e o receptor do cuidado, um
tempo dc permanéncia varidvel para a sua execugiio
¢, nio raras vezes, um esforgo [isico por parte do
prestador do mesmo, expondo ambos a determina-
dos riscos de aquisi¢iio de microrganismos.

Pelo fato dos atendentes, auxiliares ¢ iécnicos
de enfermagem (grupos A ¢ B) rotinciramente se
responsabilizarem pelas atividades manuais e
instrumentais ligadas dirctamente ao cuidado do pa-
ciente, em todos os scrvigos do hospital em estu-
do, surge o questionamento sobre uma possivel di-
fercnga cntre as amostras isoladas dos clementos
periencentes a esses grupos, no que sc refere a pa-
togenicidade ¢ comunicabilidade, com as isoladas
do grupo C (enfcrmeiros, enfermeiros-cheles e dire-
loras de servigo) que sc responsabilizam pelas ati-
vidades de geréneia das unidadcs.

Considerando que a cavidade nasal foi a drea
anatdnica mais frcquentemente positiva (8), o por-
tador nasal s¢ constituir cm uma importantc fonte
de disscminagfio do estafilococo ¢ as miios serem
um dos instrumentais mais utilizados pelo pessoal
de enfcrmagem nas atividades por cle cxecutadas,
procurou-s¢ inicialmente comparar os modelos de
resisténeia aos antibidticos das amostras isoladas
dessas dreas, por grupos de calegorias (Tabelas 1,2
¢ 3).

A andlise da distribuigfio dos modelos dc anti-
biograma das amostras mostrou um comportanmen-
to semelhante, caracterizado por cepas do Lipo ex-
tra-hospitalar (com resisténcia a no miximo
dois antibidticos) ¢ uma possivel tendéncia de
modelos cxibindo resisténcia a trés ou mais anti-
bidticos na cavidade nasal ¢ mio csquerda e entre
os clementos dos grupos A ¢ B.

Esscs achados reforgam as argumentacfes ante-
riores relacionadas ao cuidado direto como fonte
de propagagiio ¢ aquisi¢iio de microrganismos, in-
clusive 0 S. aureus dcvendo, portanto, merccer
atengfio espeeial quando da implementagiio de medi-
das preventivas ¢ de controle das infccgdes hospita-
larcs.

A andlise da identidade das 403 (80,8%) amos-
tras lisadas pelos fagos do Conjunto Bésico ¢ das
34 (6,8%) amostras fagotipadas pclos fagos cxperi-
mentais 86, 88, 90, D11, Hk2 possibilitou o re-
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TABELA 1 - Distribuigio dos modelos de antibiograma TABELA 3 - Distribuigio dos modelos de antibiograma

das 262 amostras da cavidade nasal dos elementos de das 92 amostras da mio esquerda dos eclementos de
enfermagem, por grupos de categorias. enfermagem, por grupos de categorias.
Modelos Grupos de Categorias Modelos Grupos de Categorias
Antibh Total de Total
ntibiograma i
8 A B c Antibiograma A B c

SSSSS 16 9 7 32

RSSSS 60 48 28 136 SSSSS 4 4 0 8
SRSSS 3 0 1 4 RSSSS 24 15 8 47
SSRSS 1 0 1 2 SRSSS 1 0 1 2
RRSSS 14 9 3 26 SSSRS 0 1 0 1
RSRSS 6 13 1 20 RRSSS 4 2 3 9
RSSRS 8 9 2 19 RSSRS 3 1 1 5
SRRSS 0 1 0 1 RSRSS 2 2 0 i
RSRSR 2 3 1 - 6240 RSRSR 2 4 0 -67¢
RSRRS 2 2 1 5 RSRRS 1 2 0 3
RRRSS 1 2 0 13 RSRRR 1 2 0 1 3
RRSRS 2 0 1 2213 RRRSS 1 0 1 162
RRSSR 1 0 0 | 1 RRSRS 0 1 0 1
RRRRS 1 1 1 3 RRRRR 0 1 0 L1
RRRSR 0 1 0 -1
Total 117 98 47 262 Total 43 35 14 92

S = Sensivel

S = Sensivel

. R = Resistente
R = Resistente

TABELA 2 - Distribuigio dos modelos de antibiograma ~ cOnhecimento de 128 padrdes bacteriofagicos dife-
das 73 amostras isoladas da mio direita dos elementos de rentes. ’

enfermagem, por grupos de categorias. Ainda que se tenha isolado uma variedade de
fag6tipos diferentes é conveniente considerar que

Modelos Grupos de Categorias apenas alguns t8m sido responsdveis por graves in-
Anﬁbid:gmma Total fecgBes nos hospitais e por isso sdo classificados

B C como epidémicos hospitalares. Podemos des-

tacar cntre cles, as amostras lisadas pelo complexo
"52, 52A, 80, 81" ou pelo "83A, 84, 85", caracte-

SSSSS 6 2 0 8 X . . . f
RSSSS 20 13 6 39 rizadas epldemlologlc_ame'n.te pela capacidade QG se
SRSSS 0 1 0 1 espalharem (con}unlcal?lhdade), de p.roduzuem
RSSRS p ) \ 7 docn_ga franca.(vuulcnma) ¢ de sobreviverem em
RRSSS 3 3 0 6 ambicnte hospitalar. )
RSSSR 0 1 0 1 Pcmrc as amostras lisadas pelos fagos do
RSRSS 0 i 0 -1 Conjunto Bésico, 54 (13,4%) o foram por esses
63 "complexos”. Dessas, 24 (44,4%) originaram-se
RSRSR 0 5 o 10! g dos clementos do grupo A, 23 (42,6%) dos cle-
RRRSS 0 2 0 I mentos do grupo B ¢ 7 (13,0%) dos do grupo C.
RSRRR 0 1 1 I Observando a distribui¢fio dessas amostras por drca
RRRSR 0 1 0 anatdmica, 29 (53,7%) foram isoladas da cavidade
nasal, 11 (20,4%) da mio dircita, 9 (16,7%) da
Total 34 31 8 73 mio esquerda. Em relagfio & procedéncia por ser-
vigos do hospital, 27 (50,0%) encontravam-se no
S = Sensivel Clinico, 17 (31,5%) no Cirurgico e 10 (18,5%) no
R = Resistente Ambulatorial.
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De interesse atual, hd também as cepas
sensiveis aos fagos do complexo "94, 95 e 96" que
tém apresentado algumas propriedades biol6gicas
distintas, elevada resisténcia a penicilina e tetracicli-
na e relacionamento com vérios surtos epidémicos
de infecgdo estafiloc6cica hospitalar. Habi-
tualmente, sofrem lise pelo fago 94 ou pelo 96, iso-
ladamente, ou por ambos, sendo em geral resistentes
2 lise por outros fagos do Conjunto Bsico (2).

Das amostras fagotipadas, 78 (19,3%) foram
lisadas por um ou mais desses fagos,associado (s)
ou n3io a fagos de outros grupos. Dentre clas, 38
(48,7%) reagiram com os fagos 94 e/ou 95 e/ou
96, sendo que dessas, 28 (73,7%) exclusivamente
com o fago 95.

Dentre os fagos experimentais o que mais
identificou amostras foi o fago 89; classificou 50%
das amostras lisadas pelo grupo ¢ sua atuagfio se
deu isoladamente.

Ressalta-se também, pela sua eclevada
freqiiéncia, as amostras com reagfo aos fagos do
grupo II: 3A, 3C,55, 71, as quais apresentam ca-
racteristicas préprias, colonizando habitualmente a
pele, onde podem ser responsdveis por uma varic-
dade de processos infecciosos cutaneos (1). Ainda
que essas amostras tenham sido referidas usu-
almente como comunitdrias, sua freqiiéncia entre
aquelas encontradas como causa de infecgGes, tem
aumentado em alguns hospitais. Foram encontra-
das 91 (22,6%) amostras lisadas por esse fagogru-
po. Dessas, 26 (28,6%) foram isoladas de elemen-
tos de enfermagem que atuam nas unidades de
Pediatria, Ginecologia, Obstetricia ¢ Bergdrios que,
no hospital em estudo, se caracterizam pela pro-
ximidade de localizagfio fisica e pelo relacionamen-
to e intercimbio no que diz respeito as especifi-
cidades e atividades de seus funciondrios, sendo: 12
(46,2%) isoladas de elementos de enfermagem das
enfermarias de Obstetricia e Ginccologia, 8
(30,8%) de elementos das enfermarias de Pediatria,
5 (19,2%) do Bergéario Normal ¢ Prematuro ¢ 1
(9,3%) do Bergdrio Patol6gico. Tais achados devem
ser considerados como fonte potencial de cventuais
epidemias de impetigo nos recém-nascidos do hos-
pital, trazendo a preocupagio da necessidade de
erradicagfio dessas cepas dos portadores sos.

Esses resultados fornecem subsidios accrca da
distribui¢io das amostras consideradas de
"identidade perigosa” (alta comunicabilidade, alta
viruléncia e boa capacidade de sobreviver em am-
biente hospitalar) entre os elementos de enfcrma-
gem. Nesse sentido, buscou-se, entdo, uma
possivel correspond@ncia entre o fagdtipo e aresis-
téncia & penicilina ¢ a outros antibidticos através
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TABELA 4 - Distribuigio dos modelos de antibiograma
das 62 amostras de Staphyloccus Aureus nio tipdveis, por
grupos de categorias.

Modeclos Grupos de Categorias

de Total
Antibiograma
A B C

SSSSS
RSSSS
SRSSS
RRSSS
RSRSS
RSSRS
RSRSS

SRRSS
RRRSS
RSRSR
RSRRS
RRRSR

[

[
P W i = OWOOWN

Ot D O W R WS
COC OCOO=OVO

Total 26 25 11 62

Sensivel
Resistente

S
R

da correlagio entre os resultados do antibiograma ¢
da fagotipagem.

As amostras que upresentaram maiores indices
de resisténcia aos antibidticos foram normalmente
membros do grupo 1 e/ou III de fagétipos, desta-
cando-se entre elas as do complexo "83A, 84, 85",
com modelos de resisténcia a trés ou mais anti-
bidticos. Essas foram isoladas de trés atendentes do
denominado Servigo Clinico, sendo um das enfer-
marias de Neurologia ¢ Dermatologia que albergava
0 S. aureus na cavidade nasal, com modelo de anti-
biograma RRRRS, um da Unidade de Moléstias
Infecto-Contagiosas, com . aureus de origem na- -
sal (RSRRR) e na mio esquerda (RRRRR) ¢ outro
das enfermarias de Clinica Médica, com localizagfio
nasal (RSRRR) ¢ méo esquerda (RSRRR).

No Servigo Cirdrgico, destacam-se umr auxi-
liar de enfermagem do Centro de Terapia Intensiva
que portava amostra do complexo "83A, 84, 85"
na mio direita (RSRSR), outro das enfermarias de
Clinica Cirdrgica, com amostra na cavidade nasal e
modelo de resisténcia RSRRS e o atendente das en-
fermarias de Clinica Cirlirgica, com amostra na
mdo esquerda (RRRSS).

Até mesmo no Servico Ambulatorial, foram
localizados quatro elementos pertencentes ao grupo
B, que estavam colonizados com estafilococo do re-
ferido complexo epidémico-hospitalar: um portador
nasal (RSRRS) e na mio dircita (RSRRR); outro
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portador da amostra na cavidade nasal (RSRSR);
outro na mio dircita (RSRSR) e outro portador na
mio dircita (RSRSR) ¢ esquerda (RSRRS).

Em relacfio ao complexo "52, 52A, 80, 81",
apenas um portador, uma cnfermeira da Clinica de
Neurologia ¢ Dermatologia, apresentou amostra
com resisténeia a trés antibidticos (RSRRS), na
cavidade nasal.

Do mesmo modo, apenast um portador, aten-
dente do ambulatdrio, cstava colonizado por amos-
tras do complexo "94, 96" na cavidade nasal ¢ mio
esquerda, com modclo de antibiograma com resis-
téncia a tres antibidticos (RSRRS).

Das amostras lisadas pelos fagos do grapo 11,
com {reqiincia importante entre as unidades hos-
pitalares, apenas uma apresentou resisténcia a pe-
nicilina, lincomicina e oxacilina; foi a isolada de
um auxiliar dc enfermagem, que prestava assistén-
cia dircta s criangas intcrnadas na Pediatria. Este
mereecria ser submetido a um tratamento visando a
erradicagiio da bactéria, uma vez que estafilococos
sensiveis a fagos do grupo 11 e penicilinase - resis-
tentes, podem ser agentes causais da Sidrome da
Pcle Escaldada Estafilocdcica (S.5.8.5.) (5, 6).

Na tentativa de conhecer e delinir a identidade
das 62 (12,4%) amostras " nfo tipaveis" (N.T.) pro-
curou-se observar seu comportamento frente aos an-
tibidticos testados. A tabela 4 reflete que a maioria
(85,5%) das amostras de S. aureus ndo tipiveis foi
caracterizada por modelos de antibiograma com re-
sisténcia a, no médximo, dois antibi6ticos. A reagfio
de resisiéncia a trés ou mais antibidticos apareceu
em apenas 9 (14,5%), oito dos quais ¢stfio entre os
clementos dos grupos A ¢ B. Esses resultados levam
a admitir que as amostras N.T. da colegfio se carac-
terizam por cepas do tipo extra-hospitalar.
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SUMMARY

Staphylococcus aureus among healthy
carries working in different nursing
categories at HC - FMRPUSP:
phagotypes and resistance to antibiotics.
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A total of 499 Staphylococcus aureus strains
isolated from the nasal cavity, oropharynx and
hands of 324 healthy carriers working in different
nursing categorics at HC-FMRPUSP were
identificd by the action of dilferent antibiotics and
by phagotyping. Most strains were characterized
by antibiograms with resistance to a maximum of
two antibiotics. Models of reaction to three or
more showed a possible tendency to accur in the
left hand and were concentrated among nursing
workers of groups A and B. Of the strains that
could be phagotyped, 54 (13,4%) were lysed by
the epidemic-hospital complexes "52, 52A, 80,
81" and "83A, 84, 85"; 78 (19,3%) by one more
phages of the "94, 96" complex associated or not
with phages from other groups, and 91 (22,6%)
by phages of the "3A, 3C, 55, 71" complex.
Joint analysis of the antibiogram and phagotyping
data revealed correspondence between phagotype
and resistance 1o antibiotics, as well as the
detection of carricrs with "epidemic-hospital”
strains.

Key words: Staphylococcus aureus, phagotyp-
ing, antibiotic resistance, healthy carriers, nursing.
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COLONIZACAO SIMULTANEA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS NA
CAVIDADE NASAL E MAOS DE PORTADORES SAOS
DE UM HOSPITAL-ESCOLA

Branca Maria de Oliveira Santos!
Olga Maimoni Aguillar!
Maura Santesso Takakural

RESUMO

Ao se pretender estabelecer as vias de propagagdio de Staphylococcus aureus a partic
de uma fonte de colonizagfo ja reconhecida, a cavidade nasal, procurou-se observar o
comportamento dessa colonizagfio simultaneamente com a das mfos em portadores s0s
entre pessoas de diferentes categorias de enfermagem de um hospital geral escola. A
anilise dessa associacfio simultAnea foi feita sob o critério do antibiograma ¢ da
fagotipagem. Os resultados mostraram uma maior porcentagem de elementos de
enfermagem dextros e com positividade para o S. aureus com idéntico fagétipo na
cavidade nasal e méos (direita e/ou esquerda), sugerindo que a colonizagfio foi feita pela
mesma cepa de S. aureus, provavelmente de origem nasal. O isolamento de cepas na(s)
miio(s) diferente(s) daquela(s) da cavidade nasal, levou a se considerar a possibilidade de

aquisicfio a partir de fonte externa.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, colonizagfio nasal ¢ maos.

INTRODUCAO

Em trabalho anterior procurou-se estabclecer a
identidade de 499 amostras dc Staphylococcus
aureus isoladas da cavidade nasal, orofaringe e
mios de 324 portadorcs sdos em pessoal de diver-
sas categorias de enlcrmagem de um hospital-
escola (Hospital das Clinicas da Faculdade de Medi-
cina de Ribeirdio Prcto - USP), por meio do anti-
biograma ¢ da fagotipagem, relacionando os dados
obtidos com as atividades desenvolvidas pelas cate-
gorias nos diferentes servigos do hospital (14).

O conjunto dos dados mostrou uma posilivi-
dade significativamente maior na cavidade nasal
(52,5%) drea anatdmica jd rcconhccida como a
mais importante fonte de S. aureus (9,11, 12)ca
mais {requentcmente positiva cntre os portadores
dessa bactéria (13,17,19). Convém ressaltar que o

fato de ser 0 S. aureus um dos melhores exemplos
de microrganismo patogénico dc viruléncia multi-
fatorial, capaz dc produzir infecgdes graves, quer
como agenie etioldgico primdrio, quer sceunddrio,
a sua localizag¢fio na cavidade nasal entre o pessoal
atuante em ambicnte hospitalar tem prcocapado
virios estudiosos. Essa preocupagiio sc fundamenta
no [ato de que, rotinciramente, nenhuma prote¢hio
adequada, como medida de conlrole na propagagio
de microrganismos, costuma scr aplicada na
prdtica, bem como a {ungio respiratdria niio pode
scr interrompida.

O isolamento de 165 (33,1%) amostras das
mdos, direita e esquerda, (14) também chamou a
atengfio para a possibilidade de propagagiio da bac-
téria de um paciente infectado para outro sus-
ceptivel (1,6,18), do prestador dos cuidados rotinci-
ros de enfermagem para o paciente, bem como

1. Departamento de Enfermagem Geral ¢ Especializada da Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto - USP - Campus de

Ribeirio Preto 14049 - Ribeirfio Preto - SP.
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deste para aquele (5, 10, 18). Essa preocupagiio en-
contra respaldo no fato das maos serem um dos
instrumentais mais utilizados pelo pessoal de en-
fermagem em muitas das atividades executadas,
principalmente nas que requerem um contato direto
com os pacientes. Além disso, sfo consideradas
uma importante drea para obtengfio de amostras
ambientais e refletem exposi¢do a vérios microrga-
nismos (4, §, 16).

Outro aspecto a se considerar é a possibilidade
da contaminagfio manual no transporte do agente
para outras portas de entrada. Os estudos de Noble
et alii (11) e Polakoff et alii (15), além de mostra-
rem a alta porcentagem de portadores sfios de S. au-
reus nas maos , possibilitaram ainda, através da
fagotipagem, a indicagfio de que a muioria desses
era de origem nasal, demonstrando uma possivel
relagfio entre as amostras isoladas da cavidade nasal
e das méos, de um mesmo individuo.

A conjugagdo dos resultados do antibiograma ¢
da fagotipagem do estudo anterior (14) revelou a
correspondéncia entre fatétipo ¢ resisténcia aos anti-
bidticos e a detecgfio de alguns portadores com
amostras "epidémicas hospitalares”, nas diferentes
dreas anatdmicas e servigos do hospital. O conjunto
desses dados despertou o interesse em conhecer o
comportamento da colonizagfo simultinea por S.
aureus na cavidade nasal e mios entre os portadores
sfios estudados, considerando o fato da cavidade nasal
ser uma importante fonte de S. aureus e o emprego
das maos pelos elementos de enfermagem ser habi-
tual, quando da prestago de cuidados ao paciente.

MATERIAL E METODO

Os 324 elementos de enfermagem do estudo
foram reunidos em 3 grupos de categorias, assim
representados:

Grupo A...Atendentes

Grupo B...Auxiliares e Técnicos de Enfermagem

Grupo C...Enfermeiros, Enfermeiros-Chefes e
Diretoras de Servigo, considerando o conjunto de
atividades e responsabilidades pertinentes a cada
categoria, segundo o Regimento da Divisdo de En-
fermagem do hospital em estudo (7). '

O reconhecimento da identidade individual das
amostras de S. aureus isoladas por meio do anti-
biograma, segundo técnica de Kirby-Bauer (2), re-
comendada pela Sociedade Brasileira de Microbiolo-
gia (8), frente 2 agdo da Penicilina-10U,
Lincomicina-2mcg, Eritromicina-15mcg, Tetracili-
na-30mcg e Oxacilina-Smcg foi designado por um
“modelo”, combinagdio de R (resistente) e S
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(sensivel) frente a cada antibidtico.

A andlise da identidade individual das amostras
isoladas por meio da fagotipagem foi realizada se-
gundo técnica recomendada por Blair & Williams
(3) e adotada no Laboratério de Fagotipagem de
Staphylococcus aureus da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto - USP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se pretender estabelecer as vias de propa-
gaclio de S. aureus a partir de uma fonte de coloni-
zagho ja reconhecida, a cavidade nasal, procurou-se
observar o comportamento dessa colonizagfio simul-
tancamente com a das méos, fundamentando-se nos
resultados obtidos por outros autores (11, 15) que
demonstraram uma possivel relagfio entre as amos-
tras isoladas dessas dreas, em um mesmo individuo.

Nio se pode também perder de vista a possibi-
lidade da contaminagfio manual no transporte do
agente para outras portas de entrada. Diante disso,
as mios do pessoal de enfermagem, quando do de-
sempenho dc muitas atividades, podem representar
um dos mais importantes meios de propagagio de
bactérias de um paciente infectado para outro sus-
ceptivel, de um paciente infectado para o prestador
dos cuidados, como também do prestador dos cuida-
dos para o paciente susceptivel. Essas consideragdes
levaram 4 reflexfio € a0 questionamento sobre:

- as amostras isoladas da mio direita sfio dife-
rentes das da mio esquerda?

- as amostras da mo direita e/ou esquerda sio
iguais ou diferentes das da cavidade nasal?

Assim sendo, hé de se considerar o fato de o
prestador dos cuidados ser dextro ou sinistro. Isso
porque, habitualmente, na execugfio do cuidado, o
prestador dextromanual, geralmente destina a mio
direita 2 apreens@io do material necessdrio & exe-
cugdo do cuidado ou tratamento ¢ a esquerda para
expor determinada regifio anatdmica, para apoiar o
paciente, para fixar uma determinada regifio, carac-
terizando assim um contato direto com o receptor
do mesmo. O inverso é verdadeiro para os in-
dividuos que demonstram prefcréncia pela utili-
zagho da mio esquerda (sinistromanual),

Dos 324 clementos de enfermagem com resul-
tado positivo para o S. aureus, 306(94,4%) eram
dextros ¢ apenas 18(5,6%) se identificaram como
sinistros.

Procurou-se entdo observar 0 comportamento
da positividade na cavidade nasal associada 2 posi-
tividade em uma ou duas mfos, nos individuos
dextromanuais.
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Dos 306 elementos de enfermagem que se
identificaram como dextros, 125 (40,8%) apresen-
taram positividade ao S. qureus, em uma ou nas
duas mios.

A Tabela 1 permite verificar que desses, 55
(44,0%) apresentaram positividade somente na mio
esquerda, 40(32,0%) s6 na direita e 30(24,0%) em am-
bas as mdos, mostrando uma tendéncia & maior posi-
tividade da mao esquerda, entre os elementos dextros.

Ao se confrontar a simultaneidade de positivi-
dade na cavidade nasal ¢ m#os (direita e/ou esquer-
da), observou-se que a proporgfo de individuos que
apresentaram positividade simultinea nas éreas en-
volvidas foi maior nos trés grupos, totalizando 94
(75,2%) daqueles com positividade nas maos. Es-
ses dados vem reforgar o considerado na literatura
de que o portador nasal é quase sempre portador
também nas mos.

Retomando as argumentagdes anteriores quan-
to a importincia da cavidade nasal como fonte re-
conhecida de colonizagfo do . aureus, a possibili-
dade de propagacfio de microrganismos pelas méos
do pessoal de enfermagem ¢ o uso habitual que ele
faz das maos quando da prestagfo de cuidados aos
pacientes, restaria agora, conhecer as identidades
das amostras isoladas através do antibiograma e da
fagotipagem, 0 que permitiria encontrar respostas
as questoes levantadas anteriormente.

O pequeno niimero de elementos (8) sinistro-
manuais ¢ que apresentou positividade ao S. aureus
na cavidade nasal e maos, nfio permitiu a andlise da
simultaneidade de amostras.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 21(4), 1990

Correlacio entre as amostras de S.
aureus simultaneamente isoladas de um
mesmo individuo, sob o critério do
antibiograma.

Utilizou-se os resultados dos antibiogramas,
das amotras da cavidade nasal e mio direita ¢/ou es-
querda dos individuos dextros, como critério para
reconhecimento da igualdade de duas ou mais cepas
de um mesmo portador.

A andlise da figura n® 1 demonstra que entre 0s
26 elementos de enfermagem (ue apresentaram
positividade ao S. aureus na cavidade nasal e m&o

Figura 1 — Distribuigdo do pessoal de enfermagem
dextro, com amostras de Staphylococcus aureus si-
mulidneas de cavidade nasal e mio direita, por grupos de
categorias, quanto aos modelos de antibiogrma.

7 1

N = Md
N = Md

‘Freqiéncia

B
Grupos de Categorias

TABELA 1 - Distribuigio do pessoal de enfermagem dextromanual com positividade para o Staphylococcus aureus na
mio direita efou esquerda, associada A cavidade nasal, por grupos de categorias.

Positividade para o Staphylococcus aureus

Grupos Mio direita Mio esquerda Mio direita + Mio esquerda
de N N- N N- N N-
Categorias N2 (%) N2 (%) N2 (%) N2 (%) N2 (%) N2 (%)
A 13 (65,0) 7 (35,0) 20 (80,0) 5 (20,0) 12 (80,0) 3 (20,0)
B 10 (58,8) 7 (41,2) 18 (78,3) 5 (21,7) 9 (81,8) 2 (18,2)
C 3 (1000) 0 - 5 (71,4) 2 (28,6) 4 (100,0) 0 -
Total 26 (65,0) 14 (35,0) 43 (78,2) 12 (21,8) 25 (83,3) 5 (16,7)
N+ = Cavidade nasal positiva para o S. aureus

N - = Cavidade nasal negativa para o S. aureus
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Figura 2 — Distribui¢io do pessoal de enfermagem dex-
tro, com amostras de Staphylococcus aureus simultineas
de cavidade nasal e mio esquerda, por grupos de categorias,
quanto aos modelos de antibiogmma.
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Tigura 3 — Distribuigdo do pessoal de enfermagem dex-
tro, com amostras de Staphylococcus aureus simuliineas
de cavidade nasal, mio dircita e mio esquerda, por grupos
de categorias, quanto aos modelos de antibiogrma.

7T
N
TN
o TR E
foed 4__\ b
b N \
N N
& 3TN N
b B
2+ N
[
AR \
) K
o Lo+ -

Grupos de Categorias

dircita, 16(61,5%), distribuidos nos trés grupos de
categorias, onde 7 no grupo A (atendentes), 6 no
grupo B (auxiliares ¢ técnicos de enfermagem) ¢ 3
no gropo C (enlermeiros, enfermeiros-chefes ¢ dire-
toras de servigo), tiveram 0 mesmo modclo de anti-
biograma nas amostras da cavidade nasal ¢ mio di-
reita. Os outros 10 clementos (38,5%)
apresentaram modelos distintos para cada drca
amostrada dos quais esteve ausente o grupo C.

A figura n® 2, refere-se aos resultados das
amostras simultineas da cavidade nasal ¢ mio es-
querda, cntre os 43 elementos de enfermagem dex-
tros. Desses, 16(37,2%) apresentaram modelos de
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antibiograma diferentes entre as dreas estudadas.
Em 27(62,8%) houve concordincia de modelos
para a cavidade nasal e mio direita, entre os ele-
mentos dos grupos de categorias, A,B ¢ C.

Pela figura n® 3, verifica-se que 15 (60,0%)
dos 25 elementos de enfermagem, distribuidos pe-
las categorias A,B ¢ C, com isolamento si-
multinco na cavidade nasal e mios, direita e es-
querda, exibiram o mesmo modelo de anti-
biograma. Em outros 6 clementos, das categorias
A ¢ B, os modclos foram diferentes para a cavidade
nasal e mio direita enquanto que o modelo da méo
esquerda concordou com o da narina. Apenas 1
(um) apresentou modelos iguais para amostras da
cavidade nasal ¢ mfo direita. Com modelos dife-
rentes para cada uma da 4reas estudadas, tivemos 3
(trés) casos dentro dos grupos A ¢ B.

Fagotipagem como critério de correlagio
entre amostras de S. aureus
simultaneamente isoladas de um mesmo
individuo.

A andlisc da indentidade das amostras simulta-
ncamentc isoladas da cavidade nasal e mao direita ¢/
ou esquerda de um mesmo individuo por meio da
fagotipagem, encontra-se nas figuras 4,5 ¢ 6.

Na figura n° 4 observa-se que de 26 elementos
de enfermagem com positividade para a cavidade
nasal ¢ mio direita, 19(73,1%) tiveram idéntico
fag6tipo nas duas dreas; portanto, a colonizagfo foi
{cita pela mesma cepa de S. aureus, provavelmente
de fonte nasal. A distribuigdio pelos grupos de cate-
gorias foi: 9(47,4%) casos no grupo A (aten-

Figura 4 — Distribuigio do pessoal de nefermagem dex-
tro, por grupos de categorias, quanto aos fagdtipos das
amostras simualiincas de cavidade nasal ¢ mio dircita.
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dentes), 8(42,1%) no grupo B (auxiliares e técnicos
de enfermagem) e 2(10,5%) no grupo C (cnfermei-
ros, enfermeiros-chefes ¢ dirctoras de servigo). Em
7 individuos (26,9%) nfio houve concordincia entre
os fag6tipos das amostras simultincas da cavidade
nasal ¢ mio dircita.

A figura n® 5 referc-sc & distribui¢io de
fagétipos idénticos ou ndo das amostras simulta-
neamente isoladas da cavidade nasal ¢ mio esquerda
(negativas na mao direita) dos 43 individuos dex-
tros, dos quais 31(72,1%) tiveram concordéncia e
12 (27,9%) discordéncia de fagotipos.

Entre os 25 clementos que apresentaram posi-
tividade ao S. aureus na cavidade nasal, mio direita
¢ miio esquerda {figura 6), 14(56,0%) apresentaram
fag6tipos idénlicos nas tr&s drcas anatdmicas, 0 que

Figura 5 — Distribui¢do do pessoal de enfermagem dex-
ro, por grupos de categorias, quanto aos fagdtipos das
amostras simultdncas de cavidade nasal ¢ mio esquerda.
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Figura 6 — Distribui¢io do pessoal de enfermagem dextro,
por grupos de categorias, quanto aos fag6tipos das amostras
simultincas de cavidade nasal e mo dircita ¢ mdio esquerda.
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estd de acordo com os dados de literatura (11) sobre
a colonizagfio cm mais de uma drea anatdmica, em
um mecsmo individuo, por um {nico fagétipo de S.
aureus. Apcnas um clemento apresentou 0 mesmo
fagdtipo colonizando a cavidade nasal ¢ méo direita
com fag6tipo difercnte na miio esquerda e dois ele-
mentos aprescntaram fagdtipos idénticos na cavi-
dade nasal ¢ mio esquerda com amostra da mio di-
reita de tipo [4gico diferente. Em 8 individuos as
amostras das trés 4reas anatdmicas, simultanca-
mente, foram cada uma diferente das demais.

Esscs resultados demonstraram que, habitu-
almente, amostras simultineas de um mesmo in-
dividuo sdo idénticas e a colonizagdo deve ter s¢
originado da cavidade nasal. Por outro lado, em al-
guns clementos, os S. aureus isolados das maos di-
feriram daqueles da cavidade nasal, o que leva &
consideragiio da .possibilidade de aquisi¢fio dos
mesmos a partir de uma fonie externa, quando da
presiagiio do cuidado ao paciente ou do contato com
materiais ¢ equipamentos. Ressalta-se ainda que o
isolamento de cepas dilerenies nas dreas anatdmicas
foi observado, na sua maioria, entre os elementos
de enfermagem dos grupos A e B, responsdveis pe-
las atividades téenicas de cuidado ao paciente.

Diante dos resultados obtidos mostrando uma
maior porcentagem de elementos de enfermagem
dextros e com positividade para o S. aureus na cavi-
dade nasal ¢ méos (dircita ¢/ou esquerda) com idénti-
co fag6tipo sugerindo que a colonizagdo foi feita
pela mesma cepa de S. aureus (provavelmente de
origem nasal) o isolamento de cepas na(s), mio(s),
difente(s) daqucla(s) da cavidade nasal, leva a consi-
derar a possibilidade de aquisigfio a partir de uma
fonte cxterna.

Essa situagdo, aliada a especificidade e com-
plexidade de um hospital-cscola e as caracteristicas
das cepas identificadas entre os elementos de enler-
magem das dilcrentes categorias, parece evidenciar
a necessidade e a importancia de se buscar cami-
nhos alticrnativos para a sensibilizagéio de todos os
que esliio envolvidos dirctamente com a assisiéncia
a0 pacicnie. Em cspecial o pessoal do Servigo de
Enflermagem, responsdvel pelo maior volume de
acdcs na assisténeia prestado ao pacicnie. Nesse
sentido, 0 estudo mostrou também a neeessidade de
sc considerar a categoria de pessoal de enfermagem,
quando sc leva cm conta o risco de aquisi¢iio ¢
propagaciio de microrganismos, como o S. aureus.

SUMMARY

Behavior of Staphylococcus aureus

313



Oliveira Santos B.M. et al

strains from simultaneous areas of
healthy carriers working in different
nursing category in a general teaching
hospital.

With the objective of determining the propa-
gation of Staphylococcus aureus from a recognized
source of colonization, the nasal cavity, the beha-
vior of this colonization was observed simultane-
ously with that of the hands in healthy carriers
working in different nursing categories in a general
teaching hospital. Analysis of this simultaneous
association was done using antibiograms and pha-
gotyping as criteria. The results showed a higher
percentage of right-handed nursing workers with
positivity for §. aureus in the nasal cavity and
hands (right and/or left) with identical phagotypes
in the anatomical areas, suggesting that the areas
were colonized by the same S. aureus strain, pro-
bably of nasal origin. The isolation of strains from
the hand(s) diferring from that (those) from the na-
sal cavity led us to consider the possibility of ac-
quisition from external source.
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ENTEROTOXIGENICIDADE DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS,
ISOLADOS DE VACAS COM MASTITE

Maria do Amparo Queiroz de Freitas!
Helena Magalhies?

RESUMO

A prevaléncia da mastite subclinica foi de 48%, através da reagio leucocitdria pela
prova do "California Mastitis Test" (CMT) em 2.317 vacas em lactagiio de 86
produtores de uma bacia leitcira no Estado do Rio de Janciro. Do total de 2.725
lactoculturas, provenientes de 692 vacas, 1.026 (37,65%) apresentaram CMT
positivos e 546 (53,22%) foram exame bacteriolégico positivo. O Staphylococcus
aureus foi o agente mais encontrado, sendo isolado de 229 (41,94%) amostras de leite
em todos os rebanhos trabalhados. A possibilidade de contaminagdo de produtos de
origem lictea, por S. aureus ¢ sua enterotoxina induziu a pesquisa da mesma em
algumas amostras desse agente. As cepas de S. aureus isoladas de tetas com forte reagdo
leucocitdria, evidenciada através do CMT, foram semeadas em caldo cérebro coragio
com glicerina em partes iguais ¢ mantidas no "[reezer” a menos 16°C. A termonuclease
foi determinada pelo método de Lachica ct al. (1971). A pesquisa de enterotoxina dos

_tipos A, B, C, D ¢ E foi feita pela técnica utilizada por Robbins ct al. (1974) no
Instituto de Microbiologia da UFRJ. Em 93 cepas de §. aureus analisadas apenas uma
produziu enterotoxina do biotipo A, considerada a de maior ocorréncia nas intoxica¢Ges
alimentares, sendo encontrada em 75% dos surtos. Em oito cepas ndo foi detectada a
presenga de nucleina termoestdvel. Mesmo tendo sido baixo o nimero de cepas
enterotoxigénicas, acredita-se que sejam necessdrios cuidadds com o rebanho leiteiro,
evitando-se misturar o leite de fémcas infectadas aos de animais sadios. Tal
procedimento constitui uma ameaga 2 saide humana, uma vez que o S. aureus é
evidenciado em indice elevado na maioria dos rebanhos.

Palavras-chaves: Staphylococcus aureus, bovino, leite, toxina.

INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus & um dos maiores
causadores de mastite bovina, com indice elevado
de infec¢dio no rebanho Ieitciro bovino nacional
(3,4,6,11,12,13). Por este motivo, exisic a possi-
bilidade de contaminagfio de produtos de origem

lictea pelo microrganismo ou pela enterotoxina es-
tafilocGeica, antes ou apGs serem processados. En-
quanto as células de S. aureus siio termoldbeis e fa-
cilmente eliminadas por processos moderados de
tempceratura, as entcrotoxinas sdo termoestdveis,
resistentes a lemperaturas normalmente utilizadas
no processamento de produtos ldcteos. A entero-

1 Méd. Vet. do Ministério da Agricultura/Pesagro-Rio. Lab. de Biol. Animal. - Alameda Sio Boaventura, 770 -

Fonseca - Niteréi - RJ - Cep 24.123.

2 Meéd. Vet., Pesquisador Pesagro-Rio. Lab. Biol. Animal.
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toxina estafilocécica pode causar intoxicages por
alimentos de origem l4ctea, induzindo a uma gas-
troenterite aguda quando ingerida, manifestando-se
sob a forma de surto. Com relagfio a cepas de S.
aureus isoladas de leite ¢ produtoras de enterotoxina
0s percentuais sfio muito varidveis em relagfio a
nimero de isolamentos ¢ tipo de toxina
(1,2,5,8,14,15).

Considerando que em nosso meio sio poucos
os trabalhos a respeito (2,5), plancjou-se a reali-
zag#o dessa pesquisa com a finalidade de verificar a
capacidade enterotoxigénica de algumas cepas de S.
aureus isoladas de leite de vacas com mastite, na
bacia leitcira do municipio de Cantagalo/RJ.

MATERIAL E METODOS

O trabatho foi realizado em 2.317 vacas em
lactagdio pertencentes a 86 rebanhos produtores de
leite tipo C, do municipio de Cantagalo, RJ, scndo
realizado exame bacterioldgico cm 692 vacas. A
mastite subclinica foi evidenciada através do
"California Mastitis Test” (CMT) (17) ¢ cxame
bacteriolégico no Ieite de aparéncia normal, Ap6s
higicne adequada do ubere, feita com dlcool a 70%
¢ papel toalha, foi realizada a prova do CMT com
0s primeiros jatos de lcite. A scguir o leite foi co-
letado para cxame bacteriolégico em tubos estéreis
com tampa de rosca, um para cada teta, indepen-
dente do resultado do CMT. O material foi trans-
portado sob refrigeracio até o laboratério, onde foi
incubado a 37°C. Ap6s 18 horas foi plaqucado com
auxilio de al¢a de platina em dgar sangue de carnci-
ro ¢ incubado ¢m cstufa a 37°C por 24 horas. A
sele¢dio de coldnias de Staphylococcus obedeccu
aos critérios de morfologia, pigmentagiio ¢ capaci-
dade hemolitica. Das coldnias isoladas foram pre-
parados esfrcgagos corados pclo método de Gram
para verificagiio da morfologia ¢ coloragio. As
coldnias que se revelassem como cocos Gram posi-
tivos, em cachos, cram submetidas ao teste de co-
agulasc em tubo, com plasma de coclho citratado.
Foi considerada da cspécie S. aureus quando houve
produgfio de coagulase pela cepa, em estula a 37°C
até 24 horas.

Foram selecionadas 93 cepas de estafilococos
coagulasc positiva, isoladas de leite de tctas com
reagfio leucocitdria forte, através do CMT (mais de
cinco milhdes de leucéeitos por mililitro de leite),
distribuidas pelos 86 rchanhos,

Essas ccpas foram semcadas em caldo cérebro
coraciio com glicerina em partes iguais ¢ incubadas
a 37°C. Ap6s 24horas de crescimento as culturas
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foram mantidas a menos 16°C ¢ encaminhadas ao
Instituto de Microbiologia da UFRJ para os testes
de termonuclcase ¢ capacidade cnicrotoxigénica. A
termonuclease foi determinada pelo método de
Lachica et al. (9) ¢ para a verificagfio da presenga de
enterotoxina dos tipos A,B.C,D ¢ E utilizou-sc¢ a
técnica descrita por Robbins et al. (16).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos cm relagiio A ocorréncia
de mastitc subclinicas nos 86 rebanhos estiio apre-
sentados na Tabela 1. Verilicou-sc que das 692 va-
cas analisadas, 341 (49,28%) foram positivas ao
teste de CMT, sendo esse o indice de mastite
subclinica encontrado no presente trabatho.

Quando comparado com valores obtidos por
Langencgger ct al. (10) no Rio dec Janeiro; Harrop
ct al. (7) ecm Pernambuco; Ferreiro ct al. (4) em
Minas Gerais; Nader et al. (11,12,13) em Sio Pau-
lo, respectivamente, 20%; 39%; 16%; 11,9%:
20,8% ¢ 11,9% com os dessc trabatho, 49,2% ob-
scrva-sc que a prevaléneia foi mais elevada. Este
{ato pode ser atribuido a falta de adogfio de medidas
profildticas importantes no controle da mastite.

Na Tabela 2 estiio distribuidas as amostras dc
leitc cxaminadas pelo teste de CMT, considerando-
se que 43 cstavam sem secreghio (atrofiadas).

TABELA 1 - Distribuigio das feméas preagentes ¢
negativas 3 prova do CMT ¢ das tetas perdidas, segundo os
rebanhos estudados no municipio de Cantagalo/RJ. 1986.

Positivo Negativo Total
Rebanhos O\ U
N % Ne %
86 341 49,28 | 351 50,72 692

TABELA 2 - Distribuigio de amostras positivas e
negativas a0 CM'T ¢ das tctas  perdidas, segundo os
rebanhos estudados no municipio de Cantagalo/RJ. 1986.

Amostras Ne Yo

Examinadas 2725 98,44
Positivo
1026 37,06
oT

Negativo 1699 61,38
Perdidas 43 1,55
“Total 2768 100,00
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TABELA 3 - Distribuicdo das amostras positivas ao exame bacterioldgico, isolamento de cepas de S. aurcus scleciona-
dos para os testes de nucleina termoestivel e produgio de enteroxinas.

T Exame Isolamento Cepas de S. aureus selecionados
bacterioldgico de S. aureus Y - .
Amostras Nucleina termoestdvel Enteroxina
N2 %o N2 % Ne % Ne % Ne %
Positivas 1026 37,65 546 53,22 229 41,94 85 91,40 1T** 1,07
Negativas 1699 62,35 480 46,78 317* 58,05 8 8,60 92 98,92
Total 2725 100,00 100,00 100,00 546 100,00 93 100,00 100,00 100,00

*isolamento de outros microorganismos
**enteroxina biotipo A

Na Tabela 3 verifica-se que das 1.026 amostras
positivas para o CMT, 546 foram positivas para o
exame bacteriol6gico, sendo isolado S. aureus de
229 (41,94%). Das 93 cepas de §. aureus sclecio-
nadas dctectou-se a presenga de nucleina ter-
mocstdvel em 85 ¢ em apenas uma se constatou a
presencga de uma enterotoxina do tipo A.

A producdio da enzima termonuclease ¢ um
bom indicador de patogenicidade ¢ cm 100% das
culturas que aprescntem duas ou mais reagdes de
coagulase positivas sfio nuclease tcrmoestaveis
positivas (Rea et al.) (15), porém ncsse trabalho s6
foi considerada uma reagfio de coagulase positiva e
o teste da termonuclease foi realizado somente nas
93 cepas selecionadas,

Os resultados desse trabalho coincidem com os
de Rea ctal. (15), onde a amostra que produziu en-
terotoxina também produziu termonucleasc. Con-
tudo um grande niimero de amostras positivas para
nucleina termoestdvel ndio foram enterotoxigénicas.

A baixa positividade para cepas de S. aureus
entcrotoxigénicas isoladas de leite, verificadas nesta
pesquisa, estd de acordo com o que foi observado
em Sdo Paulo por Araijo (2) e Furlanetto ct al.
(5). O primeiro autor em 1984, analisando 100
amostras de leite cru, verificou que 50% revelaram-
se positivas para §. aureus, porém das 201 cepas
isoladas apcnas uma (0,5%) foi produtora de ente-
rotoxina do tipo B. Furlanetto ¢t al. (5) em 1987,
observaram nas 468 {émcas analisadas, 56 (11,94%)
reagentes ao CMT. Das fémeas reagentes, 25
(44,6%) revelaram-se positivas para S. aureus. Em
duas (8,0%) foi constatada a produgfo de enteroto-
xinas dos tipos AE, concomitantcmente. Entre 0s
vérios agentes etiolégicos causadores de mastite, o
S. aureus nesse trabalho e no dos autores referen-
ciados foi 0 agente mais isolado. Este microrganis-
mo foi, também, o mais isolado por Langencgger
et al. (10) 53,1%, no Rio de Janciro; Harrop ct al.

(7) 54,2%, em Pcrnambuco; Fcrreiro et al. (4), cm
Minas Gerais ¢ cm Sdo Paulo, por Nadcer Filho et
al. (11) 52,08%; Nader Filho ct al. (12) 38% ¢
Nader Filho ct al. (13) 62,10%.

O percentual de cepas de S. aureus enterotoxi-
gtnicas isoladas de leitc com mastite, citado por
autores de outros paiscs é mais clevado. Adckeye
(1), na Nigéria, fcz uma pesquisa em 50 cepas de
S. aureus isoladas de vacas com mastitc e encon-
trou 6 (12%), cntre as quais 4 produziram entero-
toxina do tipo A ¢ 2 do tipo B. Rea et al. (15), na
Irlanda, assinalam o §. aureus como causador de
75% das infecgbes mastiticas no rebanho leiteiro.
Os autores sclecionaram, de 400 cepas de S.
aureus, 238 para pesquisa de enterotoxina. Encon-
traram 22 cepas produtoras de enterotoxina do tipo
C, duas do tipo D, uma do tipo B ¢ eml uma os
tipos AD, concomitantemente. O percentual de ce-
pas enterotoxigénicas foi em torno de 11. Kumar
& Gupta (8), na India, comentaram que apcsar da
ocorréncia de toxi-infecgiio, em pessoas, por ali-
mentos contaminados pela enterotoxina estafi-
locdcica (lcite ¢ produtos licteos), sdo poucos os
trabalhos realizados no intuito de detectar os tipos
de enterotoxina. Na pesquisa realizada em 62 cepas
de S. aureus isoladas de Icitc, 10 delas (16%) foram
produtoras dc cntcrotoxina dos scguintes tipos: A
(4 ccpas), D (2 cepas) ¢ B, C, BD ¢ CD cada uma
delas produzida por um isolamcento desta fonte, Na
Noruega, Olsvik ¢t al. (14), cncontraram um per-
centual de cepas enterotoxigtnicas bem maior do
que os assinalados pclos outros autores. Das 46
cepas de origem bovina, isoladas dec vacas com
mastite 32 (72%) produziram os scguintes tipos de
enterotoxina: C, BC, ABC, AB ¢ AC, respecti-
vamente 16 cepas, 12,2,1¢ 1.

As cepas de S. aureus nos trabalhos citados
produziram um dnico tipo de cnterotoxina ou com-
binagtes de duas ou mais. O tipo C foi produzido
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por 39 cepas, o tipo A por 9, o tipo B por 5, o tipo
D por 4, AE por 2, ABC por 2, e por luma cepa
cada, as combinagdes AB, AD, AC, CD ¢ BD.
Pelos dados citados na literatura e os resulta-
dos obtidos neste trabalho com o isolamento de S.
aureus em maior percentual, do leite de vacas com
mastite, estudos semelhantes devem ser realizados
a respeito, preconizando-se a adogio de medidas
higi&nico-sanitiria, nem sempre faceis de serem
aplicadas, visando a obtengiio de leite de melhor
qualidade, em beneficio da saide do consumidor.
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ABSTRACT

Enterotoxicity of Staphylococcus aureus
isolated from Mastitic Cows

The prevalence of subclinical mastitis was of
48%, by the leukocytic reation of the California
Mastitis Test (CMT), in 2317 milking cows be-
longing to 86 farms estratifyed between a dairy re-
gion of Rio de Janeiro state. From 2725 milk cul-
tures, collected from 692 cows, 1026 (37,65%)
showed positive results on CMT and 546
(53,22%) for bacteriological examination. Staphy-
lococcus aureus was the most frequent agent, had
been isolated from 229 (41,94%) milk samples,
from all herds under study. The possibility of con-
tamination of dairy products by §. aureus and
their enterotoxin, was studied by the research of
toxin in some strains of this agent. The strains of
S. aurcus isolated from quarters showing a very
strong leukocytic reaction by the CMT, were in-
oculated into heart brain broth with glycerin (in
equal parts) and kept in the freezer at - 16°C. The
thermonuclease was determined by the method de-
scribed by Lachica ct al, (1971). The rescarch for
enterotoxin of type A, B, C, D and E was made by
the technique described by Robbins ct al. (1974),
at "Instituto de Microbiologia - UFRJ". From 93
strains of S. aureus analiscd, only one produced en-
terotoxin from biotype A, knowed as the mayor
one at food poisoning, being found in 75% of the
outbreaks. In eight strains the presence of thermo-
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“stable nuclein was not detected. Although the

number of enteropathogenic strains was small, it
is believed that care must be taken with bovine
herds, not allowing the mixture of milk from
infected cows and from healthy animals. This
procedure is an hazard for human health, since §.
aureus is present in a high level at the majority of
the herds.

Key words: bovine, milk, toxin.
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STAPHYLOCOCCAL FOOD POISONING IN BELO HORIZONTE (BRAZIL)

Luiz Simedo do Carmol
Merlin S. Bergdoll?

ABSTRACT

Eighteen staphylococcal food poisoning outbreaks in the Belo Horizonte area were
investigated; 60 people became ill in one outbreak. The foods involved were cake with
cream filling and white cheese. Staphylococcal counts ranged from 10* to 103 CFU/g
of food. Staphylococci isolated in 14 of the outbreaks produced enterotoxin,
enterotoxins A and B in 12 outbreaks, enterotoxin A in one outbreak, and enterotoxin

B in one outbreak.

Key words: food poisoning, Staphylococcus, enterotoxin

INTRODUCTION

Staphylococcal food poisoning occurs world
wide, however in many countries it is not known
how frequently because most cascs are never re-
ported. The major symptoms, vomiting and diar-
rhea, are of short duration and most individuals af-
fected do not seck medical attention (1). Only in
the last few years have cases come to the attention
of public health officials in several cities in Brazil.
As a result investigations of the outbreaks have
been possible which includes determination of the
food involved, the presence of staphylococci in the
incriminated food, the number of organisms
present, and the enterotoxin production of the sta-
phylococci isolated from the food.

There have been a number of staphylococcal
food poisoning outbreaks in the Belo Horizonte
region in the last two or three years; in most cases
several individuals were made ill. The major foods
involved were white cheese and cake with a cream
filling. Usually, staphylococci were present in

relatively large numbers, 106-108 CFU per gram of
food.

We present here the results from examination
of 18 outbreaks, including the results of analyzing
the strains for enterotoxin production,

MATERIALS AND METHODS

Isolation of staphylococci - Twenty-
five grams of the implicated food was suspended in
225 ml of buffered-peptone water; 0.1 ml was
spread on the surface of Baird-Parker agar plates.
Additional plates were prepared with 10-fold dilu-
tions if necessary (2). The plates were incubated
for 48 hours at 37°C. Typical colonies were tested
for coagulase production. Coagulase-positive colo-
nies were used for enterotoxin testing,

Growth of staphylococci for entero-
toxin detection - Inocula were prepared by
incubating the staphylococci isolated from the
foods in brain heart infusion (BHI) broth over

1. Fundagio Ezcquiel Dias, Laboratério de Microbiologia de Alimentos, rua Conde Pereira Camciro, 80, Gameleira,

30550 Belo Horizonte, Brazil.

2. Food Research Institute, University of Wisconsin-Madison, 1925 Willow Drive, Madison, WI 53706, USA.
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night at 37°C. Membrane-over-agar plates were
prepared with 25 ml of BHI-agar and covered with
a membrane disk made from Spectra/Por
membrane dialysis tubing, 6000-8000, 100 mm
flat width (Thomas Scientific, Philadelphia, PA,
USA) (3). The membrane was inoculated with 0.5
m} of the inoculum and the plates were incubated
at 37°C for 24 hours. The cultures were removed
from the membranes by washing with 2.5 ml of
0.01 M Na,HPO4 in three steps using 1 ml, and
0.5 ml of the phosphate buffer. The cultures were
centrifuged and the culture supernatant fluid used
for enterotoxin testing.

Enterotoxin testing - The optimum-
sensitive-plate (OSP) method was used (3). In this
method, 3 ml of agar (1.2%) is placed in 50 mm
plastic petri plates with tight lids: wells were cut
according to the original specifications. Specific
antisera was placed in the center well, enterotoxin
(4 ug/ml) was placed in the two smaller wells, and
culture supernatant fluids were placed in the four
larger outer wells. Different plates were required
for each enterotoxin (SEA, SEB, SEC, SED). The
plates were placed in a humidified closed container
and incubated overnight at 37°C. Positive reactions
were determined from precipitin. lines. formed by
the culture supernatant fluids that joined with the
control lines.
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Culture supernatant fluids that were negative
by the OSP method were diluted 50-fold and tested
by use of the ELISA ball kit (Dr. Bomelli AG,
Stationstrasse 12, CH-3097 Libbefeld-Bern, Swit-
zerland) (4). This method is sensitive to 0.5 ng/ml
and can be used to detect low producing strains.

RESULTS

Food poisoning cases - Eighteen staphy-
lococcal food poisoning outbreaks were reported in
the Belo Horizonte region in 1988-89. Ten out-
breaks were from white cheese and eight outbreaks
were from cake with a cream filling. The number
of individuals involved varied from 3 to 60 per
outbreak (Table 1).

Staphylococcal count in food - The
.staphylococcal count varied from 10% to 108 CFU/g
of food (Table 1).

Enterotoxin production by the
staphylococei - Examination by the OSP
method showed 13 strains to be positive for
enterotoxin production(Table 1); 10 strains were
positive for SEA and SEB and 3 were positive for
only SEB. Examination of 12 strains. by ELISA
showed 1 strain negative by OSP to be positive
for SEA, 2 strains that were positive for SEB by

TABLE 1 - Staphylococcal food poisoning outbreaks in Belo Horizonte*

Staphylococcal count

Enterotoxin detected by .

Food Involved Neift CFU/g osp ELISA
Cake With 60 9.9X 107 Neg Neg
Cream filling 35 2.0X 108 SEASEB SEASEB
10 2.0X 107 Neg SEA
25 >2.0X 107 SEASEB SEA**
23 >2.0 X 105 'SEA,SEB
23 >2.0X 10’ SEASEB
kR 28X 108 SEASEB SEA,SEB
—_ 2.0X 108 SEASEB
Cheese, white 6 2.8X 108 SEASEB
3 >2.0X 108 SEASEB SEA,SEB
12 7.8X 108 Neg Neg
— 1.6X 108 SEA SEB
— 1.0X 101 SEB SEA,SEB
— 2.8X 108 SEB Neg,SEA
— 1.6X 108 SEB SEASEB
— >2.0 X 107 SEASEB
—_ 2.0 X 108 Neg Neg
— 1.9 X 108 Neg Neg
* - Tipycal symptoms of vomiting and diarrhea were reported in 12 outbreaks;

for the other 6 outbreaks the foods involved were sent with the diagnoses of food poisoning without the symptoms.
Time of syptoms were given only in outbreaks (1.5 - 4hours).

ok - Only SEA checked for.
**%  _ Information not available.
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OSP to be positive for SEA and SEB, and 3
strains to be positive for SEA and SEB that were
positive for SEA and SEB by OSP. One strain
that was positive for SEB was positive for SEB
but negative for SEA. Four strains were negative
for all toxins. None of the strains produced either
SEC or SED.

DISCUSSION

The fact that the staphylococci isolated from
foods in a majority of the outbreaks produced en-
terotoxin confirmed them as staphylococcal food
poisoning. Thirteen (72.2%) of the 18 strains pro-
duced SEA, with 12 of them also producing SEB.
Enterotoxin A is the enterotoxin most frequently
involved in staphylococcal food poisoning (5).
One strain produced only SEB, however, SEB is
seldom involved in food poisoning except in spe-
cial cases such as with hard boiled eggs (6,7).
Three of the 13 SEA-producing strains can be
classed as low producing strains because SEA was
detectable only by the ELISA method. All of the
SEB producers were detectable by the OSP meth-
od. It would appear from the results that strains
that produce SEA and SEB are quite common in
Brazil. It is of interest that no strains were found
to produce SEC or SED.

Four (22.2%) of the strains were negative for
enterotoxin production which is a rather high per-
centage of negative strains. The failure to detect
enterotoxin production may be due to one of two
reasons. First, it is always possible the strain pro-
duces an unidentified enterotoxin as about 5% of
cases appear to be caused by unidentified ones (8).
The other possibility is that the staphylococci iso-
lated was not the one actually involved. Often
times foods are contaminated with more than one
strain of staphylococci and if only one colony is
tested for enterotoxin production, the one involved
may be missed (9).

In 15 outbreaks the staphylococcal count was
at least 106 CFU/g, the number usually required to
produce detectable amounts of enterotoxin (9). In 3
outbreaks the counts were 105 CFU/g or less
which is normally too low to detect enterotoxin
production; however, it is not unusual for growth
to be unevenly distributed which may result in a
lower average count. In 2 of these outbreaks the
staphylococci produced enterotoxin and the symp-
toms reported were typical of staphylococcal food
poisoning.

The cakes involved in the food poisoning
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contained a cream filling which normally provides
a good medium for staphylococcal growth. If care
is not taken in handling the cream it can easily be
contaminated by the food handler. Frequently such
cakes may be left at room temperature for several
hours, which is adequate time for the staphylococci
to grow and produce enterotoxin. The generally
warm climate of Brazil contributes to this
problem. Refrigeration is the best control of this
type of food poisoning as staphylococci grow very
little if at all under these conditions. Because of
failure to understand this and to know that dairy

products provide a good medium for staphylococcal

growth, many cases occur that could be prevented.

RESUMO

Toxinfeccio Alimentar por Staphylo-
coccus em Belo Horizonte (Brazil).

Foram investigados 18 surtos de toxinfecgéo
alimentar em Belo Horizonte, Brasil, sendo que em
um dos surtos, 60 pessoas foram acometidas. Os
alimentos envolvidos foram bolos confeitados e
queijo Minas. As contagens de Staphylococcus va-
riaram de 10 4 a 10 8 UFC/g. Foram detectadas
linhagens de Staphylococcus enterotoxigénicos em
14 dos isolamentos efetnados. As enterotoxinas A
¢ B foram concomitantemente identificadas em 12
surtos. Em um dos surtos, foi encontrada apenas A
€ em outro apenas B.

Palavras-chave: toxinfec¢fio alimentar, Staphy-
lococcus, enterotoxinas.
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CARNE MECANICAMENTE SEPARADA DE ORIGEM BOVINA. I -
INFLUENCIA DE DOIS SISTEMAS DE DESOSSA MANUAL SOBRE AS
CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DO PRODUTO RECEM OBTIDO

Oswaldo Durival Rossi Jianior!
Sebastiio Timo Iaria?

Iacir Francisco dos Santos!
Angelo Berchieri Janior!

RESUMO

Dois grupos formados por blocos de carne mecanicamente separada de origem
bovina, obtidos de ossos oriundos de dois sistemas de desossa manual, em mesa e
aéreo, foram submetidos a determinagdes microbiolégicas objctivando verificar estas
caracteristicas no produto recém-obtido e as possiveis alteragdes decorrentes do tipo de
desossa manual. No primeiro grupo, com a desossa em mesa, os resultados médios
obtidos foram de 8,1x10° e 2,9x10* UFC/grama, nas contagens padrio de
microrganismos meséfilos e psicrotréficas, respectivamente; de 1,2x103 e 5,9x102
UFC/grama nas contagens de Staphylococcus aureus ¢ de bolores e leveduras e de
5,9x10, 2,2x10 ¢ 1x10 microrganismos/grama nas determinagdes do NMP de
coliformes totais, fecais e Escherichia coli, respectivamente. No segundo grupo, com a
desossa manual aérea, os resultados médios encontrados foram de 6,9x103 e 4,2x103
UFC/grama nas contagens padrdio de microrganismos meséfilos e psicrotréficos
vidveis, respectivamente; de 4,6x10% ¢ 6,2x102 nas contagens de S. aureus e bolores e
leveduras e de 3,5x10, 0.75x10 ¢ 0.16x10 microrganismos/grama nos NMP de
coliformes totais, fecais ¢ E. coli, respectivamente. De nenhuma das amostras
examinadas foram isoladas bactérias do género Salmonella. Apesar das diferencas entre
as caracteristicas microbiol6gicas dos dois grupos de amostras terem se mostrado
estatisticamente significativas apenas no NMP de E. coli, os resuliados demonstraram
que a carne mecanicamente separada obtida de ossos oriundos da desossa manual com as
pegas suspensas em trilhos aéreos apresentou-se com menor carga microbiana inicial do
que aquela obtida de ossos oriundos da desossa manual em mesa.

Palavras chaves: carne desossada mecanicamente, carga microbiana.

1. Faculdade de Ciéncias Agririas ¢ Veterindrias - UNESP

Campus de Jaboticabal - Rodovia Carlos Tonanni, km 5 — 14870 - Jaboticabal - SP, Brasil.
2. Instituto de Ciéncias Biomédicas 11 - USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 1374 — 05508 - Sio Paulo - SP, Brasil.
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INTRODUCAO

O continuado aumento na demanda de alimentos
tem determinado o incremento de novas técnicas € o
aperfeicoamento de métodos antigos de obtengfo e u-
tilizacfio de residuos muitas vezes desperdigados (16).

Dentre esses resfduos destacam-se os fragmen-
tos de carne que permanecem aderidos aos 0ssos
quando da obteng#io dos corte de agougue. O proces-
so tradicional de desossa sempre determina a perda
de uma pequena, porém significativa, quantidade de
carne que permanece aderida aos 0ssos (15).

A separagiio manual desses fragmentos, por ser
ineficiente e onerosa, levou a utilizacfio de um
processo mecanico que, embora nio sendo novo,
tem sido bastante desenvolvido nos dltimo anos
(16). O processo de desossa mecanica caracteriza-se
pela separagiio dos fragmentos de carne ¢ de certa
quantidade de medula dssea (6), sendo o produto
obtido denominado carne mecanicamente scparada.

Em decorréncia da composicfo, estrutura fisica e
elevado pH, a carne mecanicamente separada é um
produto extraordinariamente perecivel. Sua vida til é
limitada, fundamentalmente, pelo desenvolvimento
microbiano e pela oxidagfo dos lipidios (10, 12, 14).

~ A qualidade microbiolégica inicial da carne
mecanicamente separada estd na dependéncia direta
das condi¢Ges de higiene do processamento e do
grau de contaminacio dos ossos processados (13).
Para que cla possa ser obtida com uma qualidade
aceitdvel, os 0ssos devem ser manejados tdo cuida-
dosamente como se fossem a prépria carne (16).

A dcsossa mechnica logo apds a remogdo dos
0ssos da carcaga ¢ tida como o principal fator para
a obtengfio de um produto de boa qualidade micro-
biolégica (13, 17).

Em estudos realizados no sentido de se verificar
a qualidade microbioldgica da carnc mecanicamente
separada, foram encontradas populacdcs de microrga-
nismos mesoéfitos que variavam de 104 a 106 uni-
dades formadoras de coldnias (UFC)/grama(2, 7, 8,
9, 13, 14), populagdes de psicrotréficos entre 105 e
107 UFC/grama (14) e de coliformes e Staphylococ-
cus aureus entre 102 ¢ 10° microrganismos/grama (9),
sendo que o produto obtido de ossos frescos se apre-
sentava de melhor qualidade microbiolégica, quando
comparado com aquele oriundo de ossos conservados
sob refrigeraciio ou congelamento (8, 13, 14).

A utilizacfio de todos os ossos da carcaga como
matéria prima para a producio de carne
mecanicamente separada, incluindo os da regifio do
peito que sfio muito sujeitos & contanimagbes por
conteddo gastrintestinal durante a evisceragfo, pode
determinar o aparecimento de microrganismos
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patogénicos nesse produto.

Nesse sentido foram isoladas bactérias do gé-
nero Salmonella a partir de carne mecanicamente
separada de aves (4), de bovinos (14, 28) ¢ de
suinos (10). Foi isolado S. aureus de carne meca-
nicamente separada de bovinos (9), Salmonella,
Clostridium perfringens ¢ §. aureus de aves (17),
de bovinos (5) ¢ de suinos (12, 18).

Tendo em vista o fato de que os 0ssos, matéria
prima para a producfo da carne mecanicamente se-
parada, sfio mais sujeitos nas fases do abate ¢ da
obtengiio de cortes de agougue & contaminagdes e
que isto tem seu reflexo na qualidade micro-
biolégica do produto, realizou-se o presente estudo
com o objetivo de verificar as possiveis influéncias
de algumas variagdes no processo de desossa ma-
nual, comparando dois sistemas, em mesa e aéreo,
sobre o grau de contaminagfo da carne mecanica-
mente separada recém obtida.

MATERIAL E METODOS

Nesta investigagfio foram realizadas determi-
nagoes microbioldgicas em amostras de blocos de
carne mecanicamente separada de origem bovina, co-
lhidas em duas etapas distintas, em um matadouro fri-
gorifico de grande porte situado no Estado de Séo Paulo.

Na primeira etapa, a desossa manual, fase que
antecede a mecnica, era realizada em mesas € 08 0s-
sos, acumulados em engradados metdlicos des-
montdveis forrados inlernamente com pléstico,
eram transportados em carrinhos elevadores
hidrdulicos para uma sala contigua & sala principal,
ambas com temperatura controlada de 10°C, onde se
encontrava a desossadora mecanica. O produto obti-
do da desossa mecanica era embalado em invélucro
plastico, na forma de blocos retangulares de aproxi-
madamente 15 ¢cm de espessura e acondicionado em
caixas de papeldo para posterior congelamento.

Na scgunda etapa, o processo de desossa ma-
nual cra todo cle realizado com as pegas suspensas
em trithos aércos e os 0ssos, desta mesma manei-
ra, encaminhados direta e ininterruptamente a de-
sossadora mecanica que se localizava na mesma
sala, com temperatura de 10°C, e numa posi¢io
adcquada para permitir a continuidade no fluxogra-
ma do proccsso de desossa. O produto obtido
passou a scr embalado somente em sacos plasticos,
na forma de blocos retangulares.

As etapas foram realizadas em épocas distintas
e nos dois casos as colheitas efetuadas em dias nor-
mais de operagfio. Na primeira fase foram analisa-
dos 10 biocos e na segunda 20 blocos. Cada amos-
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tra, que representava um bloco, era formada por
cinco sub-amostras colhidas em pontos diferentes.
O produto era acondicionado em placas de petri
esterilizadas e transportado ao laboratdrio em caixa
de material isotérmico contendo blocos de gélo. As
andlises das amostras eram imediatamente iniciadas
sendo que o tempo entre colheita e andlise nunca
foi superior a duas horas.

METODOLOGIA EMPREGADA

Preparo das dilni¢des das amostras - De cada
amostra eram pesados, assepticamente, 25 gramas
e homogeneizados com 225 ml de 4gua peptonada
a 0,1% esterilizada (3), obtendo-se, assim, uma di-
lui¢#o inicial de 10-1. A partir desta dilui¢io, eram
preparadas dilui¢Bes decimais até 106, empregando-
se o mesmo diluente. As diluigdes assim obtidas
eram utilizadas em todas as determinagtes micro-
biolégicas, exceto quando especificado.

Contagem padrio de microrganismos aerébios
ou facultativos meso6filos e psicrotréficos vidveis
(1, 11) - Nestas determinagdes empregou-se a téc-
nica de semeadura em profundidade utilizando-se
dgar padrdo para contagem. A incubag#o era realiza-
da a 35°C por 48 horas para contagem de meséfilos
e a7°C por 10 dias para a de psicrotroficos.

Determinagfio do nimero mais provavel (NMP)
de coliformes totais (1) - Foi utilizada a técnica
dos tubos miiltiplos, empregando-se caldo lauril
sulfato triptose na etapa correspondente ao teste
presuntivo e caldo lactose-verde brilhante-bile a 2%
na etapa confirmatéria. Ambas incubagdes foram
realizadas a 35°C por 24-48 horas. A determinagfio
do NMP de coliformes totais foi realizada empre-
gando-se a tabela de Hoskins.

Determinagido do NMP de coliforme fecais (1,
11) - A partir dos tubos com resultado positivo no
teste confirmatério para coliformes totais, eram
inoculados tubos correspondentes contendo caldo EC
e a incubagfo realizada a 45,5°C +ou- 0,2 por 24
horas. A determinagfio do NMP de coliformes fecais
foi realizada empregando-se a tabela de Hoskins,

Determinagéo do NMP de Escherichia coli (1,
11) - A partir dos tubos com caldo EC que apre-
sentavam resultado positivo para coliformes fecais,
eram semeadas placas de dgar eosina-azul de metile-
no. ColOnias caracterfsticas eram repicadas em dgar
nuiriente inclinado ¢ apds incubagfo eram prepara-
dos esfregagos corados pelo método de Gram.
Constatada a presenga de bacilos G-, em cultura
pura, estes eram identificados bioquimicamente
através das provas do IMViC. O NMP de E. coli
era obtido levando-se & tabela de Hoskins o ndmero
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de tubos de caldo EC com resultado positivo, cujas
culturas ao teste do IMViC apresentavam reagdes
caracteristicas para E. coli.

Contagem de S. aureus (1, 3, 11) - Foi utili-
zada a técnica de semeadura em superficie empre-
gando-se dgar Baird-Parker. Apés incubagfo a 35°C
por 24-48 horas, 3 a S coldnias caracteristicas eram
semeadas em 4dgar nutriente inclinado e as cepas
que, em esfregacos corado pelo Gram se revelavam
como cocos G+, agrupados em forma de cachos de
uva, eram submetidos a identificagfio bioquimica
através das provas da catalase, da oxidagdo e fer-
mentacdo da glicose, da produgio de DNAase, co-
agulase livre e de termonuclease. O niimero de S.
aureus era obtido com base nos resultados dessas
provas, proporcionalmente ao nimero de colonias
contadas no dgar Baird-Parker,

Contagem de bolores e leveduras (1) - Foi utili-
zada a técnica de semeadura em profundidade empre-
gando-se 4gar malte adicionado de uma solugfio de an-
tibidticos contendo clortetraciclina e cloranfenicol.
A incubacfio das placas foi feita a 25°C durante 5 dias.

Pesquisa de Salmonella (1, 11) - 25 gramas do
produto eram homogeneizados com 225 ml de
solu¢do de Ringer 1/4 e o conjunto permanecia em
repouso por 6 horas 2 temperatura ambiente, A
seguir, procedia-se a incubagfo a 43°C por 18 ho-
ras. Na fase de enriquecimento seletivo, duas
alicotas de 2 ml cada eram inoculadas, respectiva-
mente, em 20 ml de caldo selenito-novobiocina ¢
em 20 ml de caldo tetrationato-novobiocina. Apos
incubaciio do primeiro meio a 43°C, e do segundo
a 37°C, por 24 a 120 horas, foram realizadas
semeaduras em placas contendo dgar verde-brilhante
e dgar Mac Conkey. Coldnias suspeitas foram
submetidas aos testes bioquimicos do meio IAL
(19). As culturas que apresentassem alteragdes
sugestivas de reagbes bioquimicas atribuiveis a
Salmonella deveriam ser submetidas a outras
reagdes bioquimicas e provas sorolGgicas de
identificacfio dos sorotipos.

Andlise estatistica (21) - Os produtos analisados
nas duas etapas do trabatho foram comparados quanto
as caracteristicas microbiolégicas sendo, para isso,
os dados enquadrados no delineamento intciramente
casualizado, com niimero diferente de repetigdes e
submetidos a andlise de varidncia pelo teste F.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores das médias geométricas das conta~
gens de microrganismos meséfilos vidveis, apre-
sentados na Tabela 1, de 8,1 x 103 UFC/grama en-
contrados nas amostras da primeira etapa ¢ de 6,9 x
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103 UFC/grama nas da segunda, mostraram-se infe-
riores aos resultados de 105 a 107 UFC/grama en-
contrados por Field & Riley (7) ¢ Field e col. (8),
em carne de carneiros; Ostovar e col. (17), em carne
de aves e Kolozyn-Krajewska e col. (13) e Jimenez-
Colmenero e col. (12), em carne de suinos. Revela-
ram-se, também, inferiores ao niimero médio de 10*
UFC/grama encontrado por Fuch e col. (9) em camne
de origem bovina, porém, dentro do intervalo de 10?
a 108 UFC/grama obtido por Balaz e col. (2).

A comparagdo dos valores das contagens de
microrganismos mes6filos obtidos nas duas etapas
do trabalho (Tabela 1), revela que a carga microbia-
na inicial foi um pouco menor nas amostras da se-
gunda etapa. Apesar da diferenga entre os resultados
ndo ter se mostrado significativa (F=0,116NS), o
menor nimero de microrganismos observado nas
amostras da segunda etapa pode ser um indicativo
de que a tecnologia de obtengfio da carne mecanica-
mente separada adotada nesta fase, ou seja, a desos-
sa manual, com o minimo de manuseio, em tri-
l1hos aéreos e 0s 0ssos encaminhados diretamente
ao equipamento de desossa mecanica, deu origem a
um produto menos contaminado em termos de
mesdfilos do que aquele oriundo da matéria prima
obtida através da desossa manual em mesa.

No tocante aos microrganismos psicrotréficos,
os dados da Tabela 1 revelam médias geométricas
de 2,9 x 10* UFC/grama para as amostras da primeira
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etapa e de 4,2x10% UFC/grama para as da segunda.
Krautil & Tulloch (14), analisando o mesmo tipo de
produto, encontraram niveis de contaminagdo
maiores, com 68% das amostras apresentando mais
que 105 UFC/grama. Na carne mecanicamente sepa-
rada de origem suina, Pelaez e col.(18) e Garcia-
Matamoros e col. (10) encontraram também ntimero
mais elevado de microrganismos vidveis/grama, da
ordem de 5,0 x 107. A menor carga microbiana psi-
crotr6fica obtida no presente estudo, em relagio
aquela observada por esses autores, pode ser atri-
buida, principalmente, ao fato de que a desossa
mecanica foi realizada em seguida & manual, sendo
evitada assim a conservagio dos 0ssos em temperatu-
ra de refrigeragfo, sistema este que foi utilizado pelos
autores citados por perfodos de até 24 horas. J4 quan-
do se compara os dados encontrados nas duas etapas
do trabatho, verifica-se um niimero de psicrotréficos
vidveis bem maior nas amostras da primeira fase.
Este maior nimero pode ser justificado como decor-
rente do maior contato das pegas com superficies e
mfos na desossa manual em mesa e, principalmente,
pelo fato de que nesta etapa do trabalho 0s 08503
eram acumulados em engradados forrados com
pldstico, e niio levados direta e ininterruptamente a
desossadora mecinica como ocorria na segunda fase.
Os dados relativos as contagens de S. aureus

(Tabela 1) revela médias geométricas de 1,2 x 103
UFC/grama para as amostras da primeira etapa do

TABELA 1 - Valores das médias geométricas das contagens padrio de microrganismos aerébios ou facultativos,
meséfilos e psicrotréficos vidveis e contagens de Staphylococcus aureus e de bolores e leveduras, obtidos em amostras de
came mecanicamente separada, nas duas etapas do trabalho e resultados do teste F, Jaboticabal, 1989.

1% Etapa®®

2 Etapa®

Anidlise F
Log x® UFC/grama® Log x UFC/grama

Contagem padrio de
meséfilos vidveis 3,91 a® 8,1 x 10° 3,84 a 6,9 x 103 0,116N8
Contagem padrio de
psicrotréficos vidveis 4,46 a 2,9 x 10¢ 3,62 a 42 x 10% 2,18NS
Contagem de S. aureus 3,08 a 1,2 x 103 2,66 a 4,6 x 102 3,09NS
Contagem de bolores
¢ leveduras 277 a 59 x 10? 2,79 a 62 x 10? 0,004N$

(1) Desossa manual em mesa

(2) Desossa manual aérea

(3) Dados transformados em Logaritmo de x
4) UFC - Unidade formadora de colonia

(5) Em cada linha, valores seguidos de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste F ao nivel de 5%

NS - N#o significativo a 5% de probalidade (P0,05)
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trabalho e, de 4,6 x 102 UFC/grama, para as da
segunda. Fuchs e col. (9) encontraram, em carne
mecanicamente separada de aves, populagdes mé-
dias de 5,0 x 102 UFC/grama ¢ Jimenez-
Colmenero e col. (12), Garcia-Matamoros e col.
(10) ao redor de 1,0x10? UFC/grama no produto de
origem suina. Esses autores atribuem a presenca de
S. aureus na carne mecanicamente separada como
decorrente, principalmente, das condi¢des de
higiene e da manipulag¢fio da matéria prima.

A andlise comparativa das médias geométricas
das contagens de S. aureus (Tabela 1) encontradas
nas duas etapas do trabalho evidenciam que a conta-
minag#o inicial foi menor nas amostras da segunda
etapa. Apesar de ndo ter sido estatisticamente sig-
nificativa (F=3,09NS), a diferenca observada entre
as contagens médias pode ser indicativa de que a de-
sossa em trilhagem aérea, onde a manipulagfo e o
contato com superficie ¢ menor que na em mesa,
contribuiu para a obten¢fio de uma carne mecanica-
mente separada de melhor qualidade micro-
biolégica no que diz respeito ao S. gureus.

As médias geométricas das contagens de bo-
lores e leveduras também apresentadas na Tabela 1,
que foram de 5,9 x 102 UFC/grama para as amos-
tras da primeira etapa ¢ de 6,2 x 102UFC/grama
para as da segunda, podem ser consideradas baixas
quando comparadas com as encontradas para 0s ou-
tros grupos de microrganismos estudados. Compa-
rando-se os dois valores verifica-se que sfio pratica-
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mente iguais (F=0,004NS) demonstrando que os
processos de desossa manual aérea ou em mesa,
que sfo fases que antecedem a desossa mecénica,
foram realizados em boas condig@es de higiene,
principalmente no tocante ao ambiente, que tem
influéncia direta nas contaminag@es por microrga-
nismos do grupo em estudo. .

Os dados apresentados na Tabela 2 revelam
médias geométricas dos NMP de coliformes totais
de 5,9 x 10 microrganismos/grama nas amostras da
primeira etapa ¢ de 3,5 x 10 microrganismos/
grama nas da segunda. Esses valores se mostram
bem inferiores aos obtidos por Fuchs ¢ col. (9),
Balaz e col. (2), Pelaez e col. (18) e Garcia-
Matamoros e col. (10) cujas altas contaminagdes
foram justificadas como decorrentes de falhas nas
condigdes higiénicas das manipulag@es e dos equi-
pamentos. Assim sendo, o reduzido NMP médio de
coliformes verificado no presente estudo pode ser
um indicativo bastante seguro de que todo o
processo tecnolédgico e de higiene seguido, niio sé
na obtengfio propriamente dita da carne mecanica-
mente separada mas, também durante todas as fases
do abate, principalmente no que concerne A evisce-
ragdio, favoreccram a obtengdo de um produto de
boa qualidade microbiol6gica. Essas afirmagdes sdo
confirmadas quando da andlise da Tabela 2 em
relagfio aos coliformes fecais, Neste caso se verifica
valores médios pequenos, principalmente para as
amostras da segunda etapa. Ostovar e col. (17) en-

TABELA 2 - Valores das médias geoméiricas do ntimero mais provivel (NMP) de coliformes totais, fecais e Escherichia
coli, obtidos em amostras de came mecanicamente separada, nas duas etapas do trabalho e resultados do teste F,

Jaboticabal, 1989,

1% Etapa®

22 Etapa®

Anilise F
Log x+1® Microorganismos/ Logx+1  Microorganismos/
grama grama

NMP de coliformes
totais 1,78 a(4) 59 x 10 1,56 a 3,5x 10 0,56NS
NMP de coliformes 22x 10 0,93 a 0,75 x 10 2,45NS
fecais 1,37 a
NMP de Escherichia coli 1,04 a 1,0 x 10 0,41 b 0,16 x 10 12,71*

(1) Desossa manual em mesa

(2) Desossa manual aérea

(3) Dados transformados em Logaritmo de x + 1
(4) UFC - Unidade formadora de Colénia

(5) Em cada linha, valores seguidos de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste F ao nivel de 5%

NS - Nio significativo a 5% de probalidade (P0,05)
* - Significativo a 5% de probabilidade

328



Rossi Jr, O.D. et al.

contraram amostras com maior indice de contami-
nagfo apresentando valores médio de 4,6 x 10? mi-
crorganismos/grama.

As médias geométricas encontradas para os va-
lores dos NMP de E. coli (Tabela 2) foram de 10
microrganismos/grama nas amostras da primeira
etapa ¢ de 1,6/grama nas da segunda. Na literatura
consultada nfio foram encontrados relatos de estu-
dos sobre a ocorréncia de E. coli em carne mecani-
camente separada de origem bovina. Porém, os va-
lores médios encontrados no presente estudo podem
ser considerados baixos, quando comparados aos re-
sultados de 104/grama obtidos por Pelaez e col.
(18) e Jimenez-Colmenero e col. (12) em carne
suina. Diante disso, pode-se considerar que o pro-
duto analisado, com relagfio a E. Coli, mostrou-se
também com boa qualidade microbiolégica. Com-
parando-se os resuitados das duas etapas verifica-se
uma contaminagfio bem menor (F=12,71%*) nas
amostras da segunda, indicando que a conduta ¢ a
higiene adotada nesta fase contribuiram decisiva-
mente para uma diminuicio das possiveis fontes de
contaminag¢fo, resultando na obten¢do de um pro-
duto de methor qualidade.

Bactérias do género Salmonella ndo foram iso-
ladas de nenhuma das amostras, Smeltzer & Ram-
say (20) isolaram salmonelas de carne mecanica-
mente scparada de origem bovina e considcraram os
ossos como sendo a principal fonte de contami-
nagfo. Segundo esses autorcs, a origem da conta-
minagfo dessa matéria prima seriam facas, ganchos
¢ outros equipamentos contaminados por microrga-
nismos que chegam 2 industria através da pele c/ou
trato digestivo dos animais.

No presente estudo, o fato de ndo tercm sido iso-
ladas bactéria do g€nero Salmonella em nenhuma das
amostras analisadas pode ser atribuido a condig¢des
satisfatdrias de higiene das instalagtes, equipamen-
tos, pessoal e operacdes, nfio s6 no processo de desos-
sa manual e mecnica, mas também durante as fases
tecnoldgicas do abate. A esfola, serragem do peito e
evisceragfio sfo os pontos da linha de abate em que a
matéria prima, para a obtengfio da carne mecanica-
mente separada, estd mais sujeita a contaminactes
por bactérias do género Salmonella presenics na pele
ou trato gastrintestinal dos animais. Isto justifica os
cuidados que devem ser tomados quanto ao banho dos
animais antcs do abate, para sercm retiradas
substéncias estercorais da pele, as opcragdes de
oclusfio do esbfago e do reto, assim como a evisce-
ragfio em etapa tinica. Todas estas precaugdes citadas
devem ter gerado reflexos positivos em relacfio 4 mi-
crobiota da carne mecanicamente separada produzida,
haja visto o baixo nivel de contamingéo por todos os

Rev. Microbiol., Sdo Paulo,21(4), 1990

grupos de microrganismos estadados.

Os dados aqui apresentados demonstram ainda
que os processos de desossa manual estudados, em
mesa e aéreo, ¢ 0 tempo entre este tipo de desossae a
mecinica influenciam a qualidade microbioldgica da
carne mecanicamente separada recém produzida. Em
que pese ter havido diferenca estatisticamente signi-
ficativa somente no NMP de E. coli, ficou evidente
pelos niimeros apresentados que o processo de desos-
sa manual aéreo, ¢ 0 encaminhamento dos 0ssos
desta mesma forma e ininterruptamente ao equipa-
mento de desossa mecinica, o que implica em me-
nos manipulagfio, limita contatos com mesas ¢ ou-
tras superficies e diminui o tempo de espera dos
0ssos, contribuem para a produgdo de uma carne
mecanicamente separada de melhor qualidade.

SUMMARY

Mechanically separated beef, T -
Influence of two deboning systems on
the microbiological characteristics of the
newly obtained product.

Two groups formed by blocks of mechanically
deboned beef, obtained from bones from two hand
dcboning systems, on a table and on-the-rail sys-
tems, were submitted 10 microbiological determi-
nations in order to verify these characteristics in
the newly obtained product and the possible altera-
tions duc to the hand deboning system. In the first
group, in wich the hand deboning was done on a
table, the average resulls obtained were 8.1x103
and 2.9 x10* CFU/gram in the mesophilic and
psychrotrophic plate counts, respectivelly; 1.2 x
103and 5.9 x 10?2 CFU/gram for the counts of Sta-
phylococcus aureus and mold and yeast, and 5.9 x
10, 2.2 x 10 and 1.0 x 10 microorganisms/gram in
the MPN determinations of total coliforms, fecal
coliforms and Escherichia coli, respectively. In the
second group, with on the rail system hand debon-
ing, the average results obtained were 6.9 x 103
and 4.2 x 10* CFU/gram in the mesophilic and
psychrotrophic plate counts, respectively; 4.6 x
10% and 6.2 x 10? CFU/gram for the counts of S.
aureus and mold and ycast, an 3.5 x 10, 0.75x10
and 0.16x10 microorganisms/gram in the MPN de-
terminations of total coliforms, fecal coliforms an
E. coli, respectively. Salmonella was not isolated
{from any sample. Although statiscally significa-
tive differences between both groups had been
shown for the MPN of E. coli, the results indicat-
ed that meat obtained from manual deboning on
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EM ACOUGUES DA CIDADE DE SAO PAULO

Dariela Flores Calderon?!
Sirdéia Maura Perrone Furlanetto!

RESUMO

Foram adquiridas 30 amostras de carne suina em agougues da cidade de Sao Paulo e
submetidas A analise bacteriolégica para a contagem de bactérias aerdbias facultativas
psicrotréficas e meso6filas, do Nimero Mais Provdvel (NMP) de coliformes totais,
fecais e de E. coli e contagem e identificagiio de Staphylococcus aureus
enterotoxigénicos. Na contagem de bactérias facultativas psicrotréficas 17 (56.7%)
amostras apresentaram valores iguais ou superiores a 106 UFC/g, podendo ser
considerados altos. Para a contagem de bactérias aerébias facultativas mesoéfilas 13
(43.3%) amostras continham niimeros acima do mdximo permitido (3x10% UFC/g)
pelos padrdes adotados pela Secretaria de Estado da Saidde de Sdo Paulo. Quanto aos
coliformes totais, em 18 (60%) amostras os NMPs obtidos foram superiores a 10%/g.
Com relagiio ao NMP de coliformes fecais e, em particular, E. coli, observa-se que 7
(23.3%) amostras apresentaram valores acima do miximo permitido (3x10%g) pelos
padrdes adotados pela Secretaria de Estado da Satde de Sdo Paulo. Na contagem de S.
aures 6 (20%) amostras revelaram-se com valores iguais ou superiores a 103 UFC/g.
Em uma das cepas isoladas verificou-se a capacidade de produzir enterotoxina do tipo B.

Palavras chaves: Alimentos, Contaminagfo. Carne Suina, Staphylococcus aureus,

ANALISE BACTERIOLOGICA DE CARNES SUINAS COMERCIALIZADAS

enterotoxina.

INTRODUCAO

Os alimentos que contém nimeros excessi-
vos de bactérias patogénicas ou niveis de toxinas
bacterianas suficientes para provocar sintomas
clinicos no consumidor nfio apreseatam, em ge-
ral, sinais evidentes de alteragdes , 0 que determi-
na que podem ser consumidos. Este fato ndo
ocorreria se as alteracdes fossem evidentes.

Atualmente, as técnicas laboratoriais acham-se
normatizadas para a detec¢fio e contagem de baciérias
indicadoras, cuja presenca nos alimentos, em deter-
minado nimero, mostra que estes produtos estive-
ram expostos a condigdes que possibilitaram a intro-

dugiio de organismos nocivos e/ou a multiplicagdo
de espécies infecciosas ou toxigeénicas.

Este estudo visou avaliar a qualidade microbio-
16gica da carne de suinos, através de quantificagfo
das bactérias responsdveis por processos de deterio-
ragdo, das indicadoras de condi¢Ges higiénico-
sanitdrias e de S. aureus com a finalidade de se co-
nhecer o potencial desse alimento como fonte de
contaminagfo para o homem.

MATERIAL E METODOS

Obtencio das amostras - Foram adquiridas 30

1 Departamento de Microbiologia - Instituto de Ciéncias Biomédicas USP - Av. Prof. Lincu prestes, 1374 - 05508

Sdo Paulo SP, Brasil
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amostras de carne crua de sufno de diversos
agougues do Municipio de Sdo Paulo. As amos-
tras, pesando cerca de 200g cada (9), uma vez obti-
das eram transportadas ao laboratério e preservadas
em geladeira a 4°C até o inicio da andlise bacte-
riolégica. O tempo decorrido entre a coleta das
amostras ¢ o inicio dos exames, nunca ulirapassou
o prazo de 2 horas.

Preparo das amostras - No laboratério, eram
pesadas assepticamente, 25¢ das amostras, em re-
cipientes esterilizados e homogeneizadas em liqui-
dificador com copo estéril, utilizando-se como di-
luente 225ml de dgua tamponada fosfatada ph 7.2,
esterilizada, a fim de se obter uma diluicfio inicial
de 10°1. Da diluigfio inicial, eram feitas diluigSes
decimais de 10-2 a 107, empregando-se o mesmo
diluente, que era preparado de acordo com a técnica
recomendada pelo ICMSF (10).

A partir das dilui¢des foram feitas as seguintes
determinagdes quantitativas:
Contagem de bactérias aerdbias facultati-
vas psicrotroficas e mesoéfilas (1) - Foi
utilizado o dgar padriio e a incubagfio a 7°C durante
10 dias, para a contagem de bactérias psicrotréficas
¢ a temperatura de 35°C por 48 horas, para a conta-
gem de bactérias mesdfilas,

Determinacio do Numero Mais Provivel
(NMP) de coliformes (10) - Foi utilizada a
técnica dos tubos miltiplos, em triplicata, empre-
gando-se o caldo lauril sulfato triptose ¢ a incu-
bagfio a 35°C por 24 ¢ 48 horas. A seguir, de todos
0s tubos que se revelavam com prova presuntiva
positiva, ou seja, com produgfio de gs, procedia-se
a passagem em caldo lactose verde brilhante bile
2% com tubo de Durham, invertido, sendo estes
incubados a 35°C por 24 horas. Apds a incubacfo,
eram consideradas provas confirmatdrias positivas
para coliformes totais, quando os tubos apresenta-
vam-s¢ com gés no interior do tubo de Durham. A
determinagio do NMP de bactérias coliformes
totais foi realizada a partir do ntimero de porgdes
positivas, usando-se a Tabela de Hoskins (1).

Determinaciio do Niamero Mais Provivel
de coliformes fecais e E. coli (1, 10) - A
partir dos tubos da prova presuntiva para coli-
formes totais foram semeados tubos de caldo EC,
que foram incubados a 45.5°C por 24 ¢ 48 horas.
A partir dos resultados obtidos, foi determinado o
NMP/g de coliformes fecais empregando-se a Tabe-
la de Hoskins (1). A partir dos tubos de caldo EC,
considerados positivos para coliformes fecais, fo-
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ram semeadas placas de dgar eosina azul de metile-
no (EAM) e incubadas a 35°C por 24 horas.
Coldnias com caracteristicas de bactérias fermenta-
doras da lactose eram submetidas ao teste do IM-
ViC e, posteriormente, se determinou o NMP de
E. coli usando-se a Tabela de Hoskins (1).

Enumeragiio, isolamento e identificacio
de Staphylococcus aureus enterotoxigéni-
cos - Na contagem destas bactérias empregou-se a
técnica de semeadura em superficie e o meio 4gar
Baird-Parker, com incubagfo a 37°C por 24 e 48
horas (10). Apds a contagem e isolamento das ce-
pas, essas foram submetidas as provas de catalase
(3), coagulase (20) desoxirribonuclease (5), ter-
monuclease (13) e oxidagdo ¢ fermentacdo da
glicose (16).

A pesquisa da capacidade enterotoxigénica das
cepas isoladas foi realizada empregando-se a téenica
de cultura em saco de celofane (6), seguida da veri-
ficagfio da presenga de enterotoxina nos extratos,
através da prova de imunodifusio pelo método da
sensibilidade 6tima em placas, OSP (11). Os
padrfes das enterotoxinas A, B, C, D ¢ E ¢ as res-
pectivas anti-enterotoxinas foram gentilmente for-
necidas pelo Prof. Merlin S. Begdoll.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos dados da Tabela 1 verifica-se que as
contagens de bactérias psicrotréficas, variaram de
2.2x10% a 9.6x107 por grama, sendo a mediana de
1,2x106 por grama. Scm divida, como houve uma
grande variag@io entre os nimeros miaximos e
minimos encontrados, a mediana estd sujeita a um
erro considerdvel, Através da Tabela 2 pode-se notar
que 9 (30%) amostras revelaram-se com nitmeros de
bactérias psicrotréficas acima de 10° por grama ¢ 8
(26.7%) mostraram-se com nimeros destas bacté-
rias acima de 107 por grama. Os resultados obtidos
demonstram que as amostras de carne sufna estuda-
das, continham niimcros clevados de microrganis-
mos psicrotréficos, sendo portanto de ficil deterio-
ragéio, mesmo se mantidos sob refrigeragio.

No Estado de S#o Paulo, existem padrdes mi-
crobiolégicos para alimentos que estdo incluidos
nas Normas Técnicas Especiais relativas a Alimen-
tos ¢ Bebidas (15). Segundo a Norma Técnican. 3,
com relagfio a "carne de agougue”, onde se encontra
classificada a carne de suino, estes padr&es toleram,
no méximo, a presenga, 3x102 por grama de bacté-
rias coliformes de origem fecal ¢ exigem a auséncia
de salmonelas em 25g do produto. Os valores, para
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TABELA 1 — Distribuigio de valores mfnimos, mdximos e medianas para as 30 amostras de carne sufna examinadas.

UFC*g NMP/g
Valores Coliformes
Psicrotréficas Mesdfilas S. aureus Totais Fecais**
Minimo 2.2 x 104 54 x 104 < 10 9.3 x 10 <3
Miéximo 9.6 x 107 6.7 x 107 45x 103 2.1 x 108 2.1 x 108
Mediana 1.2 x 106 1.2 x 106 < 102 1.5 x 103 1.2 x 102

* UFC - Unidades Formadoras de Coldnias

** Para todas as amostras, o8 valores NMP de E. Coli foi 0o mesmo obtido com relagdio a coliformes fecais.

TABELA 2— Distribui¢iio em classes, do nimero de amostras ¢ dos percentuais de amostras de carne suina (30 unidades)
segundo o nimero de Unidades Formadoras de Coldnias de bacterias psicrotréficas e meséfilas e do nimero mais provavel

de coliformes totais e coliformes fecais por grama.

Coliformes
Psicrotréficas Mesofilas Totais Fecaig**
N%/Grama Ne D - Ne N2 % N2 %
0 +10 - - - - - 3 10.0
10 - 107 - - - 3 10.0 12 40.0
10* — 10° - - - - 9 30.0 10 33.3
103 — 10s - - - - 10 33.3 3 10.0
- 10% 10 6 20.0 . . 3 10.0 5 16.7 2 6.7
10° — 10F 7 23.3 12 40.0 2 6.7 - -
108 — 107 9 30.0 9 30.0 1 3.3 - -
107 = 10° 8 26.7 6 20.0 - - - -

* Para todas as amostras, o NMP de E. coli foi 0 mesmo obtido com relagéo a coliformes fecais.

bactérias psicrotréficas, obtidos na presente inves-
tigacio scrdo comparados com os padrdes propos-
tos pela Sociedade Portuguesa Vetcrindria de Hi-
giene Alimentar (14).

Segundo Ribeiro (14), os padrdes portugueses
para carnes retalhadas toleram valores para a conta-

gem padriio em placa de bactérias psicrotréficas de, .

no méximo 106 por grama. De acordo com a Tabe-
la 2, 17 (56.7%) amostras, apresentaram valores
superiores ao maximo permitido pelos padrdes por-
tugueses e portanto, impréprias para o consumo.

Analisando-se a Tabela 1 observa-se que as
contagens padrdes em placas de bactérias
mes6filas, apresentaram valores de 5.4x10% a
6.7x107 UFC/g ¢ uma mediana de 1.2x10% UFC/g
do produto. Nossos resultados foram inferiores aos
verificados por Gupta e cols. (7) que, analisando
carne suina, obtiveram na contagem padrfio de mi-
crorganismos vidveis, valores minimos de 5.9x10°
e maximos de 1.4x10? UFC/g do produto.

Os resultados obtidos mostram que
13 (43.3%) das amostras analisadas apresentavam

contagens padrdes em placas, superiores a 3x105/
g mdximo estabelecido pela Secretaria de Estado
da Sadde de Sdo Paulo (15) j& os padrdes micro-
bioldégicos portugueses para carnes retalhadas,
toleram valores, para estas contagens, de até 103
por grama (14). Em Massachussetts, Estados
Unidos, a tolerincia para estc produto é de no
maximo 10° microrganismos por grama do ali-
mento, segundo Jay (11). Considerando-se que
tais exigéncias fossem também aplicadas no Bra-
sil, com relagfio & contagem padrdio em placa, ve-
rifica-se que 27 (90%) das amostras de carne suina
analisadas, no presente estudo, estariam condenadas
por estes padrdes (Tabela 2). Vérios fatores pode-
riam justificar os ndmeros encontrados, tais como,
a multiplicacfio durante as operagbes de abate,
transporte ¢ comercializagio, e a contaminagéo
através de equipamentos, utensilios ou pelo manu-
seio constante e intensivo. E fato conhecido, que
as condi¢des higitnico-sanitirias dos agougues e
outros estabelecimentos que comercializam carnes,
nfo sfio as mais adequadas. De fato, foi observado
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que na maioria dos agougues visitados, era cons-
tante a exposicéo de pegas de carne & temperatura
em balcOes, mesas on ganchos e as carcagas nem
sempre mantidas sob refrigeragfo. v

Analisando-se a Tabela 2 pode-se constatar
que todas as amostras revelaram-se com a presenga
de bactérias coliformes totais, sendo que, em mui-
tos casos, os NMP/g destes microrganismos fo-
ram elevados. Pela Tabela 1, observa-se que os
NMP/g de coliformes totais obtidos variaram de 93
a 2.1x10%g, enquanto a mediana foi de 1.5x103 por
grama do produto. Estes resultados podem refletir
grandes variagdes quanto & condutas higiénicas por
ocasido das operagdes de abate, evisceragfo e retalha-
mento, € posteriormente, quanto as condi¢des de
conservagio da carne especialmente com relagfio a
temperatura.

Os niveis de contaminagfio por coliformes obser-
vados no presente estudo foram inferiores aos verifica-
dos por Gupta ¢ cols. (7), que constataram em carne
fresca de suino, NMP de coliformes, que variaram de
2x10* a 6.5x107/g do alimento. J4 em carcagas de
suinos Takcs (17) constatou valores do NMP para
coliformes da ordem de 10 a 10%/g, bem menores
portanto aos encontrados no presente trabalho.

Os padrdes microbiolégicos brasileiros para
carnes ndo prevém pardmetros relativos a coli-
formes totais, porém, os padrdes bacterioldgicos
para alimentos portugueses (14) e os padrdes vi-
gentes no Estado de Massachusseits (11), permitem
a presenga de coliformes totais em niimeros até 102
por grama de carnes frescas. Considerando-se estes
parimetros apenas 3 (10%) das amostras analisadas,
poderiam ser consideradas préprias ao consumo.

Com relagiio aos NMP de coliformes de ori-
gem fecal, e de E. coli, observa-se na Tabela 1, va-
riaram de 7 a 2.1x10* por grama, sendo a mediana
1.2x102 por grama. Salienta-se que, em uma das
amostras do alimento analisado, foi constatada a pre-
senga de E. coli enteropatogénica cldssica 0:111.

Comparando-se os resultados obtidos com
relagdo ao NMP de coliformes fecais com os
pardmetros adotados pela legislagfio vigente no Esta-
do de Sao Paulo (15), verifica-se que 7 (23.3%) das
amostras analisadas encontram-se acima dos valores
permitidos, que é de no maximo 3x102 bactérias do
grupo coliforme de origem fecal por grama do produ-
to. J4 os padrdes para alimentos portugueses (14)
exigem, para camnes retalhadas, a auséncia de E. coli
em (.1 grama do alimento o que corresponde a menor
que 10/g. No presente estudo pode verificar-se pela
Tabela 2 que 27 (90%) amostras seriam consideradas

impréprias para 0 consumo, caso estes pardmetros

fossem por nés adotados no Brasil.
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Com relagfio a E. coli, Bachhil (2) e Terns-
trom & Molin (13), constataram a presenga de E.
Coli em amostras de carne sufna em niveis de
2.9x103 bactérias por grama do produto e uma inci-
déncia em 62% das amostras, respectivamente. Ao
comparar esses resultados com os obtidos na
presente pesquisa, verifica-se que 26 (86.7%)
amostras apresentaram nimeros de E. coli infe-
riores aos obtidos por Bachhil (2). Por outro lado,
quanto aos dados apresentados por Ternstrom &
Molin (18) nossos resultados foram superiores,
pois, 96.7% das amostras continham E. coli.

Muitos alimentos crus, entre eles as carnes,
contém normalmente nimeros reduzidos de S. au-
reus, € seu significado estd relacionado a capacidade
de produzir enterotoxinas, caso seja mantida em
temperatura adequada para isto. Por outro lado,
ap6s um tratamento térmico, pode ocorrer a des-
truicio dos estafilococos presentes no alimento
porém, a enterotoxina produzida pode persistir,
devido a sua termorresisténcia (8, 10).

No presente trabalho, analisando-se a Tabela 3
verifica-se que em 22 (73.3%) amostras 0s niveis
de contagem estavam abaixo de 100UFC/g limite
de sensibilidade da metodologia empregada.

Com relagdo as 8 (26.7%) amostras positivas

TABELA 3— Distribuigdo em classes, do nimero de
amostras ¢ dos percentuais de amostras de carne suina
(30 unidades) segundo o nimero de Staphyloccoccus
aureus por grama e tipos de enterotoxina.

Staphylococcus aureus

N%/Grama
Amostras Cepas enterotoxigénicas
n? % Ne tipos
<1® 22 733 - -
102 1 1¢? 2 6.7 - . -
¢ — 14 6 20.0 1 B

para S.aureus, os niimeros minimos encontrados
foram 7x102 ¢ 4.5x103 UFC/g, respectivamente,
sendo a mediana igual a 2.4x103 UFC/g. Deve-se
salientar que 6 (20%) das amostras revelaram-se
com valores compreendidos entre 10° e 10%/g.
Estes valores, embora ndio muito elevados, mos-
tram a potencialidade do produto na disseminagio
dos microrganismos em unidade de processamento,
inclusive cozinhas, através de contaminagtes cruza-
das, bem como o risco de multiplicagfio no alimen-
to de forma a atingir niimeros elevados. Embora
isto seja dificil, devido a competi¢fio microbiana,
h4 a possibilidade da bactéria elaborar, se entero-
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toxigénica, durante o seu crescimento, quantidade
de enterotoxina suficicnte para produzir sintomas
de intoxicagfo alimentar.

Do exposto, pode-se depreender que a positivi-
dade para S. aureus obtida nesta investigagao, reve-
lou-se inferior & verificada por Vanderzant & Nickel-
son (19) que constataram um porcentual de
positividade de 87.8% e superior & verificada por
Ternstrom & Molin (18) que obteve 13% de posi-
tividade para esta bactéria, a0 analisarem amostras de
carne suina. E importante salientar que da amostra
de n? 1, foi isolada uma cepa produtora de enteroto-
xina do tipo B. Como a contagem de . aureus foi de
2,8x10% UFC/g nido havia risco ainda com relagfio &
possibilidade de ocasionar intoxicagfo alimentar. O
risco de uma multiplicagio acentuada da bactéria
também era improvivel, jd que havia a existéncia de
um nimero elevado de microrganismos presentes
nas carnes, o que poderia provocar uma inibi¢dio na
multiplicagfio do S. aureus. Com efeito Koscec e
cols. (12) pesquisando a contaminaggo bacteriana da
carne de suino, concluiram que a iribigfio desde S.
aureus poderia ser consequéncia da microbiota com-
petitiva presente no produto. A mesma conclusao

. chegaram Delazari e cols. (4) ao estudarem o efeito
inibidor das bactérias psicrotréficas ¢ lticas, sobre 0
crescimento do S. aureus, em linguigas,

Os resultados obtidos no presente estudo, com
relagfio A S. aureus mostram que pode também ter
ocorrido um efeito inibidor da microbiota competiti-
va, sobre estas bactérias, ja que elevadas contagens to-
tais (mesofilas e psicrotréficas) foram observadas nas
amostras. E importante salientar que ap6s o cozimen-
to da carne, quando a maior parte da microbiota con-
taminante é destruida, sc 0 S. aureus, mesmo em pe-
queno nimero, permanccer ou chegar ao alimento
(sobrevivéncia ou contaminagdes cruzadas) ¢ se as
condigbes intrinsecas ¢ extrinsecas do alimento forem
adequadas ao scu crescimento, esta bactéria poderd
multiplicar-se rapidamente. Nestas condigoes , ndo
estaria sofrendo a competi¢do de outras bactérias ¢,
sendo enterotdxico, poderia produzir enleroloxina es-
tafilocéeica no produto ja pronto.

Os padrdes microbiolégicos brasileiros para
carnes, nio estabelecem parimetros rclativos a
S. aureus. Segundo os padrdes bacterioldgicos
portugueses (14) para carnes retalhadas niio deve
existir S. aureus em 0.01 grama do produto. As-
sim, 8 (26.7%), amostras de carnc suina analisa-
das, seriam consideradas impréprias ao consumo.
O mesmo quadro seria encontrado para o Estado de
Massachussetts (11), que nfio permite a presenga de
S. aureus em carnes cruas.

De um modo geral, das 30 amostras de carne

Rev. Microbiol., Sdo Paulo,21(4), 1990

sufna estudadas, 15 (50%) encontravam-se fora dos
padrGes microbiolégicos vigentes no Estado de Sdo
Paulo, o que pode ser considerado elevado. Pelos re-
sultados observados, verifica-se as mds condigdes
apresentadas pelo alimento estudado ¢ a necessidade
de uma melhoria das condigdes higiénico-sanitdrias,
envolvendo o abate, ¢/ou transporte e/ou conser-
vagfio da carne suina exposta a venda no comércio.
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SUMMARY
Bacteriological quality of fresh pork

Thirty samples of fresh pork were purchased in
various markets in the city of Sdo Paulo, Brazil.
The Study comprised bacteria counts of psych-
rotrophilic and mesophilic acrobic or facultative
anacrobic bacteria, and Staphylococcus aureus.
The enterotoxigenic capacity of isolated S. aure-
us strains were also studied. Determination of
the Most Probable Number (MPN) of coliforms,
faccal coliforms and Escherichia coli were also car-
ried out. The counts for psychrotrophilic bacteria
ranged from 2,4x10% to 9.6x107 CFU per g and 17
(56.7%) presented counts equal to or above 106 per
g. Counts of mesophilic bacteria ranged from
5.4x10% to 6.7x107 CFU/g, 13 (43.3%) of samples
presented counts above the maximum values al-
Jowed (3x10%/g) by normal standards of Secretaria de
Estado da Satide de Sao Paulo. As to coliform bacte-
ria, MPN ranged from 9.3x10 to 2.1x10° per g of
pork, 18 (60%) of the samples presented counts to
above 103 per g. Regarding faccal coliforms and par-
ticularly, E. coli, the MPN ranged from 7 to
2.1x10% per g, and 7 (23.3%) of samples presented
counts above the maximum values allowed (3x10%
g) by normal standards of "Sccretaria de Estado da
Sadde de Sdo Paulo”. Counts of S. aureus ranged
from 102 to 4.5x10% CFU/g of product; considering
6 (20%) samples, they showed values equal or high-
er than 103 per g. S. aureus strains isolated was sub-
mited to the cnterotoxigenicity test and showed ca-
pacity to produce type B enterotoxin.

Key words: food contamination. Fresh pork.
Staphylococcus aureus, enterotoxin

335



Calderon, D.F. & Furlanetto, S. M, P.

10.

il

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

American Public Health Association. Compedium of
methods for the microbiological cxamination of
foods. 2. ed. Ed. M. L. Speck, Washington, D.C.,
APIIA, 1984,

Bachhil, V.N. Prevalence of Escherichia coli and en-
teropathogenic Escherichia coli (EEC) in fresh meats.
Indian Journal of Microbiology, 23:223-7, 1983 apud
Food Sci. Technol., 13:3575, 1986 (Abstract).
Baird-Parker, A.C. Methods for classifying staphylo-
cocci and micrococci. In: Gibbs, B.M. & Skinner,
F.A. Identification methods for microbiologists.
London, Academic Press, 1966. p.59-64,

Delazari, L; Leitdo, M.F.F.; Hsu, L.A. Efcito da mi-
croflora contaminante sobre o desenvolvimento de
Staphylococcus aureus em linguicas. Colet. Inst. Tec-
nol. Aliment., 8:557-71, 1977.

Di Salvo, G.W. Desoxyribonuclease and coagulase ac-
tivity of micrococci. Med. Techn. Buil, 9:191-6, 1958,
Donnelly, C.; Leslie, J.; Black, L.; Lewis, K. Sero-
logical identification of enterotoxigenic staphylococ-
ci from cheese. Appl. Microbiol., 15:1382-7, 1967,
Gupta, P.; Chauhan, G.; Bains, G. Bacteriological;
quality of fresh pork collected from different abat-
toirs and retail shoops. J.. Food Sci Technol.,
24:270-2, 1987,

Hobbs, B.C. & Gilbert, R.J. Higiene y toxicologia
de los alimentos. Zaragoza, Acribia, 1986. 441p.
Intemational Commission On Microbiological Speci-
{ication For Food. Microrganismos de los alimentos,
2 ed. Zaragoza, Acribia, 1983. v.1, 431p.
Iniemational Commission On Microbiological Speci-
fications For Foods. Microrganismos de los alimen-
tos, Zaragoza, Acribia, 1981, v.2, 215p.

Jay, J.M. Microbiologia modema de los alimentos. 2
ed. Zaragoza, acribia, 1978, 491p.

336

13.

14,
15.

16.

17,

18.

19.

20.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 21(4), 1990

Koscee, 1.; Zivkovic, I.; Hadziosmanovic, M. Study
of extent of initial bacterial contamination of meat
of healthy and discased animals. Veterinarski Arhiv,
51 (suppl):82-4, 1981.

Lachica, R.V.F,; Genigeorgis, C.; Hoeprich, P.D.
Metachromatic agar diffusion methods for detecting
staphylococcal nuclease activity. Appl. Microbiol.,
21:585, 1971,

Ribeiro, A.M.P. Padrdes bacteriolégicos de alimen-
tos portugueses. Rev, Microbiol., 5:17-25, 1974.
Sdo Paulo. Secretaria da Saide. Normas técnicas espe-
ciais relativas a alimentos ¢ bebidas. In: Regulamen-
to da promogio, preservagio ¢ recuperagio da sadde
no campo da competéncia da Sccretaria de Estado de
Sdo Paulo, 1978, p.153-4.

Subcommitice On Taxonomy Of Staphylococci And
Micrococei. Minutes of First Meeting (5‘h - 61 Oc-
tober, 1964). Int. Bull. Bact. Nomencl., 15:107-8,
1965.

Takacs, I, Hygicne in pig slaughter. Il Slaughter
technology with skinning. Magyar Allatorvosok,
41:471-6, 1986 apud Food Sci. Technol. Abst.,
20:35-83, 1988.

Ternstrom A. & Molin, G. Incidence of potencial pa-
thogens on raw pork, beef and chicken in sweden,
with special reference to Erysipelothrix rhusiopathi-
ae. J, Food. Prot., 50:141-6, 1987.

Vanderzant, C. & Nickelson, R. A Microbiological
cxamination of muscle tissur of beef, pork, and lamb
carcasses. J. Milk Food Technol., 32:357-61, 1969.
Zclante, F. Contribuigdo para o estudo de Staphylo-
coccus aureus isolados de canais radiculares. Sfo Pau-
lo, 1974. (Tese Livre Docéncia - Instituto de Cién-
cias Biomédicas da Universidade dc Sdo Paulo).

Recebido para publicagio ecm 27/06/90



Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 21(4): 337-41, 1990

EFFECT OF CULTURE CONDITIONS ON MUTACIN PRODUCTION

Marcia Pinto Alves Mayer
Flivio Zelante
Maria Regina Lorenzetti Simionato

SUMMARY

Bacteriocins produced by S. mutans, named mutacins, influence the composition
of dental plaque and are considered as possible agents in preventing dental caries,
besides their use in epidemiological studics, as strain markers. In the present study, the
production of mutacins was evaluated in different culture e conditions on solid media.
The use of BHIA or TSA, and incubation at microacrophilic or anacrobic condition
showed the same diameter of inhibition zones. The addition of sucrose did not
stimulate mutacin production, but the addition of 2-4 per cent of yeast extract enhanced
the diameter of inhibition zones against S. sanguis 1 by one strain of S. mutans, but
not by the other. There was an increase in inhibition zones when the pH of the
medium was lowered, the maximum activity being rcached at 5.5, the lowest pH

tested.

Key words: Bacteriocins, mutacins, Streptococcus mutans

INTRODUCTION

The role of Streptococcus mutans in the etio-
logy of dental carics in man is already established
(16). The cariogenic plaque is formed through the
selection of S. mutans in detriment to other spe-
cies such as §. sanguis. This sclection is possible
mainly due to its aciduricity, but other factors,
such as bacteriocin production has also been sug-
gested(16). Owing (o their stability and diversity
in inhibitory spectrum, bacteriocins produced by
S. mutans, mutacins (8), arc uscd for typing this
bacteria in cpidemiological studies(1,2,15,20).
There is also evidence that these inhibitors pro-
duced by bacteria may influence the microbial
composition of plaque ir vitro (6) and in vivo
(12,13,14,23), and they are considered as possible
agents in preventing dental caries(11,14).

Scveral authors(4,9,18,19) showed a variation
in the production of bacteriocins in different media,
but many variables remain to be studied. The aim
of the present study was to analyse the production
of mutacins by distinct strains of §. mutans in dif-
ferent cualtural conditions.

MATERIAL AND METHODS

Microorganisms - Thirteen freshly isolated
strains of §. mutans, stored in defibrinated sheep
blood at -20°C, were used as bacteriocin producer
strains. 8. sanguis 1 (ATCC 10.556), §. sanguis
II (ATCC 10.557), §. mutans (CM 7, serotype
¢), S. mutans (IA-5, scrotype c), S. sobrinus
(73-2), Rothia dentocariosa (ATCC 14.190) and
A. viscosus (WVU 627) were arbitrarily sclected

Depto. de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Caixa Postal 4365, 01051,

Sido Paulo,SP - Brasil.
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as indicator strains. For the more detailed studies,
two strains of S. mutans were selected as
producers, and S. sanguis I (ATCC 10.556) as
indicator,

o Strain characterization - Streptococcus

"~ mutans strains were identified by biochemical
tests(10). Fermentation of carbohydrates were per-
formed by the method of Facklam(5). Hydrolysis
of esculin and arginine were tested according to the
method of Sands et alii(21) and Niven et alii(17),
respectively. Bacitracin resistance was checked by
using the method described by Sklair & Kenne
(22). Production of hydrogen peroxide was made
according to Wittenbury(24).

Media - Tryptic Soy Broth (Difco) and Brain
Heart Infusion Broth (Difco) containing 1.5 per
cent agar (Difco) were used for mutacin detection
(TSA and BHIA).

Mutacin activity was also assayed in the
following media: TSA supplemented with 1, 2,
and 4% of yeast extract (Difco); TSA with 1, 2
and 5% of sucrose (Reagen); and TSA buffered,
with phosphate buffer, pH 5.5, 6.0, 6.5, 7.0
and 8.0.

Detection of mutacin activity - The
thirteen mutacin producing strains were inoculated
deep into TSA by ncedle, and the plates were incu-
bated for 48 h at 37°C under microacrophilic
(candle jar) condition. At this time, 7.5 ml of mol-
ten TSA(0,75% agar) to which 0.1 ml of the ap-
propriate dilution of an overnight broth culture of
the indicator strain had been added, was poured over
the surface of each plate. The plates were reincu-
bated overnight at 37°C, and then the diameter of
cach resultant inhibition zone was recorded in
centimeters. Activity was defined as positive if an
inhibition zone appeared around the stab inoculated
with culture of the producer strain.

Resistance of mutacins to chloroform
treatment - The same procedures described to de-
tect batcriocin activity were repeated. After growth
of the producers strains, the plates were submitted
to the action of chloroform at 37°C for 30 min-
utes, and aired for two hours. Then, the indicator
pellicules were added.

Production of bacteriocins in BHI
agar — The samc procedures described to dectect
bacteriocin activity were repetead using BHIA
instead of TSA.
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Production of bacteriocins under
anaerobic atmosphere - The same procedures
described to dectect bacteriocin activity were repeat-
ed using anacrobic incubation instead of the micro-
acrophilic condition.

Production of Dbacteriocins in
enriched and buffered media - For evalua-
tion of diffcrent cultural conditions on mutacin
production, two strains of S. mutans (11-1 and 47-
1) which exibited the largest inhibition zone
against S. sanguis | were sclected, and the same
procedures described above were repeated. The me-
dia tested included TSA containing 1, 2, and 4 per
cent of yeast extract; 1, 2 and 5 per cent of sucrose;
and buffered TSA pH 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 and 8.0.

All the experiments were performed in
duplicate.

RESULTS

Thirteen conditions for bacteriocins production
were examined.

The inhibitory spectrum was the same in TSA
under microacrophilic or anaerobic incubation or in-
BHI agar for all strains tested (Table 1).

The diamecter of the inhibition zones was near-
ly the same on TSA or BHIA for both strains of
§. mutans (Table 2). Mutacin production was evi-
dent under both microacrophilic and anaerobic in-
cubation. The inhibitory activity was also shown
after chloroform treatment. The addition of 2% of
yeast extract enhanced the inhibition zone for one
strain tested (11-1), but not for strain 47-1 (Table
3). The production of mutacin was also detected
with addition of sucrose, but no increase in inhibi-
tion zone was observed (Table 3). Results with
buffered media indicated that the zones of inhibi-
tion were not caused by acid production; the indica-
tor strain S. sanguis I, grew equaly well on all the
buffered plates, but the size of inhibition zones in-
creased by lowering the pH. There was no growth
of producer strain in pH 8.0 (Tablc 4).

DISCUSSION

The evidence that the inhibitory activity stud-
ied was not associated with lytic phages was ob-
tained observing that chloroform treatment had no
apparent clfcct on inhibilory zoncs formation(8).

Mutacins were active on various Gram-
positive bacteria, showing a broad spectrum, Al-
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TABLE 1 - Inhibitory spectrum of the bacteriocins produced by Streptococcus mutans.

Producers 11-1 13-3 31-2 33-2 40-2 47-1 57-1 662 703 72-2 73-1 752 793
Indicators

A. viscosus - + + + + + + + + + + + +
S. sanguis 1 + + + + + + + + + + + + +
S. sanguis 11 + + + + + + + + + + + + +
R. dentocariosa  + + + + + + + + + + + + +
S. mutans -e + + + + + + NI + - + + - -
S. mutans -c - + + + + + + + - + + + -
S. sobrinus - - - + + - - - . . - . .

+  indicates inhibition of indicator strain.
- no inhibition. :
NI' not tested.

TABLE 2 . Diameter of the inhibition zones of S.
sanguis 1, in cm, produced by S. mutans strains 11-1 and
47-1, in different cultural conditions.

S. mutans
cultural conditions 11-1 47-1
TSA - anacrobic 2,7/2,8 2,3/2,5
TSA - microacrophilic 2,8/3,0 2,3/2,5
BIIIA - microaerophilic 2,7/12,9 2,3/2,4

TABLE 3 - Diameter of the inhibition zones of §.
sanguis I, in cm, produced by S. mutans strains 11-1 and
47-1, in different concentrations of sucrose and yeast
extract.

S. mutans
cultural conditions 11-1 47-1
sucrose 1% 2,0/2,2 1,7/1,8
2% 2,4/2,5 1,8/1,7
5% 2,5/2,3 2,0/2,0
yeast extract 1% 2,8/2,4 2,5/2,5
2% 3,5/3,0 2,82,5
4% 3,0/3,0 2,5/2,8

TABLE 4 - Diameter of the inhibition zones of §.
sanguis 1, in cm, produced by S. mutans strains 11-1 and
47-1, in different pH.

S. mutans
pH 11-1 47-1
5,5 3,0/3,2 2,4/2,5
6,0 1,8/2,0 1,6/1,2
6,5 2,0/1,5 1,0/0,9
7,0 0,7/0,7 0,0/0,7
8,0 NG NG

NG: no growth of the producer strain.

though tests for mutacin production are often per-
formed under anaerobic incubation, it was observed
that this may not be necessary since inhibition
could be demostrated both in microaerophilic and
anaerobic incubation of the producer strains. Those
results agree with Hamada & Ooshima(9), and
demonstrate that the activity is not due to accumu-
lation of hydrogen peroxide.

It should also be noted that production of mu-
tacins was influenced by culture medium. As ob-
served in other studies(4,9,19), the addition of su-
crose, resulting in extracellular polysaccharide
formation did not prevent release of mutacin by
producer strains, which may be of importance in
the dental plaque in vivo. The production of muta-
cin by one of the producer strains was increased in
medium containing 2% of yeast extract. Although
the mechanism by which yeast extract stimulate
the production of mutacins by some strains is not
elucidated, the addition of this agent should be rec-
ommended, as in agrcement with other authors
9,18).

Although low pH enhanced inhibitory zone,
acids were not themselves responsible for this ac-
tion because inhibition was present on buffered
media. The incrcased inhibitory activity in low pH
may be of importance in the natural environment
of S. mutans, such as in the cariogenic plaque,
where pH near 5.0 are often reached. A similar re-
sult by lowering the pH in solid media was also
observed by Caufield et alii (3). The mutacins are
heterogenous not just in the inhibitory spectrum,
but also in their physical and chemical properties.
Fukushima et alii(7), reported that the activity of
the purified bacteriocin RM-10 was completely
lost at pH bellow 6.0. On the other hand the bacte-
riocin produced by strain C3603, purificd by lkeda
et alii(13), showed stability between pH 1.0 to
12.0, but no increase in activity was mentionated.
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Whether the increased inhibitory activity in acid
pH reported here was due to an increase in produc-
tion of mutacin or due to increased activity of the
mutacins remains to be elucidated in cell free ex-
tract studies.

RESUMO

Efeito das condigdes de cultura na
produciio de mutacina

Bacteriocinas produzidas por S. mutans, de-
nominadas mutacinas, influenciam a composigio
da placa dental, ¢ sdo consideradas possiveis
agentes na prevengfio da cérie, além de serem usa-
das como marcadores em estudos cpidemioldgicos.
Os autores avaliaram a produgfio de mutacinas em
diferentes condigdes culturais, em meios sélidos. O
uso de dgar BHI ou TSA, ¢ a incubagfio em micro-
aerofilia ou anaerobiose levou a obtengfio de halos
de inibigdo de tamanhos semethantes. A adigfio de
sacarose niio estimulou a produgfio de mutacinas,
porém a adi¢fio de 2-4 por cento de extrato de leve-
dura aumentou a zona de inibigfio contra S. sanguis
I por uma das cepas de S. mutans. Com a dimi-
nuicfo do pH do meio houve um aumento na ini-
bigfio, sendo atingida a atividade mdxima em pH
5.5, o menor valor testado.

Palavras chaves: Bacteriocina, mutacina,
Streptococcus mutans
ACKNOWLEDGEMENTS

This investigation was supported by CNPq,
grant n® 407348/87. We also thank Mr. Andemir
da Silva for technical assistance.

REFERENCE

1. Azevedo R. V. P. Emprego da bacteriocinotipagem
(mutacinotipagem) no rastrcamento epidemidlégico
de estreptococos do "grupo mutans”. Sio Paulo,
1988. 110p [ phD Thesis - Depto. de Microbiologia,
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Univ. de Sio
Paulo].

2. Berkowitz, R. I. & Jones, P. Mouth-to-mouth trans-
mission of the bacterium Streptococcus mutans be-
tween mother and Child. Archs. Oral Biol., 30:377-
9,1985.

3. Cauficld, P.W.; Childers, N.K.; Allen, D.N.; Hansen
J.B. Distinct bacteriocin groups corrclate with differ-
ent groups of Strepctococcus mutans plasmids. Infect.

340

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

21.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 21(4), 1990

Immun. 48: 51-6, 1985,

Delisle, A. L. Activity of two Streptococcus mutans
bacteriocins in the presence of saliva, levan and dex-
tran. Infect. Immun., 13: 619-26, 1976.

Facklam, R. R. Recognition of group D streptococcal
species of human origin by biochemical and physio-
logical tests. Appl. Microbiol., 23:1131-9, 1972.
Fabio, U.; Bondi, F. V.; Manicardi, M.; Messi, G.;
Neglia, R. Production of bacteriocin-like substances
by human oral streptococci. Microbiologica, 10:
363-70,1987.

Fukushima, H; Kelstrup, S.; Fukushima, S.; Umemo-
to, T.; Kaikori, A.; Sagawa, H. Characterization and
mode of action of a purified bacteriocin from the oral
bacterium Streptococcus mutans RM-10. Archs. Oral
Biol., 30:229-34, 1985.

Hamada, § & Ooshima, T. Inhibitory spectrum of a
bacteriocin like substance (mutacin) produced by
some strains of Streptococcus mutans. J. Dent. Res.,
54: 140-5, 1975.

Hamada, S. & OQoshima, T. Production and properties
of bacteriocins (mutacins) from Streptococcus mutans.
Archs. Oral. Biol., 20: 641-8, 1975.

HardicE, J. M. Oral streptococci, In: Sneath, P.H.A,;
Mair, N.S.; Sharpe, M.E.; Holt, J.G., eds. Bergey's
Manual of systematic Bacteriology. vol. 2 Baltimore,
Williams & Wilkins, p. 1054-63, 1986.

Hillman, J.D. & Socransky, S.S. Replacement thera-
py for the prevention of dental disease. Adv. Dent.
Res. 1:119-25, 1987.

Hillman, J.D.; Dzuback, A.L.; Andrews, S. W, Co-
lonization of the human oral cavity by a Streptococ-
cus mutans mutant producing increased bacteriocin. J.
Dent. Res., 66:1092-4, 1987.

Ikeda, T.; Iwanami, T.; Hirasawa, M.; Watanabe, C.;
McGhee, J.R.; Shiota, T. Purification and certain
propertiies of a bacteriocin from Streptococcus mu-
tans. Infect. Immun., 35:861-8, 1982.

Ikeda, T.; Koulourides, T.; Kurita, T.; Housch, T.;
Hirasawa, M. Anti- dental caries effect in rats and
man of a bacteriocin purified from the oral bacterium
Streptococcus mutans C 3603. Archs. Oral Biol., 30;
381-4, 1985,

Kelstrup, J.; Richmond, S.; West, C.; Gibbons, R. J.
Fingerprinting human oral streptococcus by bacterio-
cin production and sensitivity, Archs. Oral Biol., 15:
1109-16, 1970.

Loesche, W. J. The role of Streptococcus mutans in
human dental decay. Microbiol. Rev., 50: 353-80,
1986.

Niven, CF., JR.; Smiley, K.L.; Sherman, J.M. The
hidrolysis of argininc by streptococci. J. Bacteriol.,
43: 651-60, 1942,

Rogers, A.H. Lffcct of the medium on bacteriocin
production among strains of Sireptococcus mutans.
Appl. Microbiol., 24:294-5, 1972,

Rogers, A.H. Bacteriocin production and susceptibili-
ty among strains of Streplococcus mutans grown in
the presence of sucrose. Antimicrob. Agents Chemo-
ther.,6: 547-50, 1974,

Rogers, A.H. The source of infection in the intrafa-
milial transfer of Streptococcus mutans. Caries Res.,
15: 26-31, 1981,

Sands, M; Sommers, H.M.; Rubin, M.B. Speciation
of the viridans streptococcus. Am. J. Clin. Pathol.,
78: 78-80, 1982.



Mayer, M.P.A. et al

22. Shklair, I.L. & Keene H.J. A biochemical scheme for

23.

the separation of the five Streptococcus mutans.
Archs. Oral Biol., 19:1079-81, 1974.

Weerkamp, A. ; Vogels, G. D. ; Skotonicki, M. An-
tagonistic substances produced by streptococci from
human dental plaque and their significance in plaque

24,

Rev. Microbiol., Sdo Paulo,21(4), 1990

ccology. Caries Res.; 11:245-56, 1977.
Whittenbury, R. Hydrogen peroxide formation and
catalasc activity in the lactic acid bacteria. J. Gen.
Microbiol., 35 : 13-26, 1964.

Received for publication in 30/06/90

341



Rev.

Microbiol., Sdo Paulo,21(4): 342-9, 1990

NUTRIENTES, ATIVIDADES ENZIMATICAS E MICRORGANISMOS DO SOLO

TRATADO COM VINHACA E OU TORTA DE FILTRO EM CULTURA DE
CANA-DE-ACUCAR

Samia Maria Tauk!?
Eleni Nadai Malaguttil
Antonio Madrio Medeiros?

RESUMO

ApOs quatro anos de adi¢des anuais de vinhaga e/ou torta de filtro, além de outros
aditivos: agricolas, sulfato de amonia, uréia, cloreto de potdssio e adubo mineral
15-9-18, foram estudados 18 parimetros em 48 parcelas de Latossolo
Vermelho-Amarelo textura média, nas linhas ¢ entre-linhas de cultura de cana-de-agicar,
no municipio de Rio Claro, SP. Amostras compostas de solo foram coletadas com
trado de 0-15 c¢m de profundidade ¢ durante as coletas foram feitas medicdes da
temperatura ¢ umidade relativa do ar. Os resultados obtidos foram analisados com os
testes de varifincia com réplicas e o de Tukey. Verificou-s¢ que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa quanto aos tratamentos ¢ as linhas da cultura em:
temperatura do ar; temperatura do solo até 5 cm de profundidade; umidade do solo;
matéria orginica; carbono orginico; nitrogénio total, relagio C/N; atividade da
invertase ¢ no nifimero de bactérias, actinomicelos ¢ microrganismos capazes de
crescerem em meio de sacarose ou amido ou carboximetil-celulose, como tnica fonte
de carbono. Variagdes estatisticamente significativas quanto s linhas da cultura foram
observadas quanto: umidade relativa do ar; temperatura do solo até 20 cm de
profundidade; pH; Ca+2: CTC; K*; Al*3; PO43 ¢ nimero de fungos filamentosos.
Somente os teores de Mg*2 ¢ as atividades da cclulase e urease variaram quanto aos
tratamentos ¢ as linhas da cultura. Concluiu-se que a adigfio de torta de filtro + uréia ou
torta de filtro + cloreto de potdssio contribuiu para acréscimo do teor do Mg *2 ¢ das
atividades da celulase e urease, em rcla¢do ao adubo mineral ¢ ao solo testemunha.

Palavras Chaves: vinhaga, adubagfio, microrganismos, atividade enzimdtica,

solo.
INTRODUCAO Quciroz" ESALQ, Piracicaba, SP (1,2). A quanti-
dade que tem sido proposta para aplicagio depende
A proposta de utilizacfio da vinhaga como fer-  do tipo de solo ¢ da vinhaga, da varicdade de cana-de-
tilizante ndo ¢ nova , iniciou-se com estudos rcali- actcar, porém a dose de 400 m3/ha foi considerada

zados na "Escola Superior de Agronomia Luiz de  ccondmica (8). Eslc residuo foi caracterizado como

2.
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ndo tendo metais pesados, virus ¢ policlorados ¢
considerado semelhante a uma adubag@o potdssica,
calcica e sulfatada (24). Os efeitos citados sobre 0
cultivo de cana-de-agticar foram a maior produtivi-
dade e aumento no solo do pH, da embebigio da ca-
pacidade de troca catidnica (CTC), da soma de ba-
ses, da pressdo osmética ¢ de sais soliveis (30).

A dosagem de vinhaga adicionada ao solo de-
verd ser controlada para evitar o acréscimo gradual
da salinidade do mesmo ou qualquer desequilibrio
da atividade e dinimica da matéria orgénica do solo
(17). A adigfo deste residuo acarrcta disperséo das
particulas coloidais do solo, havendo empobreci-
mento do mesmo, por ocorrer maior facilidade de
arrastamento da fragfio mineral ¢ diminui¢do do
espago poroso (18). Quanto aos microrganismos, a
vinhaga tem demonstrado grande aumento do
ntimero de fungos do solo (25), entretanto, em cul-
tura de milho, somente com uma Gnica dose do
residuo, houve acréscimo do nimero dc bactérias,
de actinomicetos e de microrganismos capazces de
crescer em meio contendo amido, como tnica fonte
de carbono (26,27).

O objetivo do presente trabatho foi verilicar as
possiveis alteragdes na microbiologia, nutrientes ¢
atividades enzimaticas do solo tratado com doscs
cumulativas de vinhaga com ou sem suplemen-
tagio de outros fertilizantes, nas linhas ¢ cntre-
linhas de cultura de cana-de-agtcar, localizada no
municipio de Rio Claro, SP.

MATERIAL E METODOS

Area em estudo, tratamento com vinhaga ¢
outros fertilizantes e coletas - Esla drca constitui
uma parte da fazenda S#o José, localizada no mu-
nicipio de Rio Claro,SP, cultivada com cana-de-
agiicar, que substituiu uma vegetagiio de cerrado
tipo "scnsu stricto”. Durante quatro anos esta cul-
tura foi mantida em 48 parcelas e scparadas entre si
por corredores com 1 m de largura, sob 12 trata-
mentos diferentes de Latossolo Vermelho Amarclo
textura média, correspondendo 4 parcelas (100 m2/
cada) para cada tratamento: 1= vinhaga (60m?3); 2=
vinhaca (60m3) + sullato dc amdnia (300 Kg); 3=
vinhaga (60m3) + torta de {iltro (30 ton); 4= vi-
nhaga (60m3) + torta de filtro (30 ton) + sulfato de
amdnia (300 Kg); 5= torta de {iltro (30 ton); 6=
torta de filtro (30 ton) + sulfato de amdnia (300
Kg); 7= torta de filtro (30 ton) + uréia (133,5 Kg);
8= torta de filtro (30 ton) + clorcto de potdssio(117
Kg); 9= torta de filtro (30 ton) + uréia (133,5 Kg)
+ cloreto de potdssio (117 Kg); 10= uréia (167 Kg)
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+ cloreto de potdssio (150 Kg); 11= férmula 15-9-
18 (500 Kg) ¢ 12= solo testemunha. Os tratamen-
tos foram repetidos anualmente durante quatro
anos, sempre nas mesmas parcelas, que foram dis-
tribuidas alcatoriamente no inicio do experimento.
Com excegio da vinhaga, os demais tratamentos
foram feitos nas soqueiras, ou scja, dentro das li-
nhas da cultura.

A vinhaga utilizada apresentou em média a se-
guinte composi¢do em kg/m3: N, 0,33; P,Os,
0,12; K,0, 3,84; Ca0, 1,05; MgO, 0,51 ¢ matéria
organica, 2,65%. O pH = 4,5. A torta de filtro,
residuo da fabricacio do agicar , teve em média a
seguinte composigdo (%): N, 1,35; P20s, 1,10; K,
0,50; Mg*2, 0,60; S, 1,40; cinza total, 18,20 ¢
matéria organica, 81,80.

Os dados metereoldgicos foram fornecidos pela
FEPASA, no Horto Florestal "Navarro de An-
drade", localizado em Rio Claro, SP, cerca de 47°
33'36" WG e 22° 44' S, a 610 m de altitude.

A coleta foi realizada uma tnica vez, ap6s qua-
tro anos de cultivo nas dilerentes parcelas com dis-
tintos lratamentos, no mé&s de julho de 1986,
correspondendo um més antes do corte da planta e
14 mescs ap6s a dltima adigdo dos fertilizantes.
Para cada tratamento foram coletadas 0ito amostras
compostas de solo, quatro dentro das linhas (D.L.)
¢ quatro nas entre-linhas (E.L.). Cada amostra
composta constitui quatro sub-amostras coletadas
até 15 cm de profundidade com trado, no hordrio
das 9:00 as 12:00 horas, que foram colocadas em
sacos plasticos , devidamente etiquetados. Estas
amostras, no laboratério, foram processadas segun-
do citagio da literatura (25, 28), imediatamente
para as determinagoes de [6sforo, umidade, micror-
ganismos ¢ atividade enzimdtica ¢ para outros
parimetros foram colocadas a 4°C, até 2 mescs.

Durante as coletas das amostras de solo, foram
realizadas medices das lemperaturas ambiente (°C)
e umidade relativa do ar (%), com termohigrdmetro
marca Sundo, em todas as parcelas das diferentes
drcas cm esludos, na superficic do solo. Foram re-
alizadas ainda medicdes da temperatura do solo até
5 ¢ até 20 cm de profundidade, utilizando-se respec-
tivamente termdmetro de haste marca Incoterm ¢
Hacni, respectivamente.

Aniliscs quimicas ¢ fisicoquimicas do solo - Nas
amostras de solo, foram determinados a umidade e 0
teor da matéria orgAnica (15,25). O pH foi medido em
suspensio dc solo em dgua ou em solugdo salina
KCl, na propor¢io 1:2. (12, 27). As técnicas utiliza-
das para determinagfio dos nutrientes (12), foram: K -
extragiio de K trocdvel do solo, por troca idnica com
solugiio de H,SO4 0,05 N; P - extragfio de soldvel do
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solo em solugio de HySO4 0,5 N; Ca e Mg - ¢cx-
tragfio por troca com solugiio de KCI 1,0N; Al - ex-
tracéio do Al trocdvel com solugfio niio tamponada
(KCI 1,0N), titulagio com solugfio de NaOH 0,5N;
H - extragfio por agitagfio com acetato de Caa pH e
titulagfio com solugfo de EDTA e C orgfinico - oxi-
dagzio de matéria orgénica por via imida.

Atividades enzimdticas - Amostras de 20g de
solo foram penciradas em malha de 2,83mm e cada
uma foi colocada em frasco volumétrico de 100ml,
contendo 2ml de tolueno. Apds 15 minutos foram
adicionados 20 m] de tampdo especifico para cada uma
das enzimas estudadas e acrescentados 10ml de
substrato também especifico. Foi utilizada a metodo-
logia citada na literatura para urease (14), invertase
(9), amilase (33) e celulase (23). Os frascos foram
mantidos a 37°C e apés a incubagfio das amostras, os
volumes foram completados até 100ml com dgua des-
tilada, fixando o tolueno acima do menisco do balio
volumétrico. As medidas ¢ as defini¢tes das atividades
¢ unidades, respectivamente, das enzimas foram
calculadas para 100g dc solo, peso seco, a 37°C (28).

Andlises microbiol6gicas - Determinagio do
nimero de unidades formadoras de colonias de mi-
crorganismos - Foi determinado o nimero de bac-
térias (25, 26), actinomicetos (25, 26), fungos fila-
mentosos (25, 27) e de microrganismos capazes de
crescer em meio mineral (11) com 2% de 4gar,
acrescido de 0,5% de sacarose, amido ou carboxim-
ctil-celulose (25, 26).

Anilises estatisticas - As varidveis medidas,
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em cada um dos grupos experimentais, foram ca-
racterizadas pelas médias (medida de tendéncia cen-
tral) e pelo desvio padrfio (medida de dispersio). Os
dados foram analisados cstatisticamente por teste de
varidncia (21) ¢ o teste "Tukey" (22).

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Os resultados aqui obtidos foram decorrentes
das condigdes do Latossolo Vermelho-Amarelo tex-
tura média, do uso do solo, das condigdes climéticas
e do tipo de cultura estudada. Com as medidas das
condig¢tes climdticas durante 14 anos, observou-se
que menor precipitagio ocorreu no perfodo de agos-
to a sctembro ¢ a-maior, correspondendo a dezembro
¢ janciro. Estes dois perfodos, portanto siio distin-
tos, um de temperatura alia ¢ timido e o outro com
temperatura mais baixa ¢ seco, semelhante a0 veri-
ficado para a drea dc cerrado, localizado no mu-
nicipio de Corumbataf, SP (25).

As medigdes de [atores microclimiticos deter-
minadas durante as coletas de amostras de solo, de-
monstraram que a temperatura do ar (°C), nas dife-
rentes parcelas néio foram distintas e nem mesmo
quanto as linhas da cultura (Tabela 1).

Em relagfio a umidade relativa do ar (%) ndo
houve difcrenga estatisticamente significativa quan-
lo aos tratamentos, mas foi signilicativamente
maior dentro das soquciras, devido a presenga da ve-
getacfio (Tabela 1),

TABELA 1 - Valores minimos e maximos de diferentes pardmetros estudados dentro da linha (D.L.) e nas entre-linhas
(E.L.) do solo, até 15cm de profundidade, da cultura de cana-de-aglicar, com difcrentes tratamentos. Legenda: F= teste de

varidncia quanto 3s linhas (L) e quanto aos tratamentos (T).

Tratamentos F Solo Testemunha
Parimetros D.L. E.L. L T D.L. E.L.
Temperatura do ar (°C) 249 - 26,7 22,5 -252 0,30 0,23 26,3 25,1
Umidade rclativa (%) 48,5 - 54,4 46,6 - 54,0 0,03 0,26 49,4 51,6
Temperatura do solo até 5 cm (°C) 22,0 - 244 20,0 - 224 0,09 0,65 24,3 22,0
Temperatura do solo até 20 cm O 16,2 - 18,2 149 - 16,0 0,02 0,94 18,0 16,0
Umidade do solo (%) 5,0- 7,0 54 -175 0,25 0,21 52 6,6
Matéria orgénica (%) 2,7- 4,0 22 -40 0,97 0,72 2,9 2,9
Nitrogénio Total (%) 0,15 - 0,22 0,11 - 0,20 0,83 0,19 0,15 0,15
Relagio carbono/nitrogénio 11,32 - 11,72 11,35 - 12,00 0,46 0,62 11,61 11,71
pi 48 - 6,2 4,8 - 50 0,00 0,33 5.5 4,5
Carbono orgénico (%) meq/100g de solo 1,62 - 2,45 1,28 - 23 0,72 0,39 1,68 1,70
Cat? 0,40 - 2,90 0,20 - 0,80 0,00 0,26 0,57 0,21
Mg+ 0,17 - 0,60 0,08 - 0,37 0,13 0,00 0,45 0,11
CrIc 3,20 - 5,50 3,10 - 4,50 0,01 0,69 4,33 4,47
K+ 0,03 - 0,10 0,03 - 0,15 0,00 0,44 0,05 0,04
Al+3 1,50 - 3,40 2,90 - 4,60 0,00 0,23 3,25 4,02
PO42ug/100g de solo 5,80 - 89,00 4,00 - 12,50 0,00 0,81 10,33 4,0
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As temperaturas do solo medidas até 5 ¢ até 20
cm de profundidade correspondcram as médias das
temperaturas das diferentes camadas do solo, (Tabe-
la 1) e niio foram diferentes estatisticamente quanto
aos tratamentos utilizados. Em relac¢fio as linhas da
cultura, somente a temperatura do solo até 20 cm
de profundidade apresentou-se maior dentro das so-
queiras, provavelmente devido a maior atividade
microbiana na regifio da rizosfera, em relagiio ao
solo das entre-linhas (Tabela 1). Esta maior tempe-
ratura do solo nas soquciras foi concordante com o
fato de que a cobertura vegetal pode influir na esta-
bilidade da tempreatura do solo, pois quanto maior
a primeira, menor serd a amplitude térmica (10).

A umidade, matéria orginica, pH, carbono
orginico, nitrogénio total, relagio C/N, Ca+2,
CTC, Al*3 e f6sforo nfio apresentaram variagdes
estatisticamente significativas quanto aos tratamen-
tos utilizados (Tabela 1). Estcs resultados podem
cstar relacionados, com o fato das amostras do solo
terem sido recalizadas 14 meses apds a aplicagdo dos
tratamentos aqui estudados. Verilficou-se anterior-
mente (25) que os cfeitos da adigio de vinhaga no
solo permaneccram, sobre alguns parimctros,
somente até trés meses, 0 que poderia explicar os
resultados aqui obtidos.

A aus@ncia do acréscimo do pH em relagfio aos
tratamentos foi concordante com outro resultado
citado na literatura (4), quato a adigfio de vinhaga.
Quando este residuo do tipo mosto e melago foi
utilizado semelhantemente no solo e cultura aqui
estudados, em doses de 50 m3/ha, houve um efcito
fertilizador (20). Considerou-se, entretanto, quc a
vinhaga aqui utilizada, tipo caldo misto, é mais
pobre cm nutricntes do que aquelas acima citadas,
portanto, acarretando cfeitos distintos.

Somente o fon Mg*? sofreu modificagdes
quanto aos tratamentos, sendo que diferengas csta-
tisticamente significativas nfio foram observadas
em relagfo as linhas da cultura (Tabela 1). Quando
comparou-se o eleito dos tratamenios entre si, com
o teste da menor diferenga, verificou-se que nio
houve variagfio do fon entre 0s tralamentos: vi-
nhaga + torta de filtro / vinhaga + torta de filro +
sulfato de amdnia; torta de filtro / torta de filtro +
clorcto de potissio; adubo mincral / torta de filtro;
adubo mineral / torta de filtro + clorcto de potdssio
¢ entre o solo testcmunha / vinhaga + torta de fil-
tro (Figura 1). Em rclagfio ao solo testemunha, de
modo geral houve acréscimo do fon Mg+2 em todos
0s tratamentos, com excecdio da vinhaga com ou
sem suplementagfo de torta de filtro ¢/ou sulfato de
amdnia ¢ também com a adi¢io de clorcto de
potdssio + uréia. Somenlce nos tralamentos com
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torta de filtro + uréia ou torta de filtro + cloreto de
potdissio houve acréscimo do ion Mg+2, em relagio
ao adubo mincral (Figura 1). Assim, a torta de fil-
tro com tais suplementagdes poderd substituir o
adubo mineral, quando o solo for deficiente deste
fon. O efeito da torta de filtro sobre o acréscimo do
Mg+2 no solo pode constituir-se de grande im-
portancia pois, a deficiéncia deste fon produzird
cfeito indireto sobre o aproveitamento do fésforo.
O primeiro compete com o aluminio e o ferro pelo
fon HyPOy-, forma solivel, formando fosfato de
magnésio que tem sido mais disponivel (13).

A auséncia de variagtes dos nutricntes quanto
aos tratamentos utilizados pode estar relacionada
com o pcriodo de amostragem do solo, isto é, 14
meses apos a adi¢fio dos aditivos agricolas. O fator
linha ¢ entre-linha atuou significativamente sobre
pH, Ca*2, K+ ¢ fésforo que tiveram maiores
valores ¢ Al*3 que teve menor valor nas soqueiras
da cultura (Tabela 1).

Com exceclio dos tratamentos vinhaga e
vinhaca + sulfato de amdnia, nos demais os tcores
da CTC foram superiores a 4,0 meq/100 cm3
considerado idcal para a culura de cana-de-agiicar
(12). Os tcores de K+, entretanto, foram inferiorcs
a 0,15 meq/100cm3, fornccendo ao solo aspectos
dclicitdrios deste fon (12). Quanto ao Al+3, os
resultados demonstraram que os tratamentos nas
soqueiras, contribufram para o decréscimo do fon
que favorece as condicdes do solo. Considerou-se
que o teor de Ca*? mais allo nas soqueiras ao
contrdrio do Al*3, pode ser resultante de maior
libcragdo do primeiro pelo decréscimo deste
altimo, nas mesmas (Tabela 1).

O f6sforo pode ser fixado pela argila ¢ os
componentes amorfos de aluminio (11), este
tltimo decrescendo dentro das linhas contribuiu
provavelmente para o aumento do primeiro.
Grandcs doses de vinhaga acarretaram lixiviagdo do
{osforo, pois 0s componentes orginicos presentes
na mesma, compctem pelos mesmos sitios de
adsorgfio do elemento. A agfio dos microrganismos
do solo também atua, a curto prazo, na imobili-
zagdo do [6sforo orghinico (6).

Os tratamentos do solo aqui utilizados néo al-
tcraram significativamente as atividades da inver-
tase ¢ da amilase, ao contrdrio do observado para as
atividades da cclulase ¢ urcase (Tabela 2). A ativi-
dade da amilase do solo em cstudo foi infcrior
aquela citada para os solos do municipio de Jabo-
ticabal (16). Quanto a atividade da celulase consta-
tou-s¢ que houve acréscimo da mesma no solo com
os tratamentos torta de filtro ¢ torta de filtro + sul-
fato de amdnia ou uréia ou clorcto de potdssio ou
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TABELA 2 - Valores minimos e méximos de diferentes parimetros estudados dentro da linha (D.L.) e nas entre-linhas
(E.L.) do solo, até 15cm de profundidade, da cultura de cana-de-agiicar, com diferentes tratamentos. Legenda: F= teste de

varidncia quanto as linhas (L) e quanto aos tratamentos (T).

Tratamentos F Solo Testemunha
Pardmetros D.L. E.L. L T D.L. E.L.
Unidades
Invertase 1,44 - 5 ,40 2,00 - 3,18 — — 1,44 2,7
Amilase 4,50 - 9,50 2,50 - 3,50 0,00 0,06 4,8 2,5
Celulase 18,00 - 200,00 8,00 - 20,00 0,02 0,01 58,0 12,3
Urease 4,50 - 20,00 1,80 - 19,10 0,01 0,03 11,4 6,17
U.F.C./g de solo (p.o) Bactérias (x10!0) 50 -6,0 0,4 - 90,0 0,64 0,33 4,0 26,3
Actinomicetos (x10'%) 3,0-90 1,0 - 4,0 0,40 0,78 0,02 0,01
Fungos Filamentosos (x10%) 0,6 - 6,0 - 0,1-950 0,01 0,91 0,007 0,1
Microorganismos capazes de crescerem
em meios de:
sacarose (x10%) 4,0 - 30,0 8,0 - 40,0 — — 0,03 0,08
Amido (x105) 6,0 - 10,0 6,0 - 200,0 0,47 0,55 0,05 1,64
Carboximetil-celulose (x10%) 1,5 - 10,0 50 - 11,0 0,19 0,14 0,09 0,11
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FIGURA 1 - Valores médios de Mg+2 do solo dos difercntes
tratamentos, chcnda:|:]Dcmm da linha e m Entre linhas.

uréia + cloreto de potéssio (Figura 2).

A vinhaga, adubo mineral e uréia + cloreto de
potdssio nfio alteraram a atividade da cclulase, ao
contrdrio da vinhaga + torta de filtro + sulfato de
amOnia e vinhaga + torta de filtro que acarretaram
decréscimo da mesma, em rela¢do ao solo teste-
munha (Figura 2). Em solo sob vegetacfio de cerra-
do, doses cumulativas de vinhaga também produzi-
ram dccréscimo da atividade da cclulase (Tauk,
S.M. - nfio publicado). Tem sido verificado que a
adigfio de fertilizantes orgénicos ¢ minerais podem
provocar acréscimo da atividade da celulase (31),
concordando com o efeito de alguns tratamentos
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FIGURA 2 - Valores médios da atividade da celulase expresso
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aqui utilizados. Foi proposto que a atividade dessa
enzima pode servir & ripida dcterminagfio do efeito
de determinados tratamentos agrondnicos, podendo
determinar a quantidade ¢ qualidade de adubos que
devem scr aplicados, auxiliando na escolha dos
solos a serem tratados (5). Assim, verificou-se que
torta de filtro com ou sem suplementagio, exceto
quando adicionada com vinhaga, aumenta a
atividade da celulase.

Quanto 4 atividade da ureasc em relagfio ao
solo testemunha, houve acréscimo com 0s trata-
mentos: vinhaga + torta de filtro: vinhaga + torta
de filtro + sulfato de amdnia ¢ clorcto de potissio
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+ uréia. A adi¢do de adubo mineral acarretou de-
créscimo da atividade da urease ¢ os demais trata-
mentos niio produziram alteragdes nesta atividade.
Entre os tratamentos, verificou-se que o efeito da
vinhaga foi estatisticamente igual ao da torta de fil-
tro e somente a adi¢fio da vinhaca + torta de filtro
+ solfato de amdnia acarretou um acréscimo da
atividade da urease em relagfio aos dois primeiros
(Figura 3). O aumento da atividade da urease foi
acarretado por aditivos orgnicos, temporariamente,
voltando imediatamente as condigdes do solo nfo
tratado (3).

O cfeito das linhas néo foi observado somente
para a atividade da invertase, para as demais enzi-
mas verificou-se aumento das mesmas nas soquei-
ras da cultura. Observou-se, portanto, que maior
atividade do solo, expressa pela atividade
enzimética ocorreu na regifio da rizosfera, onde a
maioria dos fertilizantes foram adicionados.

Os microrganismos foram estudados em
relagfio a seis grupos distintos, isolados do solo
com, meios especificos para cada um deles. O
nimero de bactérias, actinomicetos, fungos fila-
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mentosos € microrganismos capazes de crescerem
em meio de cultura com sacarose ou amido ou car-
boximetil-celulose, como tnica fonte de carbono
nio sofreu variagfio estatisticamente significativa
quanto aos tratamentos (Tabcla 2). Este efeito pode
estar relacionado com o perfodo de amostragem de
solo realizado 14 meses ap6s a adigfio dos fertili-
zantes no solo. Considera-se que o elcito dos mes-
mos pode ser dentro de um periodo curto, uma vez que
para a vinhaga foi observado que seu efeito sobre o
niimero de microrganismos permancceu somente até
90 dias, com excegiio dos fungos filamentosos (25).

Os fungos mais abundantes no solo da cultura
de cana-de-agicar, em estudo, foram em ordem de-
crescente: Penicillium, Chactomium, Fusarium,
Mycelia sterilia, Trichoderma, Verticillium, Absi-
dia e Aspergillus. Os géncros Penicillium e Tri-
choderma t&m sido citados como dominantes em
solo 4cidos (19). O género Verticillium apareceu
com alta quantidade em outro tipo de solo (32), po-
rém nfo foi citado na drea de cerrado de Mogi
Guagt, SP (7). O género Trichoderma apareceu em
grande quantidade no solo ¢ também em 4rca de cer-
rado, tendo seu ndmero aumentado com adigiio de
doses cumulativas de vinhaga (25). Os micélios es-
téreis constituem um grupo indefinido, muitas
vezes abundante no solo como foi demonstrado nos
resultados aqui obtidos e por outro autor (25). Por
nio apresentar estruturas de reprodugfio capazes de
revelar o grupo a que pertencem, eles foram de-
nominados de Mycelia sierilia.

Em solo sob vegetagfio de cerrado, a vinhaga au-
mentou o ndmero de microrganismos capazes de
utilizar sacarose, como tnica fonte de catbono, po-
rém os valores encontrados foram inferiores (29),
aqucles observados na drca em estudo. No caso par-
ticular, a adi¢fio dos fertilizantes estudados apresen-
tou uma ted@ncia para acarrctar decréscimo destes
microorganismos, independentemente do tratamento
utilizado (tabela 2). O ndncro de microorganismos
capazes de utilizar amido, como tnica fonte de car-
bono, foi aproximado aquele verificado em solo sob
vegetaciio de cerrado (29) e sendo menor em relagéio
a0 encontrado em solo de cultura de milho (26).

Nio houve elcito das linhas sobre 0 nlimero de
microrganismos, com excegiio dos fungos filamen-
tosos que foi signilicativamente menor nas soquci-
ras da cultura. Considerando o modelo de correlagfio
dos parmetros cm cstudo, porém em solo sob ve-
getaghio de cerrado (Tauk, S.M. - ndio publicado),
seria aqui esperado que nas soqueiras onde houve
maior atividade de enzimas, ocorresse também um
maior nimero de fungos filamentosos, fato este
néo obscrvado.
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Assim verificou-s¢ que somente o fon Mg+2 e
as atividades da celulase ¢ urcase apresentaram di-
ferengas estatisticamente significativas quanto aos
tratamentos. Concluiu-se que a adi¢fio de torta de
filtro + uréia ou torta de filtro + cloreto de
potdssio contribuiu para acréscimo do fon Mg, e da
atividade da celulase em relagfio ao adubo mincral e
ao solo testemunha. A adi¢fio de vinhaga suple-
mentada com torta de filtro + sulfato de amonia
acarretou acréscimo na atividade da urease. Obser-
vou-se, portanto, que a adi¢io de vinhaga nfio be-
neficiou as caracteristicas que expressam a atividade
do solo, ao contririo do observado para a torta de
filtro, destacando-se que o adubo mineral acarretou
decréscimo da atividade enzimdtica,
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SUMMARY

Nutrients, enzymatic activities
and microorganisms of soil treated
with vinasse and/or filter cake in
sugar cane culture.

After four years of adition of vinasse and/or
cake filter, with others treatments, were studied
eighteen parameters in Reddish-Yellow Latosol
medium texture, 0-15 cm deep, of sugar cane cul-
ture. Air temperature and relative air moisture were
determined during the sampling in plots. These
treatments were applicd yearly for four ycars, after
he cane was cut. Soil samples were collected one
month prior to cane¢ harvest, bothin rows and be-
tween rows. The results obtained were analysed by
test of variance and Tukey's tcst. The results were
not statistical differcnts in rclation of treatmentes
or rows and between rows for: air temperature;
temperature by 5 cm deep; moisture; organic mat-
ter; organic carbon; total nitrogen; C/N rate; activ-
ity of invertase and numbers of bacteria, actinomy-
cetes and microorganisms able o grow in culture
medium with sucrose, starch or carboximethyl cel-
lulosc as the only carbon source. Other parameters
had variation in relation of rows and betwcen rows
of sugar cane culture: rclative air moisture; temper-
ature by 20 cm deep; pH; Ca+2: K+; Al+3, CTC,
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PO42 e numbers of filamentous fungi. The Mg+2
and activities of cellulase; and urease were changed
in relation of treatments and rows and between
rows of cultures. Its concluded that the addition of
filter cake + ureia or + potassium chlorate permit-
ted better results for Mg+2 and activities of cellu-
lase an urease contrary to the mineral fertilizer and
control soil.

Key words: vinasse, microorganisms, enzymatic
activities, soil.
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SENSIBILIDADE DO ASPERGILLUS NIGER AO THIRAM

Ely Nahas!
Luiz Carlos de Assis
Aulicio Pimentel da Silva

RESUMO

O fungo Aspergillus niger foi cultivado em mcios sélido e liquido acrescidos de
diferentes concentragtes do fungicida thiram. Em meio sélido, contendo 60 p1g/ml de
thiram, o crescimento micelial foi inibido em 78% em relagfio ao controle e, em meio
liquido contendo 30 pg/ml, esta inibi¢fo foi de 89%, apds 4 dias de incubag@io. A
produgiio de esporos sofreu redugfio de 89% frente a 50 pg/ml do fungicida. Menor teor
de proteina micelial foi observado quando sc aumentou a concentragiio do thiram,
indicando que o mecanismo de sintese de proteina foi alterado. Para um periodo de
incubacfio de 7 dias, ndio ocorreu inibi¢io do crescimento do fungo. Também ndo foi
observado efeito inibidor quando o fungicida foi adicionado ao meio de cultura por
periodos de 1 a 4 dias, anteriores a inoculagfio do fungo. E possivel que apés um
periodo de incubagio prolongado, o fungo tenha crescido as custas do fungicida sujeito

a uma degradagfo prévia nfio enzimdltica.

Palavras chaves: Aspergillus niger, thiram, {fungicida.

INTRODUCAO

Os fungicidas constituem um grupo de produ-
tos quimicos que podem afctar uma ou mais fases
do crescimento microbiano (7) sendo, por isso,
utilizados para controlar docngas em vegetais. A
sensibilidade de determinados fungos tem sido de-
monstrada "in vitro" visando cstudar aspectos ge-
néticos, como a habilidade de induzir a segregagio
somadtica em Aspergillus nidulans frente a dife-
rentes fungicidas (6), ou altcragdes bioquimicas,
como em Rhizoctonia solani, Ustilago nuda ¢ U.
maydis que sofreram inibi¢Ao respiratéria devido a
fathas na oxidagfdo de acetato e piruvato, quando
carboxin e oxicarboxin foram utilizados em con-
centragdes inibitérias do crescimento (13). A agfio
de fungicidas sobre microrganismos do solo pode

intervir, por meio desses mecanismos, nos ciclos
bioldgicos alterando os processos de mineralizagfo
¢ sintese da matéria organica (15). O thiram tem
sido usado no tratamento de scmentes para contro-
lar fungos que provocam o tombamento de mudas
(1). Apresentou também efcito protetor no solo de-
vido a sua agfio inibitéria dos fungos Alternaria al-
ternata ¢ Bipolaris tetramera que degradam o car-
bendazin (19). Scu efeito inibitdério foi
demonstrado "in vitro" sobre A. niger, associado
ou nio a outros pesticidas (11), e sobre a bactéria
Xanthomonas campestris (12). Quando aplicado ao
solo, estimulou as atividades das enzimas urease,
desidrogenase ¢ fosfatase (17), a nitrificagdio e a
mincralizagfio do fsforo (1).

Em trabalhos realizados neste laboratério (4),
A. niger foi utilizado para ampliar o conhecimen-

1 Departamento de Microbilogia, Faculdade de Ciéncias Agrdrias e Veterindrias de Jaboticabal, Unesp

14870 - Jaboticabal, SP, Brasil.
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to sobre o mecanismo de solubilizacfio de fosfatos
de rocha. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
o de determinar o efcito do fungicida thiram no
crescimento e processos fisioldgicos de A. niger,
um fungo potencialmente importante no processo
de solubilizacfo de fosfatos insoliveis no solo.

MATERIAL E METODOS

Fungo - Aspergillus niger van Tiegham foi
utilizado neste estudo. :

Solucio de fungicida - o thiram (bissulfe-
to de tetrametiltiuran) foi dissolvido em acetona, na
concentragfio 0,5% (p/v), e distribuido no meio con-
forme a concentragfio estabelecida. Em ensaio pre-
liminar, foi verificado que a acetona pode inibir o
crescimento do fungo. Dessa forma, a concentragfio
da acetona no meio de cultura foi igual em todos os
tratamentos, nfo ultrapassando 0,5% (v/v).

Meios de cultura- o fungo foi cultivado em
meio de Sabouraud por 9-10 dias, para obtencfo de
culturas estoquc. Essas culturas foram conservadas
a 4°C por, no méiximo, um mgs, até o momento de
serem utilizadas. Suspensdes dessas culturas con-
tendo 1 x 107 conidios/ml, foram inoculadas, na
quantidade de 0,5 ml, em frascos Erlenmeyer de 250
m] de meio de citrato (5), pH 5,5, suplementado
com 5 mM fosfato ¢ 1% (p/v) glicose esterilizada
separadamente. Quando se utilizou cultivos sélidos,
adicionou-se 1,5% (p/v) dgar ao meio de cultura ¢ 0
indculo consistiu de 0,01 ml da suspensiio de espo-
ros colocados em discos de papel de filtro, dec 6 mm
de didmetro, previamente esterilizados, os quais
eram a scguir dispostos no centro de placas de Petri.
A incubagfo foi realizada & temperatura de 30°C por
um periodo de 8 dias, a nfio scr em ensaios es-
pecilicos (ver Resultados ¢ Discussio).

Determinacdes - a produgiio de csporos foi
avaliada ap6s a remogfio, por raspagem, dos conidios
em 4gua ¢ contagem em lamina de Neubaucr. Apés
o crescimento do fungo, cm meio liquido, as caltu-
ras foram filtradas através de papel de Yiltro What-
man n? 1 para scparar o micélio do meio de cultura.
O micélio foi scco a 98°C por 24 horas para sc deter-
minar 0 peso seco representativo do crescimento. O
meio de cultura foi utilizado para se dcterminar os
tcores de agticar redutor e foslato residuais, respecti-
vamente pelos métodos de Somogy (16) ¢ Ames (2).
A proteina micelial foi detcrminada, apds sua
extracfio (3), pelo método de Lowry modificado (8),
utilizando-se albumina bovina como padriio.

Para a andlise estatistica, utilizou-se¢ dclincamen-
to inteiramente casualizado com 3 repetigtes, sendo
que as médias foram comparadas pelo teste de Tukey.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo,21(4), 1990

RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento micelial de A. niger em meio
s6lido contendo 60 pg/ml de thiram foi inibido em
cerca de 78% em relagfio ao controle (Fig. 1). A
produgiio de esporos reduziu-se de 89% quando se
adicionou 50 pg/ml do fungicida ao meio sélido
(Fig. 2). Maior inibi¢do do crescimento ocorreu
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FIGURA 1 - Crescimento de A. niger em meio sélido
adicionado de concentragSes crescentes de thiram.
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FIGURA 2 - Produgdo de esporos por A. niger submetido
& concentragdes crescentes de thiram.
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FIGURA 3 - Crescimento de A. niger pelo perfodo de 4
dias em meio liquido adicionado de concentragdes cres-
centes de thiram.

TABELA 1 - Efeito de concentragdes crescentes, de
thiram no peso seco de micélio, proteina micelial ¢ na
absorgdo de agiicar redutor e fosfato, por Aspergillus niger.

Thiram  Micélio Proteina Agiicar redutor  Fosfato
residual residual
(hg/ml) (mg/ml) (ug/ml)  (mg/mb) (mg/ml)
0 7,98 19,21 0,36 0.37
10 6,16 12,34 1,99 0.36
20 3,49 14,54 6,47 0.40
DMS (P=0,05) 2,08 2,42 1,74 NS

NS = nio significativo.

em meio liquido acrescido de 30 pg/ml de thiram,
obtendo-se uma redugfo de 89% do peso seco, apds
4 dias de incubagio (Fig. 3). Essa difcrenga de ini-
bicfio entre o crescimento em meio sélido ¢ o meio
liquido pode ser devida & presenga do dgar que pos-
sivelmente favoreceu a ligagdo do thiram, dimi-
nuindo a sua taxa de difusfio ¢ a¢do fungicida,
como foi verificado por Ko & col. (10) na germi-
nagdio de esporos de Alternaria solani, submetidos a
vdrios produtos quimicos, inclusive fungicidas.

A Tabcela 1 mostra o efeito da adig¢fio de concen-
tracOces crescentes do fungicida sobre o crescimento €
o conlelido de proteina micelial, agicar redutor e fos-
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fato residuais do meio de cultura. Quando o fungici-
da foi utilizado na concentragio de 10 pg/ml, ndo
houve diferenga significativa no peso seco do micé-
lio ¢ no teor de agicar redutor do meio de cultura, em
relagfio ao controle. A inibigfio do crescimento ocor-
reu quando foi utilizada a concentragfio de 20 pg/ml
0 que, conscquentemente, ocasionou maior actimulo
de agticar residual. A presenga do fungicida no meio
de cultura acarrctou menor teor de proteina micelial,
mostrando que o mecanismo de sintese de proteina
pode ter sido afetado. Esse tipo dc resultado ja havia
sido observado por Weber & Ogata (18) em um iso-
lado sensivel de Rhizopus arrhizus ao 2,6-dicloro-4-
nitroanilina mas nfio no isolado tolcrante. Néo se
observou diferenca significativa entre os resultados
de fosfato residual, provavelmente em decorréncia
dos baixos teores absorvidos pelo fungo para screm
apontados na determinagfio.

Ap6s 7 dias de incubagfio do fungo em meio
liquido, nfio se constatou inibi¢fo do crescimento,
verificando-se, ao contririo, estimulo quando a con-
centragiio do thiram foi aumentada de 40 para 50 g/
ml (Fig. 4). Esses dados sfio compardveis com 0s
obtidos por Tu (17), que verificou uma redugfio de
50% do nimcro dc coldnias dc (ungos, apds dois
dias da aplicagfio de thiram no solo, porém um au-
mento de 42% apos 7 dias, cmbora nfo significati-
vos estatisticamente em rclagiio ao controle (17).

Para mclhor comprcender esscs resultados, foi
rcalizado ensaio cm que o thiram foi adicionado no
meio de cultura por difcrentes periodos dc tempo

{mg/ ml)

.

Micelio
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FIGURA 4 - Crescimento de A. niger pelo periodo de 7
dias em mecio liquido adicionado de concentragdes
crescentes de thiram.
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FIGURA 5 - Crescimento de A. niger em mcio de cultura
adicionado de 30 pg/ml de thiram por diferentes periodos
de tempo antes da inoculagdo.

antes da inoculagfio do fungo. Como resposta, ve-
rificou-se que, quando o fungicida foi adicionado
junto com o A. niger, houve inibi¢do do cresci-
mento, enquanto que a inoculagio do fungo, apds 1
a4 dias da adi¢fio do thiram, nfio acarretou inibigfio
(Fig. 5). Em trabalhos realizados por Raghu &
col. (14), foi verificado que pela adi¢do do thiram
em solo esterilizado ou nfo, ocorreu diminuigiio do
teor de componentes soliveis em cloroférmio. En-
tretanto, apenas no solo ndo esterilizado houve au-
mento, com o tempo, de componentes soliiveis em
dgua, comprovando que, nessa situagdo, ocorrcu
maior degradagfo do fungicida. Em adigfo, foi de-
monstrado que virios produtos foram formados
pela degradaco enzimdtica do thiram, por um me-
canismo ji estabelecido (1, 14). Por outro lado, ha
evid@ncias de que os tiocarbamatos nfio sfio estdveis
em solugdes aquosas, podendo estar sujeitos a
recagdes nfio enziméticas de hidrélise, oxidagiio €
isomerizacdo (9). Com basc nestas referéncias,
pode-se supor, entdo, que 0 A. niger cnha cresci-
do & custa do thiram, apés um periodo de adap-
tacdo, periodo essc nccessdrio para ocorrer degra-
dacfio niio enzimdtica do fungicida.

SUMMARY
Sensitivity of Aspergillus niger to thiram

The fungus Aspergillus niger was grown in

Rev. Microbiol., Sdo Paulo,21(4), 1990

solid and liquid culture media containing different
concentrations of the fungicide thiram. In solid
medium, mycelial growth was inhibited by 78%
compared to the control for a thiram concentration
of 60 pug/ml, and in liquid medium, by 89% for a
concentration of 30 pg/ml. Spore production was
reduced by 89% when 50 pg/ml of the fungicide
were added. A lower level of mycelial protein was
observed when thiram concentration was increased,
indicating that the mechanism of protein synthesis
may have been altered. For a 7-day period of incu-
bation, no inhibition of fungal growth occurred.
Also, there was no inhibitory effect when the fun-
gicide was added to the culture medium for a period
of 1 to 4 days before inoculation of the fungus. It
is possible that, after a long incubation period, the
fungus had grown at the expense of the fungicide
submitted to previous non-enzymatic degradation.

thiram,

Key words: Aspergillus niger,

fungicide.
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INFLUENCIA DO pH NA SINTESE E LIBERACAO DE GLICOAMILASE POR
ASPERGILLUS AWAMORI NRRL 3112 E ASPERGILLUS NIGER NRRL 337

Jesus Maria Zaldivar Aguero
Gorete Ribeiro de Macédo?

Maria Candida Reginato Facciottil®
Willibaldo Schmidelll*

RESUMO

Estudou-se a influéncia do pH na sintese ¢ liberagfio da glicoamilase produzida por
Aspergillus awamori NRRL 3112 e Aspergillus niger NRRL 337, em meio de cultura
a base de farinha de mandioca. Verificou-se que, em valores crescentes de pH,de3,0a
6,0, obteve-sc uma maior atividade de enzima intracelular, tendo sc observado quc o
fendmeno de retengio de glicoamilase associada as células foi mais acentuado nas cepas
com menor capacidade de produgdo da enzima. Com relagfio ao Aspergillus niger
NRRL 337, verificou-se ainda, a influéncia da estocagem por longos periodos de tempo
na diminui¢fio da produgiio de glicoamilase.

INTRODUCAO

A grande maioria das enzimas microbianas
empregadas em escala industrial sfio extracelulares,
isto é, enzimas que sfio secretadas no meio de culti-
vo pelas células. As enzimas tipicamente intracelu-
lares, por terem um custo de recuperacgiio e purifi-
cagfio significativamente mais clevado, possuem
uma utilizagfio mais restrita.

Algumas enzimas, como a amiloglicosidase
ou glicoamilase (E.C. 3.2.1.3), embora sejam con-
sideradas tipicamente como extracelulares, e sendo
portanto recuperadas a partir do caldo fermentado,
apresentam uma parcela a qual permanece associada
as cdlulas, ndo sendo liberada para o meio.

O objetivo do presente trabalho foi o estudo da
influéneia do pH na sintese e liberagio da amilogli-
cosidase ecm duas linhagens de microrganismos, o

Aspergillus awamori NRRL 3112 e o Aspergillus
niger NRRL 337. Com relagfio  csta tltima cepa,
apresentam-se resultados obtidos em duas épocas
distintas, isto é, defasados de quatro anos, periodo
no qual o microrganismos foi conservado por meio
de repiques periédicos em meio s6lido.

MATERIAL E METODOS

Microrganismos - Foram empregadas nos
ensaios, culturas puras de Aspergillus niger NRRL
337 e de Aspergillus awamori NRRL 3112. A
primeira delas foi conservada por meio de repiques,
a cada 2 mescs, cm mceio sélido de Czapek, ¢ a se-
gunda, cm tubos contendo uma mistura de terra ¢
areia, segundo metodologia tradicional encontrada
na literatura (3). Como pré-inéculo, cultivava-se

1. Escola Politécnica da Universidade de Sdo Paulo - Depto de Engenharia Quimica - Caixa Postal 61548
05508 - Sdo Paulo - SP - Brasil :

1* Para quem a correspondéncia deve ser enviada .

2. Universidade Fedcral do Rio Grande do Norte - Depto de Engenharia Quimica - Centro de Tecnologia

59.000 - Natal - Rio Grande do Norte - Brasil
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previamente os bolores em erlenmeyers de 250 ml
contendo 100 ml de meio Czapek, e a seguir, em
meio liquido, em incubador rotativo a 200 r.p.m.,
a 35°C, durante 24 horas, obtendo-se desta forma,
1 litro de indculo.

Meio de cultura - O preparo do meio
liquido empregado no incubador rotativo e no fer-
mentador, iniciava-se com a obtengfio de uma sus-
pensio de farinha de mandioca com 380 g/1, a qual
era aquecida até 70°C, de forma a permitir a gelati-
nizagfio do amido (2). Esta suspensfo era filtrada de
forma a se obter um xarope concentrado, o qual era
diluido convenientemente, de maneira a se obter no
meio liquido, uma concentragfo inicial de polissa-
caridco (So) igual a aproximadamente 20 g
ART/1 (ART= acicares redutores totais, expres-
sos como glicose). Para a complementacio do
meio, adicionavam-s¢ ainda os nutrientes listados
a scguir, em concentragdes em g/l: (NH4),50, -
5,0; Na,HPO, . 12H,0 - 3,78; KH,PO, - 3,5;
Mg SO, . TH,O - 0,5; extrato de levedura - 0,1.

Ensaios realizados - Foram realizados qua-
torze ensaios descontinuos em fermentador com 10
litros de volume (til, com ambas as cepas, empre-
gando-sc os scguintes valores de pH: 3,0; 4,0; 5,0;
6,0 ¢ 7,0. A temperatura foi mantida constante em
35°C, a vaziio de aeragfio emprecgada de 10 I/min, a
frequéncia de agitagfo, 700 r.p.m., mantcndo-se
0,2 atm de sobrepressdo no fermentador.

Metodologia analitica - Os cnsaios foram
acompanhados através de retiradas periddicas de
amostras, nas quais se faziam as detcrminagdes de
concentragiio celular, concentragfio de aglicarcs redu-
tores (AR), concentragiio de aglicares redutores o-
tais (ART), atividade extracelular ¢ intracelular da
amiloglicosidase. A determinacdo da concentragdo
celular cra feita através da determinagfio da massa de
matéria seca de microrganismos (2). A determi-
nagfio da concentracfio de AR era cxecutada na
amostra [(iltrada, pelo método da glicose-oxidase
(CELM - Cia. Equipadora de Laboratérios Moder-
nos - SP). A determinagfio da concentragfio de ART
era efctuada através de uma hidrélise enzimdtica do
polissacaridco presente na amostra, utilizando-se
para tanto a amiloglicosidase da Sigma Chemical
Company, e efctuando-sc posterior dosagem de gli-
cose (6). A determinagfio da atividade extracelular
cra cletuada no filtrado da amostra (7), enquanto que
a dosagem da atividade intracclular era executada no
scdimento celular obtido apés a filtragfio. Procedia-
sc inicialmente & lavagem das células com dgna
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destilada, submetendo-se em seguida, o sedimento,
a uma macerag¢io com areia e posterior suspensio
em tampio citrato (pH=4,8) (1,4). Define-se a uni-
dade de atividade enzimatica (U) como sendo a quan-
tidade de enzima que libera 1 grama de glicose em 1
hora, a partir de solugfio de amido a 4% (pH=4,2), a
60°C. Ambas as atividades enzimdticas foram
expressas em unidades (U) por litro de amostra, a
fim dc possibilitar as comparagdes desejadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme se pode observar na figura 1, para o
A. awamori NRRL 3112 cultivado apH 40 ¢
6,0, nfio se verificou em termos de crescimento
celular, uma influéncia significativa do pH, atin-
gindo-se uma concentragfio celular ao final da fonte
de carbono, da ordem de 8g/1. Da mesma forma,
um comportamento semclhante foi verificado para
o A. niger NRRL 337, atingindo-se, como s¢
pode observar pela figura 3, uma concentragiio ce-
lular final da ordem de 10g/1.
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FIGURA 1 - Concentragio de AR (0), ART () e concen
tragio celular (X) para os ensaios com A, awamori NRRI
3112.

Através das figuras 2, 4 e 5, verifica-se que o
pH exerce uma influéncia bastante acentuada nos
mecanismos de sintcse e liberagfio da glicoamilase
produzida. Observa-se a pH 6,0, para todos as ce-
pas utilizadas, a retengfo de uma parccla signilica-
tivamente maior de cnzima associada as células
(atividade intracclular), do que a pH 4,0, sendo esta
inclusive superior & parcela encontrada no caldo fer-
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FIGURA 2 - Aiividade enzimadtica intracclular (#) extra-
celular (o) e total () para os ensaios com A. awamori
NRRL 3112.
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FIGURA 3 - Concentragio de AR (o), ART (e) e con-
centragio celular (X) para os ensaios com A. niger NRRL
337.

mentado (atividade extracelular), durante consi-
derdvel parte dos cultivos.

Estes valores mais altos para a atividade intra-
celular a pH 6,0, ndo podem ser atribuidos a pre-
senca de uma maior concentra¢iio de células, pois
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cclular (0) e total (X), para os ensaios com A. niger NRRL
337.
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FIGURA 5 - Atividade enzimdtica intracelular (o),
extracelular (o) e total (X), para os ensaios com A. niger
NRRL 337, relativos a 4 anos anteriores.

conforme comentado anteriormente, estes valores
sdo semelhantes para os cultivos a pH 4,0 ¢ 6,0.
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FIGURA 6 - Porcentagem cm cnzima intracelular ¢ extra-
celular em relagfo ao total de enzima sintetizada, em
fungdio do pH, nos cultivos descontinuos de A. awamori
NRRL 3112 (), A. niger NRRL 337 (0) ¢ A. niger NRRL
337, relativos a 4 anos anicriores (X).

Isto leva, portanto, a uma atividade intracclu-
lar especifica (unidades por grama dc c¢lulas) signi-
ficativamente maior a pH 6,0. De fato, para o A.
awamori NRRL 3112 s¢ obtém ao (inal da fonte
de carbono, 5,1 U/g apH 4,0 ¢ 33,0 U/g a pH 6,0,
e para 0 A. niger NRRL 337,5,2 U/g ¢ 14,0 U/g,
respectivamente.,

Pode-se observar ainda, através das figuras 2,4
e 5, que a sintese da amiloglicosidasce é também ni-
tidamente influenciada pelo microrganismo empre-
gado.

Assim, obscrva-se que o A. awamori NRRL
3112 ¢ uma cepa significativamente melhor produ-
tora do que o A. niger NRRL 337, quando s¢
comparam os niveis atingidos para as atividades
enzimdticas extracclularcs ¢ totais (soma das ativi-
dades intracelular e extracelular).

Outro aspecto bastante interessante é que nio
houve variagfo significativa em termos das
atividades enzimdticas totais, para dois dos
conjuntos de resultados obtidos, quando se
empregaram difcrentes valores de pH. Assim, para
0 A. awamori NRRL 3112, obscrva-s¢ a
obtengdo de uma atividade enzimdtica total
mdxima em torno de 500 U/1 (Figura 2), tanto
a pH 4,0 como 6,0.
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Ja para o A. niger NRRL 337, observa-se
através das figuras 4 e S, a ocorréncia de uma dimi-
nuigdo scnsivel na capacidade de producéo da enzi-
ma, apos 4 anos de conservagiio por meio de re-
piques periddicos, considerando-se novamente as
a.ividades totais. Para o microorganismo nio
atenuado, obscrvando-se tanto a pH 4,0 como 6,0,
valorcs maximos da ordem de 250 U/1 (Figura 5),
cnquanto que para o0 microrganismo atenuado se
obscrvam valores maximos da ordem de 120 U/1 a
pH 4,0 ¢ 180 U/1 a pH 6,0 (Figura 4). Tais resul-
tados confirmam observagdcs anteriores (5), as
quais indicam a importincia do conhecimento da
forma adequada dc preservagiio de linhagens produ-
toras de enzimas.

Apresentam-se, a scguir na figura 6, as por-
centagens cm cnzima intracelular e extracelular no
final da {ontc de carbono, em relagiio ao total de cn-
zima sin{ctizada.

A figura 6 mostra claramentc que comporta-
mentos semclhantes foram apresentados pelos mi-
crorganismos utilizados, observando-sc um parale-
lismo entre as curvas obtidas.

Obscrva-sc a obtengfio de uma porcentagem de
enzima intracclular crescente, 4 medida que se au-
menta 0 pH, sendo que este acimulo atinge um
valor mdximo a pH 6,0, apresentando entdo, um
valor significativamente menor a pH 7,0.

Observa-sc ainda, que este acimulo foi acentu-
adamenle maior para o caso do A. niger NRRL
337 atenuado. Por exemplo, comparando-se os va-
lores obtidos a pH 6,0, verifica-se para esta ccpa
um acimulo de cerca de 80%, enquanto que para o
A. niger NRRL 337 nfio atenuado sc obtém cerca
de 70%, ¢ para o A. awamori NRRL 3112, apro-
ximadamente 40%.

Estas obscrvagdes indicam, portanto, que o
fendmeno de retengdo de cnzima associada as
células ¢ mais acentuado nas cepas menos
produtoras.

Na tabela 1, indicam-se a seguir, os valores
das produtividades em relagfio & enzima total produ-
zida, ¢ cm rclagfio A enzima extracelular (produtivi-
dades cxpressas em unidades de atividade por
volume de meio ¢ por tempo de cultivo), em
fun¢iio do pH, para os microorganismos utilizados,
calculadas no final da fonte de carbono.

Conforme s¢ pode observar pela tabela 1, ha
sempre difercngas entre a produtividade total ¢ a
produtividade em relagfio & cnzima extracelular,
diferencas estas bastante significativas para
determinados valores de pH, para os quais sc
verifica uma maior retengfio de enzima associada as
células.
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TABELA 1 — Produtividade total em enzima e produtivi-
dade em relagdio & enzima extracelular, calculadas ao final
da fonte de carbono.

Produtividade Produtividade

Microrganismo pH Total Extracelular
(U/1.h) (U/1.h)
A. awamori 3,0 20,4 17,6
NRRL 3112 4,0 29,7 27,2
5,0 37,5 29,2
6,0 26,9 14,0
7,0 12,9 10,9
A. niger 3,0 6,4 2,8
NRRL 337 4,0 6,2 3,2
(atenuado) 5,0 12,3 3,3
6,0 11,4 1,7
7,0 5,0 2,5
A. niger 3,0 12,9 8,6
NRRL 337 4,0 14,8 9,9
(nio atenuado, 5,0 13,0 6,4
i.e., 4 anos antes) 6,0 14,2 3,6

(Atividade atingida) - (Atividade inicial)

Produtividade =
(Tempo para esgotamento da fonte de carbono)

Significa, portanto, que o conhecimento da
parcela de enzima intracelular pode ser de grande
importincia quando se estuda a sclegfo de linha-
gens, ou a influéncia de fatores que possam inter-
ferir no fendmeno de liberagio de enzimas. Con-
forme indicado pclos resultados obtidos, a
determinagfio apenas da atividadc extracelular niio
exprime a real potencialidade das células na sintese
de uma dada enzima.

SUMMARY

Influence of pH on glucoamylase
synthesis and secretion by Aspergillus
awamori NRRL 3112 and Aspergillus

niger NRRL 337.

The present work studicd the influence of pH
on glucoamylase synthesis and sccrelion by cither
Aspergillus awamori NRRL 3112 or Aspergillus
niger NRRL 337. Two serics of results obtained
with A.niger NRRL 337 are presented, with a four
ycar interval between them. During this period the
microorganism was preserved through periodic
transfer on agar slants,

The culture medium employed in the runs
contained cassava flour as the main carbon source,
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with an initial polysaccharide concentration of 20
g/1. The following nutrients were also added, with
the concentrations expressed in grams per liter:
(NH4), SO,: 5.0; Mg SO,. 7H,0: 0.5; Na,
HPO,.12 H,0: 3.78; KH, PO4: 3.5 and yeast cx-
tract: 0.1.

A scries of fourteen batch runs were per-
formed, in 10-liter Biolafitte fermenters, employ-
ing pH values in the range of 3.0 to 7.0. The tem-
perature was controlled at 35°C, the aeration flow
rate was 10 I/min and the agitation frequency was
fixed at 700 rev/min.

The results showed a marked influence of pH
on synthesis and secretion of the glucoamylase for
both strains. It was verified that when higher pH
values were employed (considering the range from
3.0 to 6.0), also higher enzyme intracellular reten-
tion was verified. In particular, at pH 6.0 the intra-
cellular enzyme fraction was even higher than the
extracellular one, during a considerable extent of
the cultivation.

It was also observed that the enzyme retention
phenomenon was much more expressive for the
less productive species, that is, for the Aspergillus
niger NRRL 337.

Furthermore, considering the microorganism
preserved during four years, the intracellular glu-
coamylase retention was even higher when com-
pared with the valucs obtained for the younger cul-
ture, in the whole pH range studied.

Considering for example the final activity val-
ucs obtained at pH 6.0, it was verified an intracel-
lular retention (expressed in percentage of the total
enzyme activity, that is, the sum of extracellular
and intracellular fractions) of about 80% for the
older Aspergillus niger NRRL 337, 70% for the
younger onc, and of about 40% for the Aspergillus
awamori NRRL 3112.

Key words: Aspergillus awamori, Aspergillus
niger, production of glucoamylasc, influence of
pH
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YEASTS FROM HUMAN MILK COLLECTED IN RIO DE JANEIRO, BRAZIL
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SUMMARY

Yeasts were detected in milk from 50 of 158 donors, but were less than 10/ml in
90% and above 1000/ml in only 0.4% of the samples. The prevalent species of 147
isolates were, Candida parapsilosis, Candida guilliermondii, Candida famata, Candida
sorbophila, Rhodotorula minuta, Candida albicans, Candida sphaerica, and Pichia

ohmeri.

Key words: yeasts, human milk bank, Candida

INTRODUCTION

Human milk and colostrum are important for
nutrition and resistance to disease especially for
newborn and premature babies, but often not avail-
able from their mother's for physiological or emo-
tional motives(1,2,3,11). To rcsolve this problem,
human milk banks have been established to collect,
process, and distribute mother's milk. The microbi-
ological quality of human milk distributed by these
banks is a public health concern since the children
that will consume this product have a low resis-
tance to infections. When standards of hygicne are
not obeyed samples can have high microbial
counts, and yeasts arc often included in these mi-
crobial populations. A few species of yecasts can
ferment lactose, more specics can assimilate it, and
diverse species including many basidiomycetes and
their anamorphs have protcolytic abilities. Among
the yeast species often associated with humans are
oportunistic pathogens including Candida albicans.
These are responsible for for common diseascs in

infants for example trush and intestinal infections
(4). The lactose fermenting yeast Kluyveromyces
marxianus and lactose assimilating yeasts Candida
Jamata, Cryptococcus spp., and Rhodotorula spp.
have been isolated from Brazilian dairy products
(Robbs et al., unpublished data). Our objective was
to characterize the yeast populations that were iso-
lated from quality control procedures in a human
milk bank and determine if they included known
pathogens and potencial spoilage organisms.

METHODS

Three scparate milk samples were collected hy-
gienically with sterilized materials as instructed by
the milk bank into sterile bottles by each of 158
healthy volunteer donors in the city of Rio dc Ja-
nciro. Samplcs were stored frozen for up 10 2 weeks
before transport to the laboratory. Decimal dilu-
tions of samples were made in Buttersfield's phos-
phate diluent and 1 ml volumes inoculated in dapli-

1 Instituto de Mirobiologia, Bloco I, CCS, Universidade Fedcral do Rio de Janciro, R, 21944, Brazil
2 Instituto Femandes Figueira, Fundagio Oswaldo Cruz, Av. Rui Barbosa 716, Flamengo, Rio de Janeiro, 22250, Brazil.
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cate in potato dextrose agar (PDA) pour plates (9).
Counts of yeasts and molds were made after 2 to 4
days of incubation at 25C (2). Representative yeast
like colonies observed to have typical budding cells
in Gram stains were isolated by streaking on PDA
and incubating at 250C. Cultures were maintained
in the milk bank quality control laboratory on PDA
slants at 250C and transfers made each 15 days.
When received for characterization, cultures were re-
streaked on 2% glucose, 1% peptone, 0.5% yeast
extract, 2% agar medium to assure purity and main-
tained on 2% glucose, 0.5% yeast extract, 1% malt
extract, 0.2% monobasic sodium phosphate, 1.7%
agar (GYMP agar) grown 3 days at 250C and stored
under a layer of sterile mineral oil at 8 +- 40C.
Yeasts were characterized and identified according to
conventional methods (7).

RESULTS AND DISCUSSION

Yeasts counts were obtained for 470 of the
474 milk samples recieved (table 1). Ycasts were
detected in samples from 50 donnors, but were not
detected (<0.5 per ml> in any samples from the
other 108 donors. Yeasts were present in all 3
samples from 48 of the donnors and dctected in
only 1 sample cach of 2 donnors. Yeast counts
were less than 10 per ml in 90% of the samples
and above 1000 per ml in only 0.4%. A list of the
specices identificd from the 147 isolates is presented
in table 2. Ability to grow at 37°C was noted for
117 strains, but only 23 of the culturcs assimilated
lactose and 3 fermented it.

TABLE 1 - Distribution of yeast counts for 470 human
raw samples from 158 donors.

Count interval number of samples

UFC/ml
<5x 10+ 324
<5 x 10-tto <10 99
10" 1o <12 28
102 to <103 17
10% 10 <1? 2

Pathogenic ycasts including Candida albicans,
Candida parapsilosis, Candida guilliermondii, Can-
dida krusei, and Candida lusitana were all isolated
from unpasteurized human milk, The high propor-
tion of isolates capable of growing at 37°C was
consistant with an origin from humans. With the
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exception of Candida sphaerica all the yeasts iso-
lated in this study have been found in polluted wa-
ters of Rio de Janeiro and many have been found in
other natural substrates of this region (5.10). Since
most isolates were common in the local environ-
ment they could have entered the milk as contami-
nants, Bactcria isolated from human milk are fre-
quently spccies associated with human skin (8) and
the oportunistic pathogens we isolated can also be
associated with skin. The presence of these yeasts
could reflect insufficient hygicne on the part of
somes donnors or problems during storage and
transport of the milk that allowed contamination
or growth of contaminants. Although yeasts would
easily be killed by pasteurization, quality control
of yeast levels in unprocessed milk could be a
good indicator of problems with hygiene, storage
or transport.

TABLE 2 - Yeasts and their frequency of occurrence
among 147 isolates from human mitk collected in Rio de
Janeiro.

Specics frequency %

Candida parapsilosis
Candida quillicrmondii
Rhodotorula minuta
Candida famala
Candida sorbhophila
Candida albicans
Candida sphaerica
Pichia ohmeri
Candida tropicalis
Candida intermedia
Cryptococcus albidus
Candida parapsilosis?
Rhodotorula glutinis
Candida holmii
Candida ingens?
Candida Krusei
Candida lusitanae?
Candida sp.
Rhodotorola rubra

CCOCOCONNNNNWARAOALR
YNNNNNCco Rk R L,

Nonpathogenic yeasts could also be important
in spoilage of the milk. Several of the species iso-
lated including Candida famata, Candida interme-
dia, C. spherica, and Cryptococcus albidus assimi-
late lactose and the anamorphis of basidiomycetes
including C. albidus and Rhodotorula spp. produce
protcases that can degrade casein (7). These micro-
organisms could alter product quality during stor-
age and transportation before control of microbial
populations by pasteurization,

Some isolates of C. famata, C. parapsilosis,
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C. intermedia, and C. albidus varied in a few char-

acteristics from the standard descriplions. Yeasts
isolated from little studied substrates or geographi-
cal areas have frequently shown minor variations
from standard descriptions. The description of C.
famata contains many variable characteristics and
that of Candida ingens has mostly negative charac-
teristics often resulting in inclusion of undescribed
species in these taxa (Nakase and Phaff personal
communication). Our isolates identified as C. fam-
ata and C. ingens? probably included undescribed
species with biotypes similar to them. The perfect
form of C. sphaerica is Kluyveromyces marxianus,
a lactose fermenting yeast often associated with
milk and dairy products (7). Our isolates of C.
sphaerica and those of K. marxianus isolated previ-
ously from Brazilian dairy products (Robbs et al.
unpublished data) differed from the standard descrip-
tions usually by failing to assimulate D and L
Arabinose). Our results for North American iso-
lates of this yeast were in agrecment with the stan-
dard description.

The presence of pathogenic ycasts in unpas-
teurized milk suggests that this could be a source
of infection for infants during breast feeding. It is
possible that the true incidente of C. albicans is
considerably higher than indicated in our study be-
cause this species does not compete well with oth-
er microbes on isolation media and the method
used by us for isolation was not specific for it (4).
However the levels of contamination of mother's
milk by yeasts was found to be very low for most
samples and could have originated from handling of
the milk during collection and transport, and may
not be very significant for breast feeding. These re-
sults should not discourage breast feeding, because
much higher levels of yeasts including some opor-
tunistic pathogens are found in other food products
such as fresh fruits (10) and other contacts with the
child's environment (5,6). The benefits of breast
feeding probably out weigh the risk of contamina-
tion by yeasts that the child will normally contact
anyway and oftcn in higher numbers from other
foods and association with pcople. Our results
should encourage a study focused on ycast
populations in mothers milk collected asseptically
and analysed immediately in the laboratory to
allow differentiation between yeasts in the milk
itself and those that could enter as contamination
during handling. Since occurrence of yeasts was
relatively common in mother's milk and C. albi-

cans is an important pathogen such a study use .

more specific media and conditions for its
isolation.
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RESUMO

Leveduras de leite humano coletado na
cidade do Rio de Janeiro, Brasil.

Leveduaras foram detectadas em leite em 50 de
158 doadores. As contagens de leveduras foram me-
norcs do que 10/ml em 90% das amostras ¢ acima
de 1000/ml em somente 0,4%. As espécics pre-
dominantes foram Candida parapsilosis, Candida
guillhermondii, Candida fumata, Candida sorbophi-
la, Rhodotorula minuta, Candida albicans, Candida
sphaerica, and Pichia ohmeri.

Palavras chaves: leveduras, banco de leite
materno, Candida
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ISOLAMENTO DE YERSINIA ENTEROCOLITICA EM UM LABORATORIO
PARTICULAR DA CIDADE DE SAO PAULO

Vanira R. S. M. Ceccarelli
Charles Schmidt
Luiz R. Trabulsi

NOTA BREVE

RESUMO

Comunica-se o isolamento de 10 amostras de Y. enterocolitica, das fezes de
criangas e adultos, atendidos no Laboratério Bio-Ciéncia Lavoisier.
O isolamento destas 10 amostras sugere que a Y. enterocolitica é mais frequente em
Sio Paulo do que era indicado por trabalhos antcriores.

Palavras-chaves: Yersinia enterocolitica, fezes.

AY. enterocolitica foi descrita em 1939, rece-
bendo sua designagio atual em 1984. Desde entio,
e particularmente nos Gltimos anos a importincia
médica da bactéria vem crescendo de maneira sig-
nificativa. Em vérios pafses escandinavos a Y. en-
terocolitica representa um dos principais agentes de
enterocolite na crianga, sua freqiiéncia sendo tam-
bém relativamente alta no Canadi, U.S.A ¢
Austrilia.

As infecgdes intestinais por Y. enterocolitica
sdo seguidas de complicagdes infecciosas ¢ ndo in-
fecciosas (reativas) com freqiiéncia maior do que as
infeccdes intestinais por outros germes enteropato-
génicos (Timothy, 1., Cover, M. D., Robert,C. &
Aber. M. D. - New Engl. J. Med. 121: 16-23,
1989).

A freqii€ncia de Y. enterocolitica na América
Latina foi relatada recentemente por Falcfio (Contr.
Microbiol. Immunol. 9: 68-75, 1987) sendo
baixa, de modo geral (Falcdio, D.P., Rev. Micro-
biol. 12: 5-10, 1981). Em Siio Paulo, foram reali-
zados dois estudos sobre a freqgiiéncia de Y. entero-
colitica na diarréia de criangas de baixo nivel sécio-
econdmico, estudando-se um total de 1.201

criangas, sem que a bactéria fosse isolada de nenhu-
ma delas (Kitagawa, S.M.S., Toledo, M.R.F.,
Trabulsi, L.R., Ramos, S. R. T. S., Murahoushi,
J., Neto, U, F. Candeias, J. A. N., Rev. Paul.
Ped. 6: 16-25, 1989. ¢ Gomes, T. A. T. and al. -
Prevalence of enteropatogencs in infants with diar-
rhocal discase and agematched controls. Dados a se-
rem publicados). Em um dos estudos foi emprega-
do enriquecimento a frio e virios meios seletivos
em placa (Timothy, I, Cover, M. D., Robert,C.
& Aber. M. D. - New Engl. J. Med. 121: 16-23,
1989). Entre 1.000 criangas-controle, estudadas pe-
los mesmos métodos, Y. enterocolitica foi isolada
somente de uma (Kitagawa, S. M. S., Toledo, M.
R. F., Trabulsi, L. R., Ramos, S. R. T. S., Mu-
rahouschi, J.; Neto, U,F. & Candeias, J. A. N.
Rev. Paul. Pediatr. 6: 16-25, 1989). A experiéncia
do Laboratério Bio-Ciéncia Lavoisier vem mos-
trando que a Y. enterocolitica nio é (io rara como
os cstudos mencionados sugerem, uma vez que no
decorrer de um ano foram isoladas 10 amostras da
bactéria, sem s¢ empregar processos de enriqueci-
mento ou meios selctlivos cspecificos (as dez
amostras foram isoladas em placas de MacConkey

* Laboratério Bio-Ciéncia Lavoisicr (Av. Angélica, n® 1.832 - CEP 01228) - Sdo Paulo - SP, Brasil.
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e SS). No mesmo periodo foram isoladas as se-
guintes enterobactérias enteropatogénicas: 137 Shi-
gella, 47 Salmonella, 45 E. coli enteropatogénica
cldssica (Epec) e 19 E. coli entero-invasora (Eiec).
No periodo foram realizadas 980 coproculturas.

As 10 amostras de Y. enterocolitica perien-
ciam ao sorotipo 03.

O objetivo desta nota é apenas informar que a
Y. enterocolitica nfio & uma bactéria tdo rara em
certas populagdes, e portanto, o bacteriologista
deve estar sempre atento com relagfio ao scu
possivel encontro. Entretanto, dcvemos ter em
mente que a maior freqiiéncia da bactéria na popu-
lagfio que freqiienta o Laboratdrio Bio-Ciéncia La-
voisier, e provavelmente outros laborat6rios parti-
culares, é um reflexo de situagdes epidemioldgicas
que devem ser investigadas.

Quanto 2 identificagfio da Y. enterocolitica,
deve ser salientado que a bactéria forma colonias pe-
quenas e lactose-negativas ¢ que, além disto, hidro-
liza a uréia com bastante intensidade. Desta manci-
ra, torna-se importante usar um meio de triagem de
enteropatégenos que contenha uréia ¢ que revele fa-
cilmente a hidrélise desta substancia, como 0 mcio

Rev. Microbiol., Sdo Paulo,21(4), 1990

EPM (Toledo, M. R. F,, Fontes, C. F. & Trabul-
si, L. R, - Rev. Microbiol. 13: 309-315, 1982).
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SUMARY

Isolation of Yersinia enterocolitica in
Siao Paulo, Brazil.

1t is described the isolation of 10 strains of Y.
enterocolitica from the feaces of children and
adults, visiling the Laboratory Bio-Ciencia Lavoi-
sicr. Isolation of these strains suggests that Y. en-
terocolitica is more {requent in Siio Paulo than in-
dicated by previous studics.
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UM NOVO MEIO PARA A CONSERVACAO DE NEISSERIA

Artur Smania Junior
Marcio Luiz Gil &
Elza de Fatima Albino Smania

NOTA BREVE

RESUMO

Um novo meio (MSE) foi desenvolvido para a conservagiio e estocagem de
espécies de Neisseria patogénicas para o homem, Dez amostras de meningococo € 10 de
gonococo foram estocadas neste meio ¢ mantiveram a viabilidade até 82 ¢ 52 més,

respectivamente.

Palavras chaves: Neisseria, Conservagio, Meio Semi-Sélido

As espécies de Neisseria patogénicas para o
homem sfo conservadas classicamente através do
processo de liofilizacdo ou do congelamento a
-70°C. Cody (Health lab. Sci. 15:206-209, 1978.)
comenta o insucesso de duas outras técnicas, ma-
nutengdo em 4gar inclinado a 37°C (5) e no meio
de Thayer-Martin para transporte (Cross. R.C. ¢
col. Appl. Microb. 20: 281, 1970) e demonstra a
eficiéncia do uso do 4gar inclinado quando a tem-
peratura é mantida a 30°C. Até entfio, estas foram
as técnicas encontradas na bibliografia consultada.
Dentre elas, trés sdio consideradas eficientes, porém
lodas implicam na aquisi¢fio de equipamentos one-
10S0S.

Diante do exposto ¢ considerando as limi-
taghes da maioria dos laboratérios nos paises em
desenvolvimento, este trabalho teve por objetivo
desenvolver uma metodologia eficiente e de baixo
custo para a manutengao das amostras de meningo-
€OCO € gonococo.

Para a realizacfio desta técnica foi preparado
um meio semi-s6lido a partir do caldo Mucller-
Hinton (Merck) com 0,5% de agar (Difco) ¢ 0,5%
de gelatina (Difco). O meio foi adicionado de 3%

de hemdcias de carneiro e mantido em banho de
dgua a 80°C por 15 minutos. Em seguida foi res-
friado a 56°C e enriquecido com suplemento VX
(Laborclin) para a concentragfio final de 1% (Meio
Semi-Sélido Enriquecido — MSE). O meio com-
pleto foi distribuido, assepticamente, em quanti-
dades de 3,5 ml, em tubos (14x140 mm) com tam-
pa de borracha ¢ foram mantidos por 18 horas a
36°C para testar a esterilidade.

Para comparar a cficiéncia do meio MSE fo-
ram também utilizados neste experimento o dgar
chocolate inclinado, ACI, (Cody, R.M., Health
Lab. SAci. 15:206-209, 1978) e o tryptic soy
broth com 50% de soro inativado de coelho,
TSBS, (Morelli e colab. Manual clinical Micro-
biol. 4th ed. p.176-192, 1985). Os meios MSE ¢
ACI, foram conservados em geladeira, por um
periodo médximo de 20 dias, e 0 TSBS em "freezer”
(-20°C) por até 2 meses.

Os mcios MSE, ACI ¢ TSBS foram testados
com 10 cepas de gonococo ¢ 10 cepas de meningo-
coco do sorogrupo B (3 pertencentes ao sorotipo
B:4:P1-16, 2 ao sorotipo B:8:nt, 1 ao sorotipo
B:4:P1-15, 1 ao sorotipo B:4:nt ¢ 3 nio foram

Universidade Federal de Santa Catarina, Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Centro de Ciéncias
Biolégicas Caixa Postal 476 - 88.049 - Florianopolis - SC
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submetidas a tipagem soroldgica), isoladas a partir
de secregio uretral e do liquido cefalorraquidiano,
respectivamente, As amostras foram semeadas em
agar chocolate suplementado (suplemento VX, La-
borclin), usando-se como base o dgar GC (Difco),
e incubadas em condigbes de microaerofilia (5-
10% CO2) a 36°C por 24 a 48 horas. Apos o cres-
cimento, as colbnias foram suspensas em solugiio
salina estéril até atingir uma turvagfo correspon-
dente a0 tubo n® 2 da escala McFarland (6.108
UFC/ml). O inéculo para todos os meios foi
conslituido de duas gotas da suspensio, recém pre-
parada, distribuidas com pipeta de 1,0 ml (aproxi-
madamente 100u1).

Ap6s a semeadura, as bactérias foram incuba-
das durante 18 horas a 36°C, em ambiente de aero-
biose. Posteriormente, a superficie do MSE e do
ACI foi coberta com 2,0 ml de 6leo mineral (Ico-
pral) e os tubos foram mantidos & temperatura am-
bientc ¢ ao abrigo da luz. No caso do TSBS, os tu-
bos foram congelados a -20°C.

A viabilidade das amostras {oi testada a cada
10 dias durante 2 meses, ¢ a seguir mensalmente
até o 82 més. O meio utilizado para o replique e as
condigdes de cultivo foram as mesmas descritas
para a obtengfio do in6culo.

Sempre que se fez necessdrio testar a pureza
das amostras, foram repctidos os testes realizados
para identificacio das necisserias (bacterioscopia
pelo Gram, prova da oxidase ¢ utiliza¢fio de carboi-
dratos).

Os resultados obtidos no presente experimento
sfio apresentados na figura 1. Como pode-se notar,
100% das amostras de meningococo permaneceram
vidveis até o 82 mé&s no MSE (apés este periodo a
preservagio das mesmas nio foi avaliada), enquanto
que para 0$ £Onococos esta mesma porcentagem de
viabilidade foi conscguida somente até o 52 més,
baixando para 40% no 6 més ¢ 10% no 7° més.
No ACI, as amostras de meningococo retiveram
100% de viabilidade até o 4° més, 50% alé o 5°
mes e 40% até o 8° més (apds este periodo a

prescrvagiio das mesmas néo foi avaliada) ¢ as de
gonococo permancceram uniformemente vidveis
até o 5° més. Em TSBS, as amostras foram
mantidas vidveis durante um intervalo de tempo
bem menor daquelc observado com o uso dos
outros dois meios. Foram rccuperadas 90% das
amostras de meningococo até o 10° dia, 30% até o
20° dia e 10% até o 40° dia. Somente 20% das
amostras de gonococo permancceram vidveis até o
20° dia.

De acordo com os resultados, as amostras de
Neisseria foram mantidas vidveis durante um maior

Rev. Microbiol., Sdo Paulo,21(4), 1990
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FIGURA 1 - Representagio grifica da viabilidade das
amostras de Neisseria nos meios testados.

intervalo de tempo quando foram estocadas em
meio semi-sélido ou s6lido, a temperatura am-
biente, em relagdo ao meio liquido a -20°C. Entre-
tanto, comparando-se a manuten¢fio das amostras
no MSE com rela¢fio ao ACI, 60% das de menin-
gococo e 40% das de gonococo permaneceram por
mais tempo vidveis no MSE do que no ACI e,
para as demais amostras , o tempo de viabilidade
foi semelhante, para cada espécie. O maior tempo
de viabilidade obtido com o uso do MSE pode estar
relacionado com a presenca do amido (Davis ¢ co-
lab. Microbiologia, 2% ed. p.887-889, 1979) no
caldo Mueller-Hinton e com a consisténcia semi-
solida deste meio. Porém, deve-se salientar que o
tipo de indculo ¢ a cobertura da superficie do meio
com 6leo mineral (Cody, R.M., Health Lab. Sci.
15:206-209, 1978), comuns a ambos 0s meios,
também devem ter contribuido para a obtengfio dos
presentes resultados. Com relagiio ao TSBS, a tem-
peratura de congelamento utilizada poderd ter sido
o principal fator do insucesso. Algumas das amos-
tras testadas nfio foram recuperadas jd no 10° dia de
estocagem e no 50° dia todas ja haviam perdido a
viabilidade. Sendo assim, nfio € recomendado o uso
deste mcio para este fim, nas condi¢des em que foi
realizado o presente experimento.
Os resultados deste trabalho demonstraram que
o MSE foi o mais eficiente na manutencio das
amostras testadas. Com o uso deste meio, nas con-
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dicOes descritas € possivel manter vidveis as amos-
tras de neisseria de maneira simples e econdmica.
Assim, esta metodologia representa uma alternati-
va as técnicas tradicionais onde sfio empregados
equipamentos dispendiosos. Desta forma sugeri-
mos que este meio também seja utilizado em
outros laboratérios e, inclusive seja testado para
outras espécies de dilicil manutengo.
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SUMMARY

A new medium (MSE) for the
preservation of Neisseria.

A new medium was developped for the main-
tenance and storage of specics of Neisseria patho-
genic to humans. Ten isolates of meningococci
and 10 of gonococci were stored in the media. All
isolates of meningococci maintained viability in
the media for a period of 8 months while the gon-
ococci isolates maintained 100%, 40% and 10%
viability for a periods of 5 months, 6 months and
7 months, respectively.

Key words: Neisseria, maintcnance, new culture
medium.
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ERRATA

No trabalho de Cactano-Pisciottano, M.N.,
Alves, A.J,, Simeon de Buochberg, M., Atisso,
M., Zuccarelli, M. & Dusart, G. — "Atividade
de trés ureidopenicilinas sobre bacilos Gram
negativos isolados no Reeife", publicado na
Revista de Microbiologia, Sdo Paulo, 20(4):
396-401, Out/Dez. 1989, ficaram faltando as
tabelas 1 ¢ 2 apresentadas abaixo ¢ ao lado.

Tabela 1 - Relagdo das 123 cepas testadas

Espécies ou Géneros Numero de Cepas
Escherichia coli 50
Shigella (1 8. sonnei, 2 S. flexner) 3
Salmonella (2 S. typhi, 2 S. spp) 4
Citrobacter freundii 3
Klesbsiella (12 K. pneum., 2 K. oxytoca) 14
Enterobacter (8 E. cloacae, 3 E. aerogenes,

1 E. agglomerans) 12

Hafnia alvei
Serratia liquefaciens

—

Proteus — Providencia (14 Proteus indole -, 7
Proteus indole +, 2 P. stuartii)
Pseudomonas aeruginosa
Aeromonas hydrophila
Plesiomonas shigelloides
Acinetobacter calcoaceticus

— s D

TABELA 2 - Valores extremos obtidos com a azlocilina, a mezlocilina e a piperacilina, e valores de CIM ¢ CBM
capazes de inibir 50 e 90% das amostras testados e percentagens das cepas resistentes.

Valores das CIM Valores das CBM % de cepas
Cepas em pg/ml . em Ug/ml resistentes

ANT Extremos 50% 90% Extremos 50% 90%
AZL 4—>128 565 >I128 4_>128 58  >128 - 16
Escherichia coli MZ 0,125 — 8 0,80 3,6 0,50~ 16 094 5,7 0
N =130 PIP 0, 50 — >128 0,82 100 0,50 — >128 1 >128 6
AZL 4 —>128 12 56 4 — >128 14,3 >128 17,9
Groupo K.E.S. MZ 0,50 — 16 2.8 7.8 1— 16 3,1 9 0
N=28 PIP 0,25 —>128 2,2 >128 0,50 — >128 2,9 »>128 17,9
AZL 0,50 —>128 2,46 34 1—>128 35 82 4,3
Proteus Providencia MZ 0,125 — 32 0,60 2,9 025— 64 0,96 3,41 0
N=23 PIP <0,03 — 64 0,235 1,6 <003 — 64 0,38 3,5 0
Shigella AZL 2 —>128 4 — >128 33,3
N=3 MZ 025 — 8 050 — 8 0
PIP 0,25 — >128 0,25 —>128 33,3
Citrobacter AZL 8§ — 16 8§ — 16 0
N=3 MZ 2 — 2 2 — 4 0
PIP 1 — 1 1 — 2 0
Salmonella AZL 8§ — 16 8§ — 16 0
N=4 MZ 2 — 4 4 — 4 0
PIP I — 2 2 — 4 0
Pseudomonas AZL 4 — 16 § — 32 0
aeruginosa MZ 16 — 32 16 — 32 0
N=9 PIP 2 — 4 4 — 8 0
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