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ANALISE MICROBIOLOGICA

DE ACIDO

NICOTiNICO E TRIGONELINA

EM CAFES BRASILEIROS

Elma N. Suassuna de OLIVEIRA (1), Kozué Kizawa(l) & Betinha CAMPOS (2)

RESUMO

Fez-se uma anélise microbiolégica de 4cido nicolinico e trigonelina em
15 variedades de cafés brasileiros, fornecidos pelo Instituto Brasileiro do Café, atra-
vés de sua Estagio Experimental de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo. O doseamento
foi efetuado nfio s6 na semente ou endosperma do fruto, como no material comu-
mente conhecido como casca e polpa, e que engloba o epicarpo, mesocarpo e endo-
carpo do fruto. Os vesultados obtidos foram, em média, de 6,7 mg de A4cido
nicotinico por 100 g de semente ¢ de 3,9 mg de acido nicotinico por 100 g de casca
e polpa. Registrou-se para a trigonelina teores bastante elevados. O valor médio
para semente, situa-se em 773,4 mg% e para a casca e polpa correspondente a
3394 mg% . Os dados foram analisados estatisticamente e comparados com aque-
les obtidos por outros estudiosos do assunto, concluindo-se que o café brasileiro,
de um modo geral, se apresenta bastante rico em relacio ao seu contetido em

acido nicotinico e trigonelina,

INTRODUCAO

O elevado teor de acido nicotinico, presente
no café, tem despertado o interesse de varios
pesquisadores, dada a importancia dietética
que apresenta, Assim sendo, grande parte
do suprimento diario da vitamina, nos pai-
ses em que a populagdo consome café em
quantidade & feito através desta fonte, con-
forme verificaram TEPLY & col?' no café
das ragbes das Forcas Armadas dos Estados
Unidos; CravioTo & col.” no café mexicano;
Bressant & NAVARRETE ® no café da Amé-
rica Central e DauM ® no café venezuelano.
Entretanto no Brasil, onde a indastria cafe-
eira constitue um dos principais esteios eco-
ndémicos, destacam-se apenas os trabalhos de
Carvarmo ® ¢ de ArRaUJO & coll. O pri-
meiro estudou a interferéncia de luz e som-
bra sobre os cafeeiros correlacionando-a com
o teor de acido nicotinico presente nos fru-
tos, ¢ o segundo analisou o Acido nicotinico
em amostras de café bhebida, pronto para
consumo.

As propriedades fisiolégicas da trigonelina
sfo bastante discutiveis, Mover & DuVie-
NEAUD ' contestaram a capacidade da tri-
gonelina em evitar a infiltracio gordurosa
no figado e a formagfo de rins hemorragi-
cos em ratos, mas observaram também a sua
incapacidade de atuar como fator antipela-
groso. Esta Gltima assertiva foi confirmada
por Krerr & col**., Entretanto, Foa &
GLICKERMAN ° verificaram que a administra-
¢do oral da wrigonelina a humanos, no era
seguida por significante aumento de Aacido
nicotinico na excre¢io uriniria. Recente-
mente, JosHr & HANDLER *? relataram que
a utilizacio da trigonelina por Torula cre-
moris e por brotos de ervilha estd relacio-
nada com a biossintese de NAD e NADP.
No caso da levedura ocorria uma desmetila-
cdo oxidativa, enquanto que, o mecanismo
de desmetilagio dos brotos de ervilha nfio
foi estabelecido. Alids, a propria férmula
estrutural da trigonelina, que é a metil-be-
taina do Acido nicotinico, sugere fortemente
que a formacdo de &cido nicotinico & partir

(1) Instituto de Bioquimica da Universidade Federal do Parané e Instituto de Biologia e Pesquisas

Tecnologicas

(2) Escola de Florestas da Universidade Federal do Parand
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da trigonelina seja resultante de uma desme-
tilagéo *°.

A presenga da trigonelina no café foi re-
ferida a primeira vez por POLSTORFF ™ e
por GORTER ** em 1910. Moores & GRE-
NINGER ¥ admitem que a trigonelina, encon-
trada no café, possa ser considerada como
fonte de piridina e, realmente, HucHEs &
SmiTH Y, aquecendo trigonelina entre 130 e
290°C, obtiveram como produtos de decom-
posigio piridina e 4cido micotinico. ldénti-
cos resultados foram obtidos pelo aquecimen-

to de cristais dc trigonelina isolados de café
verde, com um rendimento de 2,1 a 5,8%
de Acido nicotinico ™. BARBIROLI® compro-
vou experimentalmente o exposto usando o
proprio café como matéria prima, verifican-
do que, efetuando a torragio do café entre
260 a 270°C, detectava-se 20 a 40% de
piridina como substancia volatil e 10%
de acido nicotinico.

No presente trabalho efetuamos a analise
microbiolégica de acido nicotinico e trigone-
fina em 15 variedades de calés brasileiros.
Considerando-se a importdncia metabélica
do 4cido nicotinico como vitamina consti-
tuinte de duas coenzimas vitais, como s@o a
Coenzima I (difosfopiridinonucleotideo) e a
Coenzima Il  (trifosfopiridinonucleotideo),
justifica-se, plenamente, o interesse em ave-
riguar o seu teor em alimentos. No que diz
respeito & trigonelina, motivamos a sua de-
terminacdo no café verde, acreditando na
sua importancia como contribuinte ao sabor
e aroma do café, no seu possivel significado
hiolgico e pela sua transformacio em acido
nicotinico apds o processo de torragao.

As anilises foram feitas nfo s6 na semen-
te propriamente dita, bem como na polpa
do café, considerando que, além da sua uti-
lizagdo como adubo em plantacbes de café,
tem sido aventada a hipdtese da utilizagéo
da polpa como ragfo para o gado*® e para
aves ',

MATERIAL E METODOS

As amostras de café foram fornecidas pelo
Instituto Brasileiro do Café, através sua Es-
tacio Experimental de Ribeirdio Preto, S&o
Paulo, e representam as principais varieda-
des de caleeiros cultivados pela grande maio-
ria dos nossos fazendeiros. As amostras sdo
em namero de 15, relacionadas a seguir: San
Bernardo, Laurina, Sumatra, Nove Mundo
(Linhagem Cp-379-19), Nacional, Caturra
Vermelho, Mundo Novo (linhagem Cp-376-
~A), Murta, San Ramén, Purpuraceus, Bour-

E,

N. 8. & col.

bon Vermelho, Amarelo de Botucatu, Cera,
Bourbon Amarelo de Jat e Caturra Ama-
relo.

Tanto o acido nicotinico como a trigoneli-
na foram dosados microbiologicamente utili-
zando-se como organismo revelador a leve-
dura Torule cremoris (Candida pseudotropi-
calis) n.? 2897, segundo preconiza o método
introduzido por WILLIAMS 22,

O fruto do café foi inicialmente secado
em estufa a 37°C, durante 12 horas e tritu-
rado- em-liquidificador: A --mistura - assim
obtida foi separada manualmente em dois
tipos de fragmentos: um denominado “se-
mente”, correspondente as améndoas, albu-
mens ou endospermas do fruto, envolvidos
pela pelicula argéntea ou espermoderma; e
outro foi denominado “casca e polpa” com-
preendendo o epicarpo, mesocarpo e endo-
carpo ou pergaminho. Impossibilidade téc-
nica nos impediu de separar o pergaminho,
entretanto cremos que isto nfo tenha inter-
ferido nas dosagens, visto ser o pergaminho
constituido apenas por uma camada cartila-
ginosa ”. O teor de acido nicotinico total foi
obtido a partir destes materiais submetidos
a hidrélise alcalina, conforme recomenda o
método de WiLLiams *2. A analise da trigo-
nelina foi feita usando-se solugfio aquosa dos
materiais, e a partir desta solugfo, obteve-se
os valores de acido nicotinico e trigonelina
conjuntamente.  Por subtra¢iio dos valores
obtidos para o acido nicotinico total, reve-
lam-se os teores correspondentes & trigoneli-
na presente numa proporcdo de 91,5% do
valor real. Consequentemente, estes valores
foram submetidos a um fator de corregéo,
dando o resultado do teor real da trigonelina
presente no material analisado.

Todas as publicagdes citadas e discutidas
no presente trabalho foram realizadas com
semente verde de café, Nos preferimos a
designacio de “semente seca”, visto que, bio-
logicamente, o material usado ndo era verde,
no sentido estrito da palavra, e sim o grio
de café maduro, seco e nfio torrado.

Os resultados expostos representam, pelo
menos, 3 dosagens concordantes, correspon-
dendo a cada uma o valor médio de 5 deter-
minacgdes, em duplicata. Os resultados sfo
apresentados em miligramas dos fatores ana-
lisados por 100 g de matéria-prima.

RESULTADOS

1. Acido nicotinico: A Tabela | expde os

resultados encontrados para o acido ni-
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cotinico em “‘semente” e “casca e polpa” das
15 variedades de café analisadas.

Conforme esta exposto na Tabela I, veri-
fica-se que na semente os teores de acido ni-
cotinico oscilaram entre um minimo de 2,9
mg % na variedade Caturra Amarelo, a um
méaximo de 11,5 mg% na variedade San
Bernardo. A média foi de 6,74 mg%. Tal
como para a semenle, os teores de acido ni-
cotinico encontrados na casca e polpa, reve-
laram-se minimos na variedade Caturra
Amarelo (1,2 mg% ) e méiximo na variedade
San Bernardo (7.8 mg%). A média esta
situada em 3,92 mg%.

Com os dados expressos em miligrama
de acido nicotinico por 100 g de café, foi
feita a analise da variancia, com os resulta-
dos expostos na Tabela II.

Conforme se verifica pelo Quadro da Ana-
lise da Variancia, houve um efeito signifi-
cativo ao nivel de 1% tanto para a localiza-
¢do quanto no relativo as variedades. As
médias de localizacio foram:

6,74 + 0,27 mg%
3,92 + 0,27 mg%

Semente  .........

Casca e polpa ....

A diferenca minima significativa calcula-
da pelo método de Tuckey ao nivel de 1%
de probabilidade foi = 1.14.

Tendo em vista o que se constata pela
Andlise da Varidncia, hi uma diferenga
quanto aos teores de acido nicotinico contido
na semente, e na casca e polpa.

As médias relativas as variedades, afetadas
de um erro padrio da média x = 0.73
mg % , estdo expostas na Tabela I.

A diferenca minima significativa calcula-
da pelo método de Tuckey ao nivel de 1%
de probabilidade foi = 4,98,

A Tabela 111 expbe comparagbes entre os
nossos resultados e aqueles obtidos por outros
estudiosos do assunto.

2. Trigonelina: Tanto a semente de café,
propriamente dita, como o material de-
nominado casca e polpa, apresentam-se bas-
tante ricos em seu contetido de trigonelina,
conforme estd exposto, na Tabela 1V.

Conforme se verifica na referida Tabela,
os teores de trigonelina, presentes na semen-
te, variam de 327,7 a 1.175,0 mg por 100 g
de matéria-prima, correspondentes respecti-
vamente as variedades Novo Mundo (Cp-
-379-19) e Murta. O valor médio situa-se
em 7734 mg%. Os teores de trigonelina

presentes na casca e polpa oscilam entre
177,6 mg% na variedade Sumatra e 553,1
mg% na variedade Mundo Novo (Cp-376-
-A), estando o valor médio situado em
339,4 mg%.

Com os dados originais expressos em uni-
dades mg% foi feita uma Andlise da Va-
ridncia seguindo o esquema tratamentos e
blocos casualizados, com os resultados expos-
tos na Tabela 1.

Conforme se verifica pelo quadro da Ana-
lise da Variincia, houve um efeito significa-
tivo ao nivel de 1% tanto para localizagdo,
quanto entre as variedades. As médias de
localizagio foram:

..o 773,45 + 29,19 mg%
339,49 =+ 29,19 mg%

Semente

Casca e polpa ...

A diferenca minima significativa calcula-
da pelo método de Tuckey ao nivel de 1%
de probabilidade foi = 122,89.

Como se demonstra pela Anilise da Va-
ridncia, as médias de localizacio também
apresentam diferenca significativa pelo mé-
todo de Tuckey.

As médias relativas as variedades, afeta-
das de um erro padrdo da média s x =
= 78,92 mg% estdo expostas na Tabela IV.

A diferenca minima significativa calcula-
da pelo método de Tuckey ao nivel de 1%
de probabilidade foi = 122,89,

Como se demonstra pela Andlise da Va-
ridncia, as médias de localizagdo tambhém
apresentam diferenga significativa pelo mé-

todo de Tuckey.

As médias relativas as variedades, afeta-
das de um erro padrio da média s x =
= 78,92 mg% estio expostas na Tabela IV.

A diferenga minima significativa calcula-
da pelo método de Tuckey ao nivel de 1%
de probabilidade foi = 563,44.

Torna-se necessario ainda salientar que no
dosamento que efetuamos na casca e na pol-
pa do fruto do café, material que, na indus-
trializagfio normalmente é desprezado, regis-
tramos valores equivalentes a metade, sendo
iguais, aqueles encontrados na semente pro-
priamente dita, tanto no que se refere ao
conteado em 4acido nicotinico como em frigo-
nelina, como se pode ohservar pelas Tabelas

IelV,
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DISCUSSAO

Estatisticamente, conclui-se que, em se
tratando de 4cido nicotinico, a variedade San
Bernardo difere das variedades San Ramén,
Cera, Mundo Novo (Cp-379-19), Nacional,
Amarelo de Botucatu, Bourbon Vermelho e
Caturra Amarelo e Vermelho, nfo diferindo
das demais. A variedades Sumatra difere
das variedades Amarelo de Botucatu, Bour-
bon Vermelho e Caturra Amarelo e Verme-
lho. As variedades Laurina, Mundo Novo

(Cp-376-A). ¢ Murta, diferem apenas da va-..

riedade Caturra Amarelo. Em relacio a tri-
gonelina, conclui-se que, apenas Murta e
Mundo Novo (Cp-376-A) diferem de Mun-
do Novo (Cp-379-19).

Considerando-se o conteido do café em
acido nicotinico, os nossos resultados revela-
ram-se mais elevados que os obtidos por
Cravioto & col”, BarBirori1i? e HucHES
& SmitH ' que estudaram amostras de café
brasileiro rotulado como “Santos”. Outros-
sim, também encontramos diferencas para
mais, nos dados por nés obtidos quando com-
parados com aqueles citados por BRESSANI
& NAVARETTE ® para o café da América Cen-
iral e por TepLy & PRIER 2° para o café ser-
vido em restaurantes do médio oeste dos
Estados Unidos. Por outro lado, os teores
que encontramos mosltraram-se mais baixos
do que aqueles apresentados por TeErLY &
col.?* para o café usado nas ragdes das For-
cas Armadas dos Estados Unidos. No que
diz respeito ao conteido de 4cido nicotinico
na polpa do café, nossos dados vém compro-
var resultados anteriores obtidos por BrEs-
saNI & col* no café venezuelano, os quais
encontraram valores correspondentes a 2,2
mg de acido nicotinico por 100 g de polpa
Gamida e 16,1 mg de &cido nicotinico por
100 g de polpa seca.

A diferenga para mais encontrada nos
nossos trabalhos, em comparagio com dados
obtidos por outros pesquisadores, pode ser
explicada por diversas hipéteses, das quals
destacamos duas. A primeira relaciona-se
com o microrganismo revelador, a Torula
cremoris mostra-se capaz de utilizar trigo-
nelina como substncia precursora na sin-
tese de acido nicotinico. O autor do método
de dosagem empregado * declara que esta
interferéneia é eliminada durante a prepara-
¢do dos extratos pela hidrélise alcalina. Ve-
rificamos em um estudo comparativo entre
os métodos de dosagem de 4cido mnicotinico,
empregando como microrganismos revelado-
res, a Torula cremorts e o Lactobacillus ara-
binosus que, quando a matéria-prima a ser

usada era café, os resultados obtidos com a
levedura davam sempre valores mais eleva-
dos do que os obtidos com o bacilo®. A
segunda hipétese seria a adinissio de que o
café brasileiro apresenta um teor mais ele-
vado de acido nicotinico. BrEssant & Na-
VARETTE * afirmam que o leor de 4cido nico-
tinico estd intimamente relacionado com a
variedade de café. FEucontramos enire as
variedades estudadas, intmeras que apresen-
tam teores de acido nicotinico analogos aque-
les obtidos por outros investigadores. Neste
caso;-enquadramsse~as—variedades~Nacional;
Caturra Vermelho, Bourbon Vermelho, Ama-
relo de Botucatu e Caturra Amarelo. Outras
variedades, tais como San Bernardo, Lauri-
na, Mundo Novo (Cp-376-A), San Ramén,
Purpuracens, Bourbon Amarelo de Jad e
Murta, apresentam um teor bem mais eleva-
do. Desde que as amostras em estudo sdo
oriundas de uma Estagdo Experimental, onde
os cafeeiros sdo cultivados em condigbes con-
troladas e homogéneas, podemos acreditar
que estas oscilagBes sejam devidas primaria-
mente & varledade. As diferencas encon~
tradas entre linhagens de uma mesma varie-
dade, ou seja, as linhagens Cp-376-A e Cp-
-379-19 da variedade Mundo Novo, vém re-
forcar a segunda alternativa,

Nossos resultados, em relagfio & trigoneli-
na, estio de acordo com os citados pela lile-
ratura especializada. Assim sendo, NoTt-
BOHM & MAYER Y referem-se a um teor de
0.43% de trigonelina em amostras de café
de Santos, enquanto gque Srorra & Neis-
SER ' registram teores oscilande entre um
minimo de 0,8% a um miximo de 1,2%.

SUMMARY

Microbiological assays of nicotinic acid and
. g . . g
trigonelline in brazilien coffees.

Microbiological assays of nicotinic acid
and trigonelline were made in fifteen dif-
ferent kinds of brazilian coffees supplied by
the “Instituto Brasileivo do Café”, through
its Experimental Section of Ribeirdo Preto,
S&o Paulo.

The assays were made in the seed or
endosperme of the fruit, rind and pulp, which
compose the epicarp and endocarp of the
fruit.

The results averaged: 6,7 mg% of nicoti-
nic acid in the seed and 3,9 mg% nicotinic
acid in the rind and pulp.

For trigonelline, the average values in the
seeds were 773,4 mg% and 3394 mg%, in
the rind and pulp.
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these results with those obtained by others
investigations demonstrated that the brazi-
lian coffees generally had a higher content
of nicotinic acid and trigonelline, than that
established in most data available,

Os autores agradecem ao Dr, Luiz José
Bove Kesikowski a colaboragiio quanto a ana-
lise estatistica dos dados e & Srta. Roseli
Aparecida Rocha pela assisténcia técnica.

TABELA I

Teor de &cido nicotinico em 15 variedades de café do Brasil

Acido nicotinico (mg/100 g)
Variedades

Semente Casca e Polpa Total Médias
San Bernardo 11,50 7,80 19,30 9,65
Laurina 10,60 5,40 16,00 8,00
Sumatra 10,70 6,10 16,80 8,40
Mundo Novo (Cp-379-19) 4,70 3,20 7,90 3,95
Nacional 5,30 2,40 7,70 3,85
Caturra Vermelho 4,30 2,00 6,30 3,15
San Ramon 4,90 4,00 8,90 4,45
Purpuracens 5,00 4,70 9,70 4,85
Bourbon Vermelho 4,40 2,00 6,40 3,20
Amarelo de Botucatu 4,70 1,90 6,60 3,30
Céra, 3,20 2,90 8,10 4,05
Bourbon Amarelo de Jau 8,30 3,60 11,90 5,95
Caturra Amarelo 2,90 1,20 4,10 2,05
Mundo Novo (Cp-376-A) 9,80 5,30 15,10 7,55
Murta 8,90 6,20 15,10 7,55

TABELA II

Andalise da variancia dos dados obtidos para acido nicotinico e trigonelina em
15 variedades de café do Brasil
1. Acido nicotinico
Causas de variacio Graus de liberdade | Soma dos quadrados | Quadrados médios il

]
|
i
|
g
|

Localizacéo 1 59,64 59,64 55,74+ +
Variedades 14 152,72 10,91 10,20+ +
Residuo 14 14,98 1,07
Total 29 227,34
F(1714) 1% = 8,86 Coeficiente de variacio = 19,329% F (14,14) 1% = 3,70
2. Trigonelina
) |
Causas de variacio Graus de liberdade [Soma dos quadrados | Quadrados médios by
i
Localizacio 1 1.412.453,00 1.412.453,00 111,214+
Variedades 14 862.763,70 61.625,98 4,85+ +
Residuo 14 177.810,64 12.700,76
Total 29 l 2.453.027,34
F(1’14) 1% = 8,86 Coeficiente de variacfio = 10,183% F(14,14)1% = 3,70
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TABELA III

Teores de Acldo nicotinico presentes em café verde, segundo varios pesquisadores
% Qg resultados destes trés trabalhos referem-se ao café brasileiro rotulado como “Santos”.

Referéncia Aai?g/%?tlglco Método empregado
Teply & col* 17,0 Microbiolégico
(Lact. arabinosus)
*Hughes & Smith 2,7 Quimico
=Cravioto & colt 1,2 Microbiolégico
(Liact: arabinosus)
Daum ¢ 1,2 — 6,7 Microbiolégico
(Lact. arabinosus)
Bressani & Navarrete? 1,0 Microbiolégico
(Lact. arabinosus)
*Barbiroli? 3,0 Cromatogréafico
Oliveira & col. (dados 6,7 Microbioldgico
presentes) (Torula cremoris)
TABELA IV
Teor de trigonelina em 15 variedades de café do Brasil
Trigonelina (mg/100 g)
Variedades
Semente Casca e Polpa Total Médias
San Bernardo 847,20 353,80 1.201,00 600,50
Laurn»la 610,70 280,10 890,80 445,40
Sumatra 394,40 177,60 572,00 286,00
Mundo Novo (Cp-379-19) 327,70 179,90 507,60 253,80
Nacional 598,20 179,00 777,20 388,60
Caturra Vermelho 792,00 415,60 1.207,60 603,80
San Ramon 640,30 404,30 1.044,60 522,30
Purpuracens 871,10 519,70 1.390,80 695,40
Bourbon Vermelho 1.082,00 438,00 1.520,00 760,00
Amarelo de Botucatu 833,10 362,80 1.195,90 597,95
Céra 674,50 229,60 904,10 452,05
Bourbon Amarelo de Jau 246,30 251,40 1.097,70 548,85
Caturra Amarelo 811,60 263,00 1.074,60 537,30
Mundo Novo (Cp-376-A) 1.097,30 553,10 1.650,40 825,20
Murta 1.175,40 484,40 1.659,80 829,90
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COM ANTIBIOTICOS E SUA ACAO EM XYANTHOMONAS CAMPESTRIS

M. A. Lemos (1), R, N. NEpER (2) & J. L. AZEVEDO (3)

RESUMO

Linhagem de Xanthomonas campestris sensivel a aurcomicina e estreptomicina
e dois mutantes resisientes a cada um destes antibiGticos foram inoculados em
sementes tratadas com estes antibi6ticos. Fol estudada também a inibicio destas
linhagens por sementes lratadas. O mutante resistente a estreptomicina nfo foi
inibido nem eliminado em sementes tratadas com este antibidtico. O mutante resis-
tente a aureomicina foi inibido e eliminado por concentraciio de aureomicina iguais
ou superiores a 16 pg/ml.  Os resultados indicam que a aureomicina é um anti-
bidtico efetivo contra a X. campestris. As linhagens mutantes mostraram-se viru-
lentas ¢ mantiveram os mesmos niveis de resisténcia inclusive apés passagem pelo

CAPITATA

hospedeiro.
auromicina é discutido,

O perigo do aparecimento a longo prazo de mutantes resistentes a

INTRODUCAO

A podridio negra causada pela bactéria
fitopatogénica Xanthomonas campestris é a
principal doenga que ocorre em cruciferas.
Em nossas condicdes, principalmente apés a
introdugfo de repolhos hibridos japoneses
que s@io extremamente susceptiveis a doenga,
ela tem causado prejuizos de monta. Como
medidas de controle tém sido recomendadas
a rotacfo de cultura, a introdugio de varie-
dades resistentes e o tratamento de sementes
com antibiéticos. Com relagdo a este dltimo
ponto, ha sempre o perigo de aparecimento
de mutantes resistentes aos antibidticos usa-
dos, a semelhanga do que ocorre em bactérias
patogénicas para o homem e animais .

O objetivo do presente trabalho foi o de
a partir de mutantes resistentes a dois anti-
bioticos, a aurcomicina e a estreptomicina,
inocular sementes e plantulas visando princi-
palmente estudar o comportamento dos mes-
mos em relagdo ao tratamento das sementes,
e, também seu grau de patogenicidade com-~
parado com o da bactéria sensivel original

de onde os mutantes se originaram. A esta-
bilidade da resisténcia nas linhagens mutan-
tes quando em contacto com plantulas foi
também estudada.

MATERIAL E METODOS

Linhagem e sementes usadas. A linhagem
de bactéria usada foi isolada de plantacio
de repolho hibrido de origem japonesa Shi-
kidori, da Segfio de Horticultura da FEscola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
em Piracicaba, Estado de Sio Paulo. Além
da linhagem original que era inibida por
concentragbes a 2 pg/ml tanto de aureomi-
cina como de estreptomicina, foram também
usados os mutantes resistentes a 8 pg/ml de
aureomicina e 2048 pg/ml de estreptomicina
adicionados ao meio liquido. Tais mutantes
serdio designados por XC-aur' e XC-strt,
respectivamente, A linhagem original, sen-
sivel aos dois antibidticos, serd designada
por XC. Os meios de cultura usados e os
métodos empregados na obtengdo dos dois

(1) Bolsista da CAPES, junto & Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de

S&o Paulo, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil

(2) Instituto Zimotécnico, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de S#o

Paule, Piracicaba, $io Paulo, Brasil

(3) Instituto de Genética, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao

Paulo, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil
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mutantes ja foram descritos em trabalhos
anteriores por AzEVvEDO®', AzEvipo & Mk-
NEZES °, e AzEVEDO & col*. Os antibiéticos
usados foram o sulfato de estreptomicina
(Fontoura Wyeth, S.A.) e o cloridrato de
clortetraciclina cristalina (Cyanamid Quimi-
ca do Brasil S.A.), os quais serfo designa-
dos, em todo o transcorrer do trabalho, por
estreptomicina e aureomicina, respectivamen-
te. As solugbes de antibioticos foram prepa-
radas, momentos antes de screm usadas, por
dissolucio dos mesmos no solvente apropriado.

Asgementes usadas foram “as “do hibrido
Natsumaki Risd, suscetivel & X. campestris.

Tratamento de sementes. As sementes foram
sempre tratadas com agua a 50°C por 30 mi-
nutos e deixadas secar ao ar em papel de
filtro, por 24 horas. O tratamento de semen-
tes por antibidticos seguiu o método descrito
por Krisiewicz & Pounp®. Para moderar
a acho fitotoxica dos antibidticos as semen-
tes foram mergulhadas, apds o tratamento
por 30 minutos, em solucdo de cloreto de
célcio 0,25M no caso da estreptomicina ¢
em solugio de fosfato de potassio monobésico
0,25M no caso da aureomicina.

Absor¢iio de antibiéticos pelas sementes e
sua agiio sobre a linhagem original e mutan-
tes. A tubos com 20 ml de meio solido,
liquefeito a 47°C, foi adicionado 1 ml do
inéculo, o meio foi vertido em placa e dei-
xado solidificar. As sementes foram Irata-
das, como j& descrito, com os dois antibioti-
cos nas concentragbes de 4; 8; 16; 32; 64;
128; 256; 512; 1024 e 2048 pg/ml. Com
pinca esterilizada as sementes foram coloca-
das sobre o meio contendo as bactérias. Cada
placa recebeu trés sementes tratadas em di-
ferentes concentragbes e para cada (rata-
mento e bactéria foram feitas trés repetigBes.
Sementes ndo tratadas com antibiéticos fo-
ram usadas conio conlrole,

Avaliagido do comportamento de sementes
tnoculadas artificialmente com linhagens da
bactéria.  Apés o tratamento com 4gua a
50°C como ja descrito, as sementes foram
inoculadas com a bactéria sensivel e os dois
mutantes resistentes, mergulhando-as em cul-
turas liquidas por 3 horas apés o que, elas
foram secas em papel de filtro ao ar, por
24 horas. As sementes foram em seguida co-
locadas com pinga esterilizada em placas de
Petri contendo 20 ml de meio de cultura
solido. Trés sementes foram colocadas por
placa, e, feitas trés repetigbes por tratamento.
As placas foram incubadas a 28°C e obser-
vou-se a presenca ou auséncia de crescimen-

to da bactéria até 18 dias apés a colocagio
das sementes.

Preparo do solo. Plantulas cresceram em
caixas de barro de 18 ¢m de comprimento
e largura por 16 ¢m de altura. O solo con-
sistiu de uma parle de terra roxa e uma
parte de esterco de curral peneirado. Esta
mistura foi sempre esterilizada em autoclave
com bastante antecedéncia a sua utilizacio.
Serviu como cobertura outra parte de ester-
co peneirado. Plantulas foram inoculadas
em uma camara Umida que consistia em

cobrir as caixas dentro de casas de vegeta-
¢do, com filmes de polietileno.

Inoculagiio das plantulas. A bactéria foi ino-
culada em frascos com 250 ml de meio lqui-
do e incubada por 96 horas a 28°C. A se-
guir, diluiu-se em agua destilada (1:1) e a
suspensdo fol inoculada por pulverizacdo nas
plantulas submetidas as condigdes da camara
umida por 24 horas, apdés o que, as plantu-
las permaneceram na cidmara Gmida por mais
24-36 horas. Como indculo foram usadas as
duas linhagens mutantes XC-aur® e XC-str”
além da linhagem XC. Toram usadas trés
caixas (60 plantulas) para cada linhagem.
O critério de avaliagdo da severidade da
doenca foi o de ToxEesai** modificado por
NEDER & col® que consistiu em dar notas
conforme a severidade da doenga: Nota 0:
plantulas sadias, sem sintomas externos ou
internos. Nota 1: vasos coloridos na regifio
do primeiro internodio sem outros sintomas
visiveis. Nota 2: vasos coloridos até a altura
da primeira folha com ao menos um foliolo
amarelecido. Nota 3: vasos coloridos até a
metade do comprimento do caule com duas
ou mais folhas amarelecidas. Nota 4: vasos
coloridos até proximo do ponteiro e maioria
de folhas murchas com exce¢iio do ponteiro.
Nota 5: plantas mortas ou com vasos colori-
dos e folhas murchas até o ponteiro.

Reisolamento e caracterizacio das bactérias
resistentes. Apos a avaliagiio da severidade
da doenga, 20 plantulas doentes inoculadas
com XC-aur® e 20 plantulas doentes inocula-
das com XC-str® foram usadas para o isola-
mento do patégeno e as bactérias isoladas
foram ensaiadas para resisténcia a 8 pg/ml
de aureomicina e 2048 pg/ml de estrepto-
micina, respectivamente.

RESULTADOS

[nibicio da bactéria sensivel e mutantes
resistentes pela.s sementes tratadas com os
antibidticos. Os resultados obtidos expressos
pelos diametros dos halos de inibigio estfio
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representados na Tabela I. Pelos resultados
pode-se constatar que a linhagem XC ja co-
megou a mostrar inibigo por sementes tra-
tadas com concentracdes de 8 pg/ml de es-
treptomicina e 4 pg/ml de aureomicina. O
mutante XC-str* nao foi inibido por semen-
tes em qualquer concentracio usada enquan-
to que o mutante XC-aur* foi inibido por
sementes tratadas com concentragbes iguais
ou superiores a 16 ug/ml

TABELA I

Inibicdo da linhagem sensivel e linhagens resis-
tentes a estreptomicina por sementes tratadas
com diversas concentracfes de antibidticos
(média de 3 experimentos)

TABELA II

Severidade da doenca em plantulas inoculadas
com a linhagem sensivel e linhagens resistentes
a aureomicina e estreptomicina (médias de
3 repeticdes)

i Porcentagem da
Inoéculo severidade da doenca

piee 73,0

. 79,8

XC-aurr 83,3

Concentracio Halos de inibicdo (mm)
de sementes tratadas com:
antibiético
(ng/ml) Estreptomicina Aureomicina
XC XC-strr XC XC-aurr
0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 1,5 0,0
8 2,6 0,0 2,8 0,0
16 2,8 0,0 5,4 3,8
32 3,0 0,0 6,5 5,2
64 3,3 0,0 9,0 8,0
128 3,8 0,0 10,2 8,6
256 4,6 0,0 12,0 9,0
512 7,6 0,0 12,8 11,0
1024 8,0 0,0 13,0 13,8
2048 12,2 0,0 15,7 17,3

Avaliagio do comportamento de sementes
inoculadas artificialmente com as linhagens
XC, XC-str* e XC-aur”. Os yesultados obti-
dos indicaram que enquanto a linhagem sen-
sivel (XC) foi eliminada, pois nao apresen-
tou crescimento nas placas onde foram co-
locadas sementes tratadas com as diversas
concentracbes de antibidticos usadas, o mu-
tante XC-str” apresentou crescimento a par-
tir de sementes tratadas até pela concentra-
¢do mais alta de estreptomicina usada. A
linhagem resistente a aureomicina (XC-aur®)
cresceu em semenies tratadas até com con-
centragdo de 8 wpg/ml mas nlo cresceu em
concentragbes superiores,

Avaliagio da severidade da doenga causada
pelas linhagens XC, XC-str” e XC-aur’. Os
resultados apresentados na Tabela IT indi-
cam que as trés linhagens continuam pato-
génicas, A anilise de varidncia apresentou
diferenca significativa ao nivel de 1% de
probabilidade para os tipos de inéculos usa-
dos, mostrando-se a linhagem XC-aur® mais
patogénica que as outras duas linhagens
usadas.

Reisolamento e caracterizaciio dos mutanies
resistentes ¢ estreptomicing e aureomicing.
As 20 linhagens de XC-str™ e as 20 linhagens
de XC-aur* continuaram resistentes a 2048
pg/ml e 8 wg/ml de estreptomicina e aureo-
micina, vespectivamente, indicando que a
resisténcia obtida “in vitro” manteve-se mes-
mo apds a passagem pelo hospedeiro.

DISCUSSAOQ

Sementes tratadas com antibibticos mos-
traram capacidade de inibir o crescimenta
da linhagem original sensivel aos dois anti-
bidticos. No entanto, o mutante resistente
a estreptomicina n@o foi inibido nem nas
mais altas concentragdes de estreptomicina
usadas no lratamento das sementes. A alta
resisténecia do mutante XC-str* mostra que
a estreptomicina ndo pode ser indicada para
o tratamento de sementes de repolho para o
controle da X. campestris. Como demonsira-
do por DEMEREC® para virias espécies bac-
terianas e por AZEVEDO * e AzEvepo & col*
especificamente para X. campestris, o mo-
delo de resisténcia a estreptomicina é o “de
um s6 passo” o que indica que o carater é
gualitativo.  Assim, mutacio em um fnico
gene pode conferir, imediatamente apés a
mutagdo, resisténcia a altas doses de estrep-
tomicina. Sendo a frequéncia de mutantes
resistentes a estreptomicina em X. campes-
tris de 1 em 1 X 10" bactérias® é de se
supor que espontanecamente outantes resis-
tentes possam aparecer tornando o tratamento
com estreptomicina ineficaz. Alids, resulta-
dos semelhantes foram obtidos por KrisiEwicz
& Pounp ® quando verificaram que o trata-
mento de sementes de repolho com estrepto-
micina ndo eliminou mutantes resistentes.

Com relagio a aureomicina, o mutante
XC-aur* foi inibido por sementes tratadas
em concentracbes superiores a 16 pg/ml
Isto indica que as dosagens, atualmente reco-
mendadas na pritica para tratamento de se-
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mentes de repolho (1.000 pg/ml, Surron
& Brir ™), sfo mais do que suficientes para
eliminar mesmo os mutantes resistentes, No
caso da X. campestris e de outras bactérias
o modelo de resisténcia é o chamado de
“miultiplos passos” o que significa que o
cardter é quantitativo, muitos genes estando
envolvidos para conferir resisténcia a altas
doses deste antibiético. No entanto, convém
salientar que a resisténcia natural da X. cam-
pestris parece estar aumentando provavel
mente por selecdo de mutantes mais resisten-
tes devido ao uso constante de aureomicina

X. campestris mantinham-se virulentos apés
até 7 transferéncias nas plantulas. No en-
tanto, outros autores citam casos em que
resisténcia a uma determinada droga causa
perda de viruléncia ® 12,

Em nosso caso este efeito pleiotrépico nio
foi verificado, pelo contrario, talvez uma
maior patogenicidade associou-se & resistén-
cia, especialmente no caso da aureomicina.
Também o reisolamento dos mutantes das
plantulas atacadas revelou que o nivel de re-
sisténcia manteve-se conslante mesmo apds

na tratamento de sementes. Assim, pelos
dados de Azevepo?* obtidos em 1960 e pu-
blicados em 1961, a resisténcia natural da
bactéria foi de 0,02 pg/ml, e a maior resis-
téncia obtida apés a utilizagdo da téenica
da placa gradicntc de BrysoN & SziBALSKI®,
em 7 transferéncias foi de 1 pg/ml®. No
presente trabalho, a resisténcia natural da
bactéria foi de 1 pg/ml e um mutante re-
sistente a 8 pg/ml foi obtido em apenas uma
iransferéncia em meio com aureomicina, Em-
bora os niveis de resisténcia ainda estejam
muito longe dos niveis usados em tratamento
de sementes, pode-se esperar que no futuro,
problemas possam advir pela presenca de
mutantes altamente resistentes. Talvez pos-
sa-se pensar desde j4 em uma associagio de
aureomicina mais outro antibidtico para que
a possibilidade do aparecimento de mulanles
resistentes seja diminuida ainda mais. Em-
bora ndo tenham sido feitos estudos poste-
riores com o mulante resistente & aurcomi-
cina, usada mno presente trabalho, pode-se
inclusive supor que fatores cpissdmicos, que
confiram alta resisténcia a drogas, estejam
envolvidos & semelhanga do que foi descrito
para enterobacteriaceas por diversos auto-
res 'lal.

Sementes inoculadas artificialmente com
a linhagem sensivel e mutantes resistentes
confirmaram o fato de que nfo houve eli-
minagho do mutante resistente & estreptomi-
cina, mesmo apds o lratamento de sementes
com este antibidtico, e que o mutante resis-
tente & aureomicina s6 foi eliminado a par-
tir de 16 pg/ml de aureomicina no trata-
mento de sementes.

Inoculagdo de plantulas com a linhagem
sensivel e com os mutantes resistentes revelou
que tanto a linhagem original como os mu-
tantes foram virulentos. Inclusive a linha-
gem XC-aur® mostrou ser a que mais severos
sintomas causou nas plantulas, Kuisiewicz
& Pounp® ja haviam mostrado que mutan-
tes resistentes a estreptomicina obtidos em

a passagem pelo-hospedeiro.
SUMMARY

Seed treatment of Brassica oleraceae var.
capttate with antibiotics and their action in
Xanthomonas campestris,

A non-resistant sirain, a streptomycin re-
sistant strain and a aureomycin resistant
strain of Xanthomonas campestris were studi-
ed in relation to the treatment of seeds of
Brassica oleraceae var. capitata with anti-
biotics.  The streptomycin resistant strain
was neither inhibited nor eliminated from
seeds treated with the drug. The aureomycin
resistant strain was however, inhibited and
eliminated from seeds treated with concen-
trations of aureomycin higher than 16 pg/ml
The results show that aurcomycin is an
effective antibiotic against X. campesiris.
The mutant strains were virulent and man-
tained the same levels of resistance even after
transfer through the host. The danger of the
appearance of aureomycin resistant strains
is discussed.
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OCCURRENCE OF ATYPICAL MYCOBACTERIA IN THE LYMPH
NODES OF APPARENTLY HEALTHY SLAUGHTERED CATTLE
IN SAO PAULO, BRAZIL

A. F. Pestana de CasTtrO (1) & Hisashi NEMoTO (2)

SUMMARY

Two hundred and fifty two mesenteric and mediastinic lymph nodes of
apparently healthy bovine from Sdo Paulo, Brazil, were examined for the presence
of atypical mycobacteria. Nineteen strains were isolated as follows: group II (3
strains), group III (14 strains) and group IV (3 strains).

Among group II strains one was M. scrofulaceum whereas among group III
9 were M. intracellulare and the remaining belonging to M. terrae complexor were
not identified. Serological tests according to Schaefer’s technique were carried out
with some of the pathogenic strains belonging to Runyon’s group III and the following

serological types were identified: III b, Dent, VII, Watson, VI and Chance. As
far as we know this is the first report on serological typing * of M. intracellulare
isolated in Brazil. Strains belonging to group IV were considered as saprophytic
based upon the results of their cultural and biochemical properties.

INTRODUCTION

Mycobacterium bovis is the most common
isolate from cases of tuberculosis in cattle
however much attention has been given in
other countries to the presence of atypical
mycobacteria among bovine ©

As far as human beings are concerned
there are several papers demonstrating that
atypical mycobacteria are very important on
account of pulmonary and extrapulmonary
diseases which may be caused by them*
Actually the four Runyons’s group may be
involved but it seems that groups I and III
ought to be viewed with more respect mainly
the latter, where it is included the avium-
Battey group whose infections are very dif-
ficult to be treated®.

Concerning mycobacterial infection of cat-
tle many papers have been published in
other countries® showing that not only Ru-
nyon’s group IlI infections may happen as
well as others due to mycobacteria belonging
to the remaining groups. In this country

except a very recent communication on the
occurrence of M. kansasi and M. intracellu-
lare (Battey-bacilli) among tuberculous bo-
vine * nothing has been published yet. Ho-
wever in this paper the author did not men-
tion serological typing of the isolates.

The purpose of this work is to report the
isolation of mycobacteria other than M. bovis
with special reference to the serological clas-
sification of some strains of M. intracellulare
isolated in Sdo Paulo, Brazil from the lymph
nodes of apparently healthy slaughtered
cattle.

MATERIAL AND METHODS

Two hundred and fifty two mediastinic
and mesenteric lymph nodes of apparently
healthy cattle were received from Swift
Slaughterhouse (Utinga, Sdo Paulo, Brazil)
in the second half year of 1971,

With to the exception of 3 materials with
characteristical lesions from which strains of
M. bovis could be isolated, the remaining

(1) Veterinarian of the “Instituto Biolégico”, SP, Brazil and Fellow of the “Conselho Nacional de

Pesquisas”

(2) National Institute of Animal Health, Kodaira, Tokyo, Japan
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were all normal and no macroscopic lesions
could be seen,

During collection of the lymph nodes
special procedures were followed to avoid
external contamination. Nevertheless, before
any bacteriological examination all lymph
nodes were immersed very rapidly in boiling
water in order to decrease the possibility of
isolating contaminants from the environment.
The materials were triturated in a sterile
mortar and enough saline was then added
to make approximately 109% suspensions,

type Dent, B143 as serotype VII, B153 as
serotype VI, B183 as serotype Watson and
B200 as serotype Chance. The remaining
two strains of M. intracellulare have not
been classified yet as far as serological typing
is concerned,

Among the strains isolated in group II
one was classified as M. serofulaceum whe-
reas the other two were classified as M.
gordonae and M. flavescens, respectively,

DISCUSSION

I'rom these, 20 ml aliquots were taken ofl
and treated according to the original Pe-
troff’s technique *

Four tubes with Lowestein-Jensen medium
an one with Sula’s medium were used for
culturing the materials. One tube of Lowe-
stein-fensen medium and the Sula’s liquid
medium were uncubated at 37°C and the
remaning at 22°C, 33°C and 42°C during at
least 3 months. The inoculated media were
observed daily and all suspected cultures
were examined bacterioscopically by Ziehl-
Neelsen staining. Thereafter all strains of
mycobacteria isolated were examined by the
methods recommended by Runyon & col.”.
Formamidase ** and urease activity, salicylate
degradation and Boinicke’s amidases tests °
were also included whenever necessary.

When dealing with M. intracellulare sero-
logical typing was performed according to
Schaefer’s method 8,

RESULTS

From the examined materials were isolated
nineteen strains of alypical mycobacteria.
Three strains belonged to Runyon’s group
IV because of formamidase activity and
growth on nutrient agar. However they were
considered saprophytic on account of the ne-~
gative results in the arylsulfatase, nitrate
reduction and salicylate degradation tests 710,

The other sixteen strains were all negative
in the formamidase test and helonged ecither
to group II (3 strains) or group III (14
strains).

The main tests and the respective results
which allowed us the classification of these
strains are presented in table I.

Among 9 strains which were classified as
M. iniracellulare and represented 3,57% of
the isolates, the most relevant findings are
related to the serological classification ac-
cording to Schaefer’s method, Strain B51
was classified as serotype III, B125 as sero-

Reports from other countries showed very
clearly that tuberculosis in cattel may be
associated with atypical mycobacteria mainly
M. intracellulare.  In regard to swine the
matter seems to be more serious and several
papers demonstrate that these mycobacteria
may be isolated very often from tuberculous
lesions % 9.

On the other hand among hovine a relative
absence of caseation mnecrosis produced by
Battey bacilli has been noted by others®.
This fact may explain why no macroscopic
lesions could be seen in the lymph nodes
from which 9 strains of M. intracellulare
were isolated by us.

Although M. intracellulare may occur so-
metimes in clinical specimens as non-patho-
gens  two aspects must be considered. One
is related to the possibility of infection by
these mycobacteria to induce avian tuber-
culin sensitivity in cattle when the compa-
rative test is used. The other fact is asso-
ciated with the capacity of bovine to play
an importante role as source of infection of
mycobacteriosis in men caused by M. intra-
cellulare, one of the most {requent etyolo-
gical agents found in human cases of tuber-
culosis, when atypical mycobacteria are
involved *.

M. scrofulaceum has been pointed out as
responsible for cervical adenitis in children 7.
However not much may be commented on
the significance of only one isolate among
the two hundred and f{ifty two specimens
examined.

Nevertheless the occurrence of these po-
tential pathogens for men and animals as
M. intracellulare and M. scrofulacewm fully
justify the continuity of this sort of research.

As far as we know this is the first report
in Brazil on the study of M. intracellulare
typed sevologically according to Schaefer’s
method.
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RESUMO

Ocorréncia de micobactérias em nédulos lin-
faticos de bovinos aparentemente normais
abatidos em Sdo Paulo, Brasil.

Duzentos e cincoenta e dois génglios lin-
faticos mescntéricos ¢ mediastinicos de bovi-
nos aparentemente normais abatidos em Séo
Paulo, foram ecxaminados para sc verificar
a ocorréncia de micobactérias atipicas. Fo-
ram isoladas 19 amostras destes microrganis-
mos a saber: grupo II (3 amostras), grupo
11-{14- amostras)e-grupe-I1V--(3 -amostras).
Entre as amostras do grupo II uma foi clas-
sificada como M. scrofulaceum enquanto
entre as do grupo 111 9 eram M. intracellulare
e as restantes pertenciam ao grupo de mico-
bactérias relacionadas com o M. terrae ou
nao foram identificadas. Com as amostras
do grupo IIl consideradas como patogénicas
foram realizados testes sorolégicos de acordo
com o método preconizado por Schaefer.
Seis amostras de M. intracellulare foram
classificadas como sorotipos III b, Dent, VII,
Watson, VI e Chance. Tanto quanto saibamos
é este o primeiro relato sobre a classificagio
sorologica de amostras de M. intracellulare
isoladas no Brasil.

As amostras isoladas pertencentes ao grupo
1V de Runyon foram consideradas como sa-
profitas com basc cm suas propriedades cul-
turais e bioquimicas.
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DOSAGENS MICROBIOLOGICAS DE
CRUSTACEOS.

VITAMINAS EM PEIXES E
I — ACIDO FOLICO, COLINA E VITAMINA B,.

Silvio RIBEIRO (1) &Isaac ROITMAN

RESUMO

O teor de algumas vitaminas foi determinado em varios peixes e crustaceos,
através da utilizacdo de métodos microbiolégicos. Lactobacillus casei foi utilizado
para a dosagem de acido folico, Torulopsis pintolopesii para colina e Euglena gracilis
para a dosagem de vitamina Bi..

As porgdes comestiveis (filés) dos seguintes peixes e crustdceos foram estudadas,
quanto ao conteido das 3 vitaminas, anles e apos sofrerem cozimento: Sardinha
(Sardinella aurite) ; Corvina (Micropogon furnieri); Goete (Cynoscion petranus) ;
Pescada foguete (Macrodon ancylodon); Pescada cambucu (Cynoscion virescens);
Camardo rosa (Penaecus brasiliensis) e Camardo sete barbas (Xiphopenaeus kroyeri).

Na maioria dos pescados estudados, o processo de cozimento causou uma perda
de vitaminas. No entanto, em sardinha e camardo sete harbas, o material subme-
tido ao cozimento apresentou um teor de colina superior ao produto “in natura”.
Esses resultados foram discutidos na base da degradagiio enzimatica de colina. Os
resultados obtidos foram comparados com os anteriormente relatados na literatura.

INTRODUCAO

O conhecimento do valor nutritivo de ali-
mentos é fundamental para qualquer plane-
jamento que vise contribuir para a melhoria
da alimentacio de uma populagdo. Os mé-
todos de dosagens microbiolégicas, pela sua
alta especificidade e sensibilidade, sdo indi-
cados para a determinaciio de vitaminas em
alimentos. Os estudos feitos nesse sentido
apresentam, na maioria das vezes, interesse
regional, pois sfo analisados os produtos de
maior consumo por parte de uma determi-
nada comunidade. Varios autores 5% %, es-
tudaram o contetido de vitaminas em animais
marinhos.

£ limitada a literatura relativa a estudo
do valor nutritivo de produtos do mar reali-
zados no Brasil. Alguns autores estudaram
a composicio quimica, principalmente deter-
minando proteinas, lipidios e sais minerais.
Sitva & col.* frisam a existéncia de uma
lacuna quanto ao conhecimento do teor de

vitaminas em peixes e crusticeos consumidos
pelos brasileiros.

No presente trabalho, o teor de acido f6-
lico, colina e vitamina B,, foram determina-
dos, através de métodos microbioldgicos em
peixes e crustaceos consumidos pela popula-
¢do da regifo sul do Brasil. Visamos pre-
encher uma lacuna e acreditamos que nosso
trabalho possa trazer contribui¢es aos pro-
gramas de suplementaciio alimentar de popu-
lacbes com deficiéncias alimentares.

MATERIAL E METODOS

Amostras de pescados — Os peixes e crus-
taceos, empregados no presente trabalho, fo-
ram cedidos pelo Entreposto de Pesca de
Santos. A classificacio do material utilizado
foi feita com auxilio dos técnicos da Divisio
de Pesca Maritima de Santos. As seguintes
espécies foram utilizadas: Sardinha verda-

Trabalho realizado no Instituto de Microbiologia da U.F.R.J., com auxilios do Conselho Na-
cional de Pesquisas e Conselho de Pesquisas da U.F.R.J.

(1) Professor Assistente do Instituto Bio-médico da U.F.F.

Bolsista da CAPES

(2) Professor Adjunto do Instituto de Microbiologia da U.F.R.J.
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deira (Serdinella aurite, Cuvier & Valen-
ciennes, 1847); Corvina (Micropogon fur-
nieri, Desmarest, 1822; Jordan, 1884);
Goete (Cynoscion petranus, Ribeiro, 1915;
Lara, 1948); Pescada foguete (Macrodon
ancylodon, Bloch, 1801, Jordan & col,
1930) ;; Pescada cambucu (Cynoscion vi-
rescens, Cuvier, 1830; Jordan & Evermann,
1898) ; Camario rosa (Penacus brasiliensis,
Latreille, 1817); Camarfo sete barbas (Xi-
phopenaeus kroyeri, Heller, 1862).

Preparo das amostras — De cada espécie

estudada foram separados os filés, no mini-
mo de 10 desses exemplares, sendo uma par-
te submetida ao cozimento em agua a 100°C
por 15 minutos. Tanto a porglo crua como
a cozida foram moidas em moedor elétrico
¢ conservadas em frascos de boca larga a
—20°C até a sua utilizacfio nas experiéncias.

Dosagem microbiolégica de dcido félico —
Microrganismo utilizado: Lactobacillus casei
(ATCC-7469), recebido do Dr. Herman Ba-
ker do New Jersey College of Medicine and
Dentistry, Jersey City, U.S.A. A dosagem
e o tratamento das amostras foram feitas se-
gundo Baker & Frank®. Os resultados foram
expressos em mg de Acido f6lico/100 ¢ de
material seco. v

Dosagem microbiolégica de colina — Micror-
ganismo  utilizado: Torulopsis pintolopesii

2616, amostra proveniente do Central Bu-
reau Voor Schimmelculiures (C.B.S.). A
dosagem bem como o tratamento das amos-
tras foram feitas segundo Cury & col.’ para
a determina¢fio de colina total. Qs resultados
foram expressos em mg de colina/100 g de
material seco.

Dosagem microbiolégica de vitaming By —
Microrganismo utilizado:  Euglena gracilis,
recebida do Dr. Herman Baker. A dosagem
foi feita segundo Baxer & FRANK?! en-
quanto que o tratamernto dag amostras foi
feito segundo Kanasawa & col.’, Os resul-
tados foram expressos em upg de vitamina
Bi»/100 ¢ de material seco.

RESULTADOS

Os resultados obtidos foram expressos se-
gundo a distribui¢fo de cada vitamina estu-
dada nos produtos analisados.

O maior teor de acido folico foi encon-
trado em pescada cambucu. Nos demais
produtos, a quantidade de 4cido félico esti-
mada foi menor. Através do processo de
cozimento, verificou-se uma perda da vita-
mina em todos os produtos estudados. A sar-
dinha apresentou a menor concentracio de
dcido félico, sendo o produto que sofreu
maior perda no cozimento (Tabela I).

TABELA 1

Teor de Acido félico em peixes e crustaceos

Espécies

mg de 4cido 16lico/100 g material seco

Cru Cozido
Sardinella aurita 0,042+ 0,021,
(sardinha) (0,029/0,051) ** (0,018/0,027)
Micropogon furnieri 0,050 0,041
(corvina) (0,046/0,051) (0,028/0,048)
Cynoscion petranus 0,113 0,076
(goete) (0,104/0,118) (0,049/0,099)
Macrodon ancylodon 0,175 0,095
(pescada foguete) (0,140/0,206) (0,079/0,106)
Cynoscion wvirescens 0,223 0,172
(pescada cambucu) (0,165/0,270) (0,124/0,251)
Penaeus brasiliensis 0,074 0,053
(camarfio rosa) (0,064/0,079) (0,034/0,079)
Xiphopenaeus kroyeri 0,089 0,075
(camarédo sete barbas) (0,084/0,093) (0,079/0,080)

Resultados referentes a média de 4 experiéncias

Valores maximos e minimos encontrados nas dosagens
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TABELA II

Teor de colina em pelxes e crustaceos

Espécies

mg de colina/100 g material seco

Cru Cozido
Sardinelle aurita 33 ¥ 191
(sardinha) (11/95) #* (180/198)
Micropogon furnieri 159 138
(corvina) (134/182) (103/158)
Cynoscion petranus 148 142
(goete) (110/177) (122/161)
Macrodon ancylodon 117 109
(pescada foguete) (100/140) (98/117)
Cynoscion virescens 114 57
(pescada cambucu) (92/149) (45/73)
Penaeus brasiliensis 138 135
(camario rosa) (121/158) (111/151)
Xiphopenaeus kroyeri 156 218
(camardo sete barbas) (137/172) (193/253)

Resultados referentes a média de 4 experiéncias

Valores maximos e minimos encontrados nas dosagens

TABELA III

Teor de vitamina Bpr em peixes e crusticeos

Espécies

ug de vitamina Br/100 g material seco

Cru Cozido
Sardinella aurita 17,50* 8,83
(sardinha) (16,9/18,1) ** (8,45/9,27)
Micropogon furnieri 1,31 1,21
(corvina) (1,28/1,34) (1,18/1,25)
Cynoscion petranus 11,25 7,50
(goete) (11,1/11,4) ('7,10/7,90)
Macrodon ancylodon 3,25 2,80
(pescada foguete) (3,05/3,45) (2,70/2,90)
Cynoscion virescens 6,57 2,15
(pescada cambucu) (6,40/6,74) (2,70/2,80)
Penaeus brasiliensis 1,98 0,97
(camarfo rosa) (1,82/2,14) (0,90/1,05)
Xiphopenaeus kroyeri 10,40 5,60
(camaréo sete barbas) (10,0/10,8) (5,40/5,80)

# Resultados referentes a média de 3 experiéncias
#%  Valores maximos e minimos encontrados nas dosagens

Dos pescados estudados, a corvina apre-
de colina. Através do
processo de cozimento, observou-se a baixa
do teor da vitamina nos seguintes pescados:
corvina, goete, pescada foguete, pescada cam-
bucu e camardo rosa. A queda mais acen-

sentou maior teor

tuada verificou-se na pescada cambucu, com
cerca de 50% de perda. Valores maiores

no produto cozido foram obtidos para sardi-
nha e camarfo sete barbas (Tabela II).

O maior teor de vitamina Bi, foi encon-
trado em sardinha. Através do processo de
cozimento, observou-se a perda da vitamina
em todos os produtos estudados. A queda
mais acentuada verificou-se na pescada cam-
bucu, com cerca de 58% de perda (Tabe-

la TIT).
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DISCUSSAO

Poucos sdo os trabalhos encontrados na
literatura em que o Acido fdlico é estimado
em produtos do mar. LoucHLIN & TEERT !,
determinando o teor de &cido f6lico através
do método microbiolégico com a utilizagéo
de Streptococcus lactis em peixes, crusticeos
e moluscos, encontraram, para a maioria dos
produtos analisados, um teor da vitamina
menor que os obtidos no presente trabalho,
sendo o maior valor encontrado no halibu
(0,063 mg% ). Os teores de acido folico,
por nds ohtidos, “sdo proximos dos - valores
determinados em carnes bovinas e suinas 7.

O teor de colina, nos peixes e crusticeos
estudados, varion de 33 a 159 mg/100 g de
malerial seco, sendo que, com excegio da
sardinha e camario sete barbas, todos os ou-
tros produtos apresentaram uma perda da
vitamina que variou de 3 a 50% (Tabela
IT). Nossos resultados foram superiores aos
obtidos por Takapa & NismMoTo ™, que
determinaram a quantidade de 5 mg% de
colina em cavala e 7 mg% em sardinha. No
entanto, nossos valores foram menores do
que os encontrados em varios peixes . Por
sua vez, nosos resultados coincidem com os
de GrirriTH & Nyc ¥, relativos ao contetido
de colina em truta e cioba. O maior teor de
colina encontrado na sardinha e no camario
sete barbas submetidos ao cozimento, em re-
lagdo ao teor do produto cru, pode estar re-
lacionado com a formagdo de 6xido de tri-
metilamina e trimetilamina por agfo enzi-
matica a partir de colina. O nivel de trime-
tilamina tem sido utilizado como critério de
deterioragdio de peixes’. A formagho de
trimetilamina foi demonstrada em peixes de
agua doce e salgada como resultante da de-
gradagfo de colina*® ™. Em outros produ-
tos marinhos, lagostas e siris, foi demonstra-
do, pela utilizacdo de colina-C*, que esse
composto era precurssor de oOxido de trime-
tilamina 2%, Os resultados, obtidos na sar-
dinha e camarfio sete barbas, podem ser ex-
plicados pela degradagfio enzimaética de co-
lina, da mesma forma que ocorre em certos
animais marinhos. O prévie cozimento do
material analisado inativaria o sistema enzi-
matico responsavel pela degradaciio de coli-
na, resultando como consequéncia, a deteccio
de valores maiores dessa vitamina no mate-
rial eozido.

A vitamina B estimada variou de 1,31 a
17,5 pg/100 g de material seco, sendo que
o processo de cozimento causou perda em
todos os produtos estudados., MarcH &
col.’2, estudando o teor de vitamina By, em
peixes, reportaram valores que variaram en-

tre 7,1 a 58,8 pg/100 g de material seco,
sendo que, de maneira geral esses resultados
foram maiores que os obtidos no presente
trabalho. Os teores de vitamina B, estima-
do com Lactobacillus leichmannii, em peixes
e crusticeos foram porém mais baixos e va-
riaram entre 0,3 a 5,1 ;g/100 ¢ de material
seco **, Em algas marinhas o teor dessa vita-
mina, estimada também com L. leichman-
nii *°, situou-se dentro da faixa por nds
obtida. Nossos resultados tambhém coincidem
com os relatados por ROSENTHAL*3, que
situam os peixes e crusticeos como alimentos

de teores intermediirios de vitamina By,
juntamente com carnes e laticinios.

A maioria dos produtos analisados sofrem
uma perda no teor de acido félico, colina e
vitamina B,., através do cozimento. Esse
fato deve ser levado em consideracio nos
programas de alimentacdo, quando peixes e
crustaceos sio utilizados e onde esses produ-
tos sdio submetidos ao aquecimento. A apli-
cacdo de métodos microbiolégicos de dosa-
gens de vitaminas, como os empregados no
presente trabalho, podem contribuir conside-
ravelmente para o conhecimento do valor
nutritivo de alimentos.

SUMMARY

Microbiological assays of vitamins in fishes
and crustaceans. 1 - Folic acid, choline and
vitamin B,

The vitamin contents of several different
fishes and crustaceans were determined. Mi-
crobiological methods were used for the
assay of the following vitamins: folic acid,
choline and vitamin B;.. The eatable portions
of the following fishes and crustaceans were
studied, before and after cooking: 1. Sardine
(Sardinella aurita), 2. Croaker (Micropogon
furniert), 3. Weaklish (Cynoscion petranus),
4. Sea-trout (Macrodon ancylodon), 5. Sea-
trout (Cynoscion virescens), 6. Shrimp (Pe-
naeus brasiliensis) and 7. Shrimp (Xipho-
penaeus kroyeri),

Lactobacillus casei was used for the folic
acid assay; Torulopsis pintolopesii for cho-
line and FEuglena gracilis for the vitamin
By, assay. After cooking the majority of
the studied specimens showed a decrease in
the content of vitamins. Sardine and shrimp
(Xiphopenaeus kroyeri), however, showed
an increase in choline after being cooked.
These results are tentatively interpreted as
due to the enzymatic degradation of choline
to trimethylamine. The results obteined in
the present work were compared with those
reported in the literature,
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BACTERIOLOGICAL STUDY ON ATYPICAL MYCOBACTERIA
ASSOCIATED WITH MAN

Marcelo MAGALHAES (1), Galba Campos (1) & Tereza GUERRA (1)

SUMMARY

Carrying out a total of 19 screening and completion tests, it was possible to
identify all potential pathogenic species and the majority of saprophytic mycobacteria
occurring in routine speciments collected at a tuberculosis laboratory in Recife -

Brazil.

Out of 289 atypical cultures examined, the following results were obtained:
Mycobacterium kansasii, 11 strains; M. scrofulaceum, 22; M. aquae, 91; M. fla-
vescens, 24; M. triviale, 65; M. terrae, 35; M. gastri, 4; M. fortuitum 18, and
other rapid growers, 19. Some important pathogenic species, such as M. inira-
cellulare and M. xenopi, were not found in the present survey.

INTRODUCTION

Human pulmonary diseases produced by
atypical mycobacteria were first described
in 1953° 1In the following years, clinical,
epidemiological and bacteriological studies *
2, 3, 8 9, 15, 17, 18, 20, 21, 22, 24, 27, 30 proce-
eded at a rapid rate, providing the basis for
classification and understanding of the role
of those microrganisms in human pathology.
Several different species have been recogniz-
ed and there is no doubt that some are pa-
thogenic and others exist as saprophytes.

The purpose of this paper is to report the
results of a bacteriological investigation on
atypical mycobacteria, recovered from routine
specimens and received in a tuberculosis diag-
nostic laboratory in Recife - Brazil.

MATERIAL AND METHODS

The atypical mycobacteria studied consist-
ed of 289 strains collected during the routine
work at the Sanatério “Octavio de Freitas”,
Recife, between 1966 and 1970. In this pe-
riod, approximately 30,000 samples of sputum
or bronchial washings were cultured for tu-
bercle bacilli. The specimens were derived
from undiagnosed subjects of tuberculosis
patients under drug treatment, and many of
them had several samples cultured during

the course of their chemotherapy. Therefore,
it is not possible to determine the number
of persons investigated or give more infor-
mation such as frequency.

Culture method and resistance tests

Specimens were decontaminated by the
SP technique * and cultured on TUTM *° and
Sula’s liquid medium ?* enriched with beef
serum, for six weeks. Resistance tests were
carried out through CANETTI ef al® pro-
portion method.

Screening for atypical mycobacteria

All nonchromogenic cultures, which were
resistant to one or all standard drugs, were
submitted to Niacin®® and 68°C Catalase **
tests to differentiate them from resistant tu-
bercle bacilli. Pigmented acid-fast strains
were immediately assigned to the atypical
group. The atypical strain samples were sub-
cultured on to IUTM every six months and
stored at 4°C.

Identification and characterization

Atypical cultures were formerly distin-
guished as rapid or slow growers through two
tests: growth within 3 days on IUTM and
Formamidase activity in 2 hours *S,

(1) Departamento de Microbiologia - Faculdade de Medicina - Cidade Universitaria; Recife, Brasil



36 MAGALHAES, M. et al

Completion identification tests lor rapid
growers included: Phenoloxidase *%, Arylsul-
fatase in 3 days *°, tolerance to 0.5 mg per
ml Hydroxylamine *, Allantoinase *, Nitrate
reduction ** and growth on MacConkey agar
within 5 days.

On the other hand, slow growers had their
identification completed by the following
tests: Tween hydrolysis *, Nitrate reduction,
tolerance to 0.5 mg per ml Hydroxylamine,
tolerance to 1 pg per ml. lsoniazid, semi-
quantitative Catalase ™', Pigment in dark,

riological {indings, since the present stage of
knowledge on atypical mycobacteria allows
recognition of the significant isolales, as it
happens with Enterobacteriaceae, only from
a bacteriological viewpoint, Nevertheless, it
was possible to receive clinical information
about the pathogenic role of the mycobacte-
ria recovered: it was found out that all strains
of M. kansasii and one strain of M. scrofu-
laceum were associated with pulmenary di-
scase, whereas the remaining atypical cul-
tures were considered us casual isolates. Be-
sides, some important pathogenic atypical

Photochromogeiiesis; Urease *, Nieotinami-
dase *, Pyrazinamidase’, Arylsulfatase in 3
days, and Tellurite reduction in 3 days '

RESULTS

fn Table | are summarized the bacterio-
logical characteristics ol various mycobacte-
rium species isolated in Recife. For compa-
rison, we have also included reference strains
of alypical species that werve nol found dur-
ing this survey.

The most important pathogen recovered
was Mycobacterium kansasii whose outstand-
ing features were photochromogenesis, tween
hydrolysis, nitrate reduction, urease and ni-
cotinamidase activities. Almost a half of all
atypicals found was represented hy scotochro-
mogens, Te significant species of this Group,
M. scrofulaceum and M. xenopi, grew very
slowly and did not hydrolyse the tween. They
were distinguished from one another by iso-
niazid sensitivily, semiquantitative catalase
and amidase pattern.  The only significant
species of Group 111 was not found in Recife,

however the most valuable tests for the sepa-
ration of American strains of M. intracellu-
lare were tellurite reduction, catalase, tween
hydrolysis, nitratase and amidase activily.
Among rapid growers, M. fortuitum was dis-
tinguished from other nonchromogenic cul-
tures through nitrate reduction, tolerance to
hydroxylamine, arylsulfatase and allantoinase
activities and the ability to grow on Mac-
Conkey agar.

DISCUSSION

The present results show that pathogenic
atypical mycobacteria are rare in Recife,
where they do not represent any sanitary
problem.  On the other hand, unimportant
mycobacteria or accidental isolates, relatively
frequently cause some trouble regarding the
diagnostic routine work.

In this study, we did not intend to establish
correlation between clinical data and bacte-

mycobacteria, such as M. intracellulare and
M. xenopi, were not found in Recile.

In the last years, an increasing amount of
work has been devoted to develop new schems
of clagsification of atypical mycobacteria
23, 29, 32, 38, 37, 33 however, the problem is
net yet completely solved. The high tide of
new meaningless species is still growing, many

techniques used for identification purposes
differ markedly among the authors, and some
need to be improved. Recently, in a review
on mycobacterial taxonomy, it was suggest-
ed ** that new species without biologic or
economic significance, must be designated
“parochial species” and not recognized offi-
cially. These cultures, however, can even-
tually appear on routine work and prove
troublesome in the characterization of signifi-
cant specles,

Employing

a set of 19 differential tests, it
was possible to identily almost all atypical
cultures and surely all potential pathogenic
species recovered in routine work. A correct
bacteriological characterization of saprophytic
specles was not accomplished, mainly re-
garding nonchromogenic slow growers and
pigmented rapid growers. For instance, the
dilferentiation between M. terrae and M. iri-
viale was based only on the amidase pattern
since all cultures of Group IIT studied did
not produce arylsulfatase. It should be kept
in mind that bacteriological characteristics,
as described in identification tables, are found

only in typical or hypothetical median
strains. When wild cultures are studied some
aberrant results in individual differential

tests must be expected, even when using
young cultures and checking each new lot
of reagents with reference strains. Iurther-
more, the biochemical tests employed in my-
cobacterial taxonomy are more quantitalive
than qualitative. Hence, ouly the analysis of
a greal number of identification tests would
grant information on the median reaction
pattern of recently isolated strains, thus
allowing their most probable classification.
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RESUMO

Estudo bacteriolégico sobre micobactérias
atipicas associadas ao homem.

O emprego de 19 testes de triagem e de
complementacio diagndstica permitin a iden-
tificacio de todas as espécies de micobacté-
rias atipicas patogénicas e da grande maio-
ria das saproéfitas isoladas na rotina de bac-
teriologia da tuberculose, em Recife.

As 289 culturas atipicas estudadas foram
classificadas - da seguinte forma: M. kansasii,
11 amostras; M. scrofulaceum, 22; M. aquae,
91; M. flavescens, 24; M. iriviale, 65; M.
terrae, 35; M. gastri, 4; M. fortuitum, 18 e
outros crescedores répidos, 19. Importantes
espécies patgenas, tals como M. intracellu-
lare ¢ M. xenopi, ndo foram encontradas no
presente estudo,
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ATIVIDADE CELULOLITICA EM ALGUNS SOLOS BRASILEIROS

Luiz Fernando de Toledo Luna LINHARES (1) & Adam DROZDOWICZ (2)

RESUMO

Foi feito um exame da atividade celulolitica de solos brasileiros nao cultivados,
coletados no Estado de Sdo Paulo, considerados representativos do ponto-de-vista
pedolégico e econdmico, tendo sido usada como técnica de avaliagio principal, a
técnica gravimétrica da determinagio das perdas de celulose no solo.

Alguns indicadores da atividade biolégica do solo foram também examinados,
tais como nimero geral de microrganismos e densidade populacional de celuloli-

ticos (MPN).

Diferencas significativas na atividade celulolitica dos solos examinados foram

observadas, permitind

fo dividi-los em grupos mostrando muito forte, forte e mode-

rada atividades, tendo os solos com cobertura de cerrados apresentacdo menor grau

de atividade que os demais.

Correlagbes entre a atividade celulolitica e os indica-

dores de atividade biolégica examinados, s6 foram encontrados em alguns solos.

Os resultados obtidos permitem sugerir, dentro de um critério amplo, ser a atividade
celulolitica dos solos brasileiros estudados, semelhante a verificada em solos de

clima temperado.

INTRODUCAO

O papel relevante dos microrganismos ce-
luloliticos na ecologia do solo, influindo em
varios selores da atividade biolégica, levou
muitos autores a propér a utilizacdo da ati-
vidade celulolitica como um indicador da
atividade biologica do solo 24 & 918,222,

Alguns fatores capazes de melhorar o cres-
cimento das plantas aceleram também, em
determinadas condigbes, a atividade celuloli-
tica no solo. Explorando tal achado, cabe aos
agronomos verificar a possibilidade de se
usar na pratica agricola a atividade celulo-
litica, como um indicador da fertilidade do
solo ou no levantamento de solos como wm
fator auxiliar na sua distribuigéo *°.

N#o existem, até agora, dados sobre a de-
composicio da celulose nos solos do Brasil.
Este é o principal objetivo deste trabalho:
fornecer algumas informagdes sobre a inten-
sidade da decomposigio da celulose em solos
brasileiros escolhidos.

Parte da tese de Mestrado
GB, Brasil

(1) Auxiliar de Ensino do Tnstituto de Microbiologia da U.F.R
(2) Chefe de Pesguisas do Instituto de Microbiologia da U.F.R

MATERIAL E METODOS

Solos examinados. Foram examinados 6 so-
los, numerados de 1 a 6 por ordem cronolo-
gica de coleta, Os solos foram escolhidos
com a orientacio de pedologistas da Divisao
de Pedologia e Fertilidade do Solo (DPFS)
do Ministério da Agricultura, na Guanabara.
Os tipos de solos escolhidos, os locais onde
foram coletados € suas coberturas, pH e con-
teido de matéria orgénica apresentados es-
tdo indicados na Tabela I.

O local indicado para serem coletadas as
amostras foi o Estado de Sao Paulo, onde
ja foi feito um levantamento completo dos
solos existentes, pelas Comissdes de Solos do
Centro Nacional de Ensino e Pesquisa Agro-
nomica 2. Acresce o fato ainda do Estado
de Sdo Paulo ser local de transicio das re-
giBes fisiogralicas brasileiras ™, podendo 1a
ser encontrada uma grande variedade de so-
los tipicos do mosso Pais.

(L.F.L.) apresentada ao Instituto de Microbiotogia da U.F.R.J.,

J.
.



992 LINHARES, L. F. T. L.

As amostras, em todos os solos, foram re-
tiradas do horizonte A, a cerca de 12 c¢cm de
profundidade, apés remocio da cobertura
vegetal e da camada mais superficial do
solo.

Os solos foram todos coletados em 4reas
virgens, sem qualquer tratamento agricola,

Manutengio dos solos. Logo apés serem co-
letados, os solos foram colocados em sacos
plasticos, amarrados e mantidos fechados até
o final da viagem. Os solos foram entfo
colocados. . em . vasos . de. .ceramica,. alinhados
em prateleiras com cobertura, no jardim. Por
terem sido coletados em estagio muito chu-
vosa, estando muito {imidos, os solos foram
deixado expostos nos vasos por 2 dias, quan-
do foram pesados. A partir daquela data
foram mantidos a peso constante pela adigfo
de agua a intervalos regulares.

Em todas as determinagdes fisicas, quimi-
cas e microbiolégicas, bem como nos experi-
mentos realizados sob condigdes controladas
de laboratério, foram os solos previamente
tamisados em malhas de 1 mm.

Atividade celulolitica dos solos.  Discos de
papel de filtro com 7 ecm de didmetro, (What,
1), de peso conhecido, protegidos por tela
de nylon de malha de 1 X 1 mm, foram
incubados em estreito conluclo enlre 2 ca-
madas de solo contido em placas de Petri
de 10 cm. Os solos foram umedecidos até
60% de sua capacidade de retengio de dgua.
Foram feitas 3 determinagSes de cada solo
para cada uma das 3 leituras programadas,
sendo as placas incubadas a 37°C em cima-
ra Gimida, por periodos de 30, 50 ¢ 100 dias.
Findo cada periodo de incubagfio foram os
discos retirados dos solos nas placas, e sub-
metidos, ainda com a tela protetora, ao se-
guinte tratamento: lavagem por imersdo em
agua destilada (3 dias), visando retirar as
particulas de solo aderentes ao papel; imer-
sdo em solugdo de NaOH 18% (6 dias), a
fim de remover o crescimento dos micror-
ganismos no papel; nova lavagem em 4gua
destilada por imersdo (3 dias) e finalmente,
secagem dos discos em forno a 55°C até peso
constante. O papel foi entio retirado das
telas de nylon e pesado em balanca, sendo
caleulada por diferenga do peso original, a
percentagem de celulose decomposta pela
microflora celulolitica nos solos examinados.

Foi examinada também a téenica quimica
proposta por Markus **, Pedacos de celo-

& DROZDOWICZ, A,

fane (Cellosul-Matarazzo) de peso conheci-
do e fervidos por 1 hora para retirar plas-
ticidas, foram enterrados adsorvidos a lami-
nulas, Em cada placa foram colocadas 4 la-
minulas correspondentes as determinagdes de
cada leitura. As placas foram incubadas a
37°C em camara amida por periodos de 30
e 55 dias, estando os solos com 60% de sua
capacidade de retengdo de agua. Apés in-
cubagdo foram as laminulas retiradas das
placas a fim de ser o filme de celulose, ou

o que dele restara apés limpeza das parti-

culas-de-solo aderentes; sibnistids a hidi6lise
pelo H:SO, concentrado, com posterior do-
sagem dos agucares redutores do hidrolizado,
pelo método da antrona.

Densidade da populagio celulolitica. Foi de-
terminada como o ntmero mais provavel de
Foram usados
0s solos naturais e os solos enriquecidos com
papel de filtro, correspondentes as placas da
1.* leitura da atividade celulolitica (30 dias).
Foram usados tubos contendo meio mineral
de Dupos® e uma tira de papel de filtro
de 12 X 1 cm, mergulhada 1/3 nos 9 ml
do liquido, adsorvida a parede do tubo. Apés
incubacdo dos tubos a 37°C por 30 dias, foi
feita a leitura, sendo a avaliacdo feita de
acordo com tabelas estatisticas * 12,

microrganismos celuloliticos.

Nimero geral de microrganismos. A avalia-
gdo do “niimero geral” de bactérias, fungos
e actinomicetos dos solos, foi feita segundo
o método classico de diluigio em placa. Os
meios usados para a contagem dos micror-
ganismos foram o de Caseinato Agar para
bactérias, o de Martin para fungos e o de
Agar Amido para actinomicetos *?.

As leituras foram feitas apés periodos de
incubagdo de 60 h para bactérias, 5 dias
para fungos e 6 dias para actinomicetos, a

37°C.

Peso seco dos solos. Obtido no forno a
105°C, fazendo-se pesagens apés 24 h, até
peso conslante.

Determinagio do pH. TFeita apés prévia agi-
tacio por 30 minutos de suspensio 1:1 de
solo em dgua destilada. Usando potencidme-
tro Beckman Zeromatic.

Matéria orgdnica. Obtido o contetido de
matéria organica dos solos, através da quei-
ma no forno a 500°C, por 1 hora *,
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RESULTADOS

Os solos examinados, mostram possuir con-
di¢bes para servir de base a um estudo com-
parativo dos varios indicadores, pois perten-
cem a tipos pedologicos diferentes, apresen-

tam diferengas quanto a cobertura vegetal:
nos extremos, a cobertura normal é a do tipo
cerrado. Possuem ainda diferencas nos seus
contetidos de matéria organica. Os solos
examinados sfo todos 4cidos ou moderada-
mente acidos (Tabela I).

TABELA I

Caracteristicas dos solos

X ~ . Matéria
Abre- Classificacéo Cobertura pH o .
Solo . . organica % Local da coleta
t >
viatura pedoldgica vegetal (H=0) /s0lo seco
Municipio de Atibaia
Latosol Vermelho .
1 LV Amarelo-Orto Floresta 4.7 11,3 (Mendes el «al., 1960, p.
340)
. ) Municipio de Sorocaba
2 LE Latosol vermelho | . .44 5.2 6,6 (Mendes et, al., 1960, p.
Escuro-Orto
300)
Podzolizado  (de Arredores de Sarapui
3 Pml Lins e Marilia — | Pastagem 5.0 2,9 : de sarapul
s (Lemos et al., 1960)
var. Marilia)
Latosol Roxo Vegetaciio Municipio de Ribeirdo
4 LR (terra roxa legi- qrbgusgi;\ﬁ 5.5 12,1 Preto (Mendes et al.,
tima) © © 1960. p. 275)
Latosol Roxo Camno Municipio de Batatais
5 LR (terra roxa legi- amp 4.8 7,7 (Mendes et al., 1960. p.
R cerrado
tima) 289)
Podzolizado (de ]I;:s’;raia;re(?gigzo-(iTOabotlca-
6 Pln Lins e Marilia — | Floresta 6.1 6,5 aL AT .
var. Lins) I.R.I.(*) (Lemos et al.,
- 1960)
I.R.XI. = 1. Research Institute (ligado & USAID — antigo IBEC Research Institute).

Maiores detalhes sobre o0g solos naturais estudados e quanto aos pontos onde foram
retiradas as amostras a serem examinadas, podem ser encontrados na publicacdo sdbre
0 levantamento dos solos do Estado de S&o0 Paulo® ou na Carta dos Solos do Estado

de S&do Paulo ™,

As caracteristicas microbiolégicas gerais
sfo apresentadas na Tabela II.

A Tabela III mostra o MPN (nlimero
mais provavel) de celuloliticos dos solos na-
turais e dos solos incubados com material
celuldsico  (cultura de  enrigquecimento).
Pode-se constatar ser a densidade populacio-
nal celulolitica muito grande nos solos 4 e
5, grande no solo 6 e mediana nos solos 1,
2 e 3. O solo enriquecido foi examinado
numa tentativa de observar a dindmica de
crescimento da populagfo celulolitica, os re-
sultados permitindo separi-los em solos muito

estimulados (3, 6), bem estimulados (1, 2)
e nos que mostram pouco (4) ou nenhum
estimulo a esse procedimento (5).

A Tigura 1, d4 uma orientagdo sobre a
técnica dos discos de papel de filtro, usados
para determinar a atividade celulolitica dos
solos.

As perdas de peso do papel, consideradas
como critério de decomposigio sfio apresen-
tadas na Tabela IV e no Grifico 1, onde os
solos estdo divididos tendo por base o maior
ou menor grau de atividade celulolitica. As-
sim, temos solos que apresentaram muito for-
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TABELA II
Caracteristicas microbiolégicas gerais dos solos
Numero geral de microrganismos(*)/g solo seco
Solo
Bactérias Fungos Actinomicetos
1 2.200.000 13.700 59.300
2 1.110.000 20.800 44.800
3 1.660.000 3.000 23.200
4 5.120.000 8.300 55.000
5 1.800.000 53.100 31.800
6 2.730.000 13.600 10.500
Os valores representam médias de 3 determinacoes.
TABELA IIIX
Numero de microrganismos celuloliticos nos solos
MPN () Ssolos
(celuloliticos/g ’
solo | N
) 1 2 3 n 4 5 6
Solo natural 4,900 4.900 3.700 21.900 29.800 11.600
Solo enriguecido 39.800 15.300 1.000.000 31.000 27.800 230.000
(*) MPN = Most Probable Number (ntimero mais provavel).
TABELA 1V
Atividade celulolitica dos solos
Decomposicio da celulose (%)
Solo
30 dias 50 diasg 100 dias
1 41,5 74,5 89,0
2 14,0 30,0 56,0
3 52,0 73,0 77,0
4 48,0 58,0 79,5
5 40,0 40,0 53,0
6 74,0 87,0 95,0

A percentagem de decomposicio da celulose no solo foi calculada por diferenca de péso
de discos de papel de filtro de péso conhecido, enterracdos nos solos e pesados apods incubacéo,

Os valores representam médias de 3 determinacgdes.
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Fig. 1 — Técnica gravimétrica usando discos de papel de filtro protegidos por rede de

nylon. As fotografias mostram discos,

apos

incubacdo no solo, apresentando diferentes

graus de decomposicdo e colonizacdo.

te (1, 6), forte (3, 4) e moderada (2, 5)
atividades. Os valores representam médias

de 3 determinagdes.

Tentativa foi feita no sentido de comparar
a dindmica da atividade celulolitica, pela
obtencio de uma estimativa da decomposi-

cio diaria média, cujos resultados se acham

na Tabela V.

A técnica quimica, de dosagem pela an-
trona do hidrolizado do celofane recuperado
do solo apos incubacfio, nfio deu resultados
satisfatorios. Tal se deve a dificuldade de
recuperacio dos restos de celofane nio de-
gradado, possivelmente devido & plasticidade
de alguns solos muito argilosos, como o 2, 4
e 5 ou devido aos restos do celofane serem
muito pequenos, facilmente perdidos durante
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TABELA V

Taxa de decomposicio didria (¥) da celulose nos solos, em periodos de
incubacdo de 30, 50 e 100 dias

Decomposicdo didria (%)
Solo
Incubacdo de Incubacdo de Incubacdo de Incubacdo de
30 dias 30 até 50 dias 50 até 100 dias 100 dias
1 1,4 1,6 0,3 0,9
2 0,4 0,3 0,5 0,5
3 1,7 1,0 01 0,7
4 1,6 0,5 0,4 0,8
5 1,3 0 0,2 c,5
6 2,4 0,6 01 0,9

(*) Os calculos para obter as taxas médias didrias de decomposicdo foram feitos, dividindo-se
a taxa de decomposicio observada ao fim de cada um dos periodos de incubacfo, pelo

numero de dias do periodo considerado.

as manipulagbes de retirada das laminulas
com celofane dos solos.

Nessas condicoes, os resultados apresentan-
do diferencas significativas nas determinagdes
por solo, ficaram invalidados para o emprego
dessa técnica.

DISCUSSAO

Sende o solo um sistema heterogéneo e
complexo, impossivel se torna caracteriza-lo
através de um (mico indicador. InGimeros sdo
os indicadores de atividade hiolégica do solo
e sua escolha vai depender dos objetivos a
alcancar. Em nosso trabalho, escolhemos co-
mo indicador a atividade celulolitica, ndo so0
pela importancia dessa atividade na vida do
solo e as vantagens que a técnica usada ofe-
rece, mas também, pelo seu uso frequente
em trabalhos similares.

A comparacido das atividades celuloliticas
dos solos examinados, permite estabelecer di-
ferencas substanciais entre casos extremos, ou
seja, solos com cobertura normal, (1, 3, 4,
6) que apresentam muito forte (1, 6) e

forte (3, 4) e solos com cobertura de cer-
rados (2, 5), mostrando moderada atividade.

A taxa de decomposigio diaria foi mais
elevada durante os primeiros 30 dias de in-
cubacio, nos solos Podzdlicos (3, 6) e nos
do tipo Latosol Roxo (4, 5). No periodo de
30 a 50 dias s houve aumento da taxa nos
solos do tipo Latosol Vermelho (1, 2).

Tais fatos estio de acordo com a litera-
tura, onde em vérios trabalhos® %? foram
encontradas diferencas na atividade celuloli-
tica de solos sob diferentes coberturas vege-
tais. Diferencas significativas foram também
verificadas © % 2% na atividade celulolitica
em tipos diferentes de solos.

Correlagio entre a atividade celulolitica
e outros indicadores de atividade biolégica
examinados s6 foi verificada em alguns ca-
sos, variando sua frequéncia nos diversos
solos. A falta de correlacbes ndo € fato es-
tranho, em estudos feitos no solo como ates-
tan varios trabalhos *% 9,

Varios autores tem ressaltado a importin-
cia da temperatura e da umidade na inten-
sidade da decomposigio da celulose no so-
lo ¥ 1. Pode-se, ou ndo, comparar a ativi-
dade dos solos examinados neste trabalho e
que pertencem ao clima tropical, com a ati-
vidade de solos pertencentes ao clima tem-
perado.

A maioria dos trabalhos consultados, tem
sido feitos em condigdes de campo, onde a
velocidade de decomposi¢do da celulose &
afetada por inlmeros fatores ambientais,
nem sempre determinados. O valor dos re-
sultados obtidos em experimentos no campo,
especialmente os que sdo feitos durante mui-
tos anos, ¢ dirigido para finalidades especi-
ficas ou para esclarecer problemas locais,
ndo podendo ser compardveis esses resulta-
dos, com os de trabalhos do mesmo tipo rea-
lizados em regifes distinlas.
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Nisso, reside a importancia de serem fei-
tos os trabalhos em condicbes controladas de
laboratério e a razfio de terem sido aqui usa-
dos solos com condigdes de umidade, tempe-
ratura e tempo de incubagfio conhecidos.
Desse modo & possivel obter a tendéncia da
atividade em condigBes compariveis com al-
guns trabalhos similares, realizados em locais
diferentes.

Trabalhando em condigBes de laboratorio,
Jexsen ¥, em solo acido (pH 4.5) [racamen-
te arenoso, obteve apés 30 dias de incubacfo
a 25°C, decomposi¢io “da celulose a que cor-
responde a uma taxa didria estimada de
2.83% . Karnicka-Frrsz® em solos podzd-
licos com diferentes graus de acidez, verifi-
caram decomposicio de papel de filtro apés
14 dias a 30°C, a que equivalem taxas dia-
rias de 2,56% (pH 4.4); 1.71% (pH 4.6)
e 1,40% (pH 4.8)). Kirrer & MANGENOT ¥,
com solos de florestas incubados a 20-22°C
por 5 1/2 meses, obtiveram em solo podzo-
lico bumo-ferruginoso (pH 4.5-5.2), apenas
colonizagiio, sem perdas mensurdveis do pa-
pel de filtro.  Obtiveram os mesmos resulta-
dos. com solos [racamente podzolicos (pH
4.5-4.8), em experimentos de 30 dias e de
3 1/2 meses de incubacfo. FrLorenzano &
col.?, testando a agho de adubos minerais e
orginicos, obtiveram apds 15 dias de incu-
bagio a 28°C, de papel de filiro no solo,
auséncia de decomposigio visivel, no solo
testemunho.

Comparar os vesultados acima com o0s
obtidos no nosso trabalho, é uma tarvefa im-
possivel, devido as condigBes diferentes em
que foram realizados os experimentos. Con-
tudo dentro de um critério bastante amplo,
pode-se sugerir serem as taxas didrvias esti-
madas, encontradas nos solos brasileiros do
Estado de S&o Paulo, mais ou menos seme-
thantes as verilicadas em solos europeus.

SUMMARY
Cellulolytic activity of some Brazilian soils.

The cellulytic activity of some Brazilian
virgin soils was investigated using a “gauze-
bag test” technique. The general number of
soil microrganisms and the population size
ol the cellulolytic microflora, were determi-
ned, as well,

Significant differences in the cellulolytic
activities, were found between different soils;
they were divided into three groups showing
moderate (Cerrado soils), strong and very
strong activities.

Correlations between the cellulolytic acti-
vity and other biological indicators were
found only in few cases.

The results indicate that the daily rates of
cellulose decomposition in the c¢xamined Bra-
zilian soils, do not differ substancially from
the average rates found in soils of tempe-
rate climate zones, when invesligated in la-
horatory conditions,
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STUDIES ON A STRAIN
FROM BOVINE

OF LISTERIA (L. GRAYI)
NASAL SECRETION

ISOLATED

Ernesto Horgr (1)

SUMMARY

Report on the isolation of a Listeric strain from bovine nasal secretion,
biochemically and serologically identified as L. grayi.

This paper describes the isolation of a
Listeria strain from the nasal secretion in
bovines, in a sample of 25 animals, a finding
which points to such product as a possible
source of that germ.

Samples of nasal secretion and faeces were
collected with a cotton swab, part of it being
seeded into fryptose broth, incubated at 4°C
for three weeks and then plated out on sheep
blood agar and tryptose agar, while the re-
maining portion was seeded in tryptose broth
containing 3.5% potassium thiocyanate, a
selective medium reported by LEHNERT, C.
— 7. ges. Hyg,, 11(8): 633-630, 1965, and
incubated at room temperature for 72 hours
before being plated out on sheep blood and
tryptose agar and then being incubated at
39°C. The plates were regularly cheked for
the presence of typical Listeria colonies (ac-
cording to the method described by GRay,
M. L. — Zbl, Bakt. Abt. I Orig., 169: 373-
377, 1957). To detect motility, which 1is
usually evident in 48 hours, the selected co-
lonies were subcultured in semi-solid agar
plates incubated at room temperature.

Further characterization of the isolates
was carried out through classical biochemi-
cal tests performed at 37°C temperature, with
daily observation for 30 days. The results
were as follows: indol and H,S not produced;
gelatin, methyl red and Voges-Proskauer
(with Barrit’s reactive) tests positive; ab-
sence of growth in KCN; colonies on tryp-
tose agar plus 5% sheep or rabbit blood were
non hemolytic after 24 to 48 hours; Sim-

(1) Laboratério de Bacteriologia, Departamento de Microbiologia,

Janeiro, Brasil

mons citrate was not included in the tests.
The results of carbohydrate metabolism are
shown in Table I, along with those obtained
with Listeria monocytogenes (L48) and L.
grayt prototypes,

Serological identification through aggluti-
nation tests was made according to Donker-
-Voet’s recomendations (Amer. J. Vet. Res,
20: 176-179, 1959), against serotypes Lla,
Llb, L3a, L3b, Lda, L4b and grayi. Titers
vead as follows: 1:1280 for L. grayi, 1:160
for Lla, and 1:80 for L4b. Agglutinin ab-
sorption has confirmed the isolated strain as

L. grayi (Table II).

Concerning in vivo tests, the strain inves-
tigated was not pathogenic for mice (intra-
peritoneal inoculation); Anton’s test (Zbl,

Bakt. Abt. I Orig., 131: 89-103, 1934) was

also negative,

The results here reported are similar to
those of LarsEN & Skrricer (Proc. 3 In-
ternat. Symposium on Listeriosis, July 13-16,
35-39, 1966), which supports the classifi-

cation of our isolate as L. grayi.

RESUMO

Estudo sobre uma amostra de Listeria (L.
grayi) isolada de secregdo nasal de bovino.

Através da analise dos comportamentos
bioquimico e sorologico de uma amostra de
Listeria isolada de secregio nasal de um bo-
vino higido, abatido no Matadouro Estadual

Instituto Oswaldo Cruz. Rio de
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TABLE I
' N . Vo
Reaction of L. monocytogenes (L4b), L. gray and Isolated strain in carbohydrates
Listeria . \

Listerig Isolated
Carbohydrates monocytogenes - X

(L4b) grayt strain
Adonitol - - -
Arabinose - - -
Dulcitol - ~ -
Galactose - + +
Glucose + + +
Glicose (gas) - - -
Lactose + 11d + +
Maltose + + +
Mannitol - + +
Mannose -+ + +
Rhamnose + - -
Salicin + + +
Sorbitol + 4d + +
Sucrose + 6d - -
Xylose - - -

Key: + = acid after one day; — = negative after 30 days.
TABLE II
Results of absorption test between Listeria grayi and the isolated strain
Somatic antisera
Somatic antigen Listeria grayi Isolated strain
suspensions JE— - . ,,

(1000C, 1 hr)

Absorbed hy

Absorbed by

Unabsorbed the isolated Unabsorbed .
X L. grayt
strain
L. grayi 1/1280 0 1/1280 0
Isolated strain 1/1280 0 1/1280 0

de Santa Cruz, Guanabara, fol possivel iden-
tifica-la como pertencente a espécie Listeria
grayi, recentemente descrita por LARSEN &
(Proc. 3** Internat. Symposium

on Listeriosis, July 13-16, 35-39, 1966).

SEELIGER
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TECNICAS SELECIONADAS DE COLORACAO E DE CITOLOGIA
OTICA DE BACTERIAS

Ttalo SUASSUNA (1) & Ivone R. SUASSUNA (2)

RESUMO

Faz-sc uma apresentacio de técnicas experimentadas pelos autores e destinadas
a coloracfio geral ou a evidenciagiio de estruturas da célula bacteriana por processos

de microscopia Gtica.

Consideram-se nio somente resultados obtidos em culturas

puras, como também aqueles de interesse eventual ao diagnostico médico.

INTRODUCAO

As técnicas de demonstragio das estrutu-
ras da célula bacteriana, através da micros-
copia Gtica tiveram o seu desenvolvimento
méximo na década a partir de 1950, e foram
extremamente tteis para definir a sua orga-
nizagio como aceita no presente ™S A se-
guir, o emprego dos processos de microscopia
eletrénica, veio aclarar e resolver em maior
profundidade alguns dos problemas delinea-
dos com as técnicas iniciais, tornando-se o
instrumento de alguns especialistas e rele-
gando a plano secundario os métodos de co-
loragio que fundamentaram os primeiros
estudos.

Anote-se,adicionalmente, que os meios de
classificacdo de bactérias repousam fortemen-
te em investigacBes sobre sua fisiologia e ati-
vidades bioquimicas, o que contribui para
descrigbes sumarias e muitas vezes imperfei-
tas dos métodos de coloragdo. Iim numerosos
tratados e compéndios de Bacteriologia, ob-
serva-se, de fato, descrigdes por demais sucin-
tas de uma multiplicidade de métodos de
coloracio, referidos como adequados, mas
nem sempre equivalentes entre si.

Nio obstante, o que vimos de apontar, a
evidenciacdo 6tica de algumas organelas das
bactérias é imprescindivel a estudos de taxo-
nomia, ou mesmo, a classificagio em rotina
diagnéstica dos géneros ou espécies, Em tais

casos, como na demonstracio dos cilios bac-
terianos, o bacteriologista comum encontra
inexcedivel dificuldade e admite que a boa
técnica esteja nas maos de alguns poucos
“especialistas” ou individuos naturalmente
perfeccionistas.

Segundo LEerrson ** devido as dificuldades
técnicas experimentadas por muitos bacterio-
logistas, a natureza da ciliatura foi omitida
na descricio original de muitas espécies
bacterianas.

O mesmo parece ocorrer com as técnicas
de demonstracio da capsula bacteriana, ou-
tra estrutura da malor importincia para a
classificaciio adequada desses microrganismos,
mas que é raramente utilizada em rotina,
ou, quando o seja, de forma sabidamente
insatisfatoria 8,

Uma tentativa de padronizar téenicas de
coloragio, com resultados os mais satisfatd-
rios, foi realizada pela Sociedade Americana
de Microbiologia® o que néo cobre, porém,
alguns métodos atuais de coloragdo de bacte-
rias e de demonstracio de determinadas
estruturas.

Justifica-se, pois, pelas breves considera-
¢Ges acima, a presente descrigio de técnicas,
todas clas executadas pelos autores, e sele-
cionadas em comparagio com varios outros
processos de coloragio para a mesma finali-

(1) Do Instituto de Microbiologia, U.F.R.J. e da Faculdade de Ciéncias Médicas, U.E.G., Rio de

Janeiro, GB

(2) Do Instituto de Microbiologia, U.F.R.J., Rio de Janeiro, GB
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dade, e que ndo serfo referidos. O objetivo
didatico foi sempre tomado em consideracio
e, em todos os casos, as técnicas descritas
foram utilizadas no ensino pratico da mor-
fologia e citologia 6lica de bactérias, tendo-
se obtido resultados satisfatérios nas méos
de estudantes de cursos de graduagéo ou pos-
graduacfo. Tanto quanto possivel foram se-
guidas as recomendagbes do “Manual of Mi-
crobiological Methods” da Sociedade Ameri-
cana de Microbiologia, anteriormente desig-
nada “Society of American Bacteriologists”
aqui apenas referida pela sigla S.A.B.%.

Além de emprego de métodos adequados,
é necessario, assegurar-se da boa provenién-
cla dos corantes, destacando-se aqueles es-
tandardizados em funcdo do emprego a que
se destinam, como os antigos corantes ale-

méies de marca Gruber e Hollborn, os da
“British Drug House” e os corantes moder-
nos certificados pela “Biological Stain Com-
mission” 2 %,

O preparo de férmulas, a partir de solu-
cbes saturadas é frequentemente referida.
A Tabela I, mostra a concentragio aproxi-
mada dos corantes mais comuns em solugio
aquosa e alcodlica, havendo variagBes de so-
lubilidade entre diversas marcas. Em rotina
é ntil empregar corantes, de concentragio
conhecida, proxima. do ponto. de saturagio,
com resultados igualmente satisfatérios,
quando se pretende solugBes saturadas. Essas
mesmas solugdes, quando estaveis, podem
ser mantidas em estoque, partindo-se das
mesmas para o preparo de diversas férmulas
corantes.

TABELA I

Concentracdo aproximada de alguns corantes em solucio saturada, & temperatura ambiente *

Solubilidade %
Corante
Agua Alcool a 95%

Acido picrico 1,1 8,9
Auramina 0 0,74 4.4
Azul de metileno, Cloreto 3,0-4,5 1,4-1,8
Azul de toluidina 0 3,4-5,9 0,3-0,5
Azul Vitéria

4R 3,2 20,5

Novo R 0,5 4,0
Crisoidina Y 0,6-0,8 1,3-2,2
Cristal violeta (Violeta de genciana)

Cloreto 0,2-1,0 8,3-10,0

Todeto 0,03 1,7
Fucsina basica

Pararosanilina, cloreto 0,2-0,3 3,7-5,9

Rosanilina, cloreto 0,3-0,5 6,25-8,1

Nova fucsina, cloreto 1,13 3,2
Pardo Bismarck Y 1,2-3,1 0,4-1,0
Safranina O 2,1-4,3 21-2,7
Tionina 0,25 0,25
Verde malaquita, oxalato 7,6 7,5
Violeta de metila (Violeta de genciana) 29 15,2

(*) Adaptade de Conn+t e Conn & col’®
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A — PREPARO DE ESFREGACOS

H4 numerosas formas de preparagdo de
esfregagos, muitas delas dependentes da fi-
nalidade a que se destinam. Um item essen-
cial, em todos os casos é, porém, a limpeza
escrupulosa das laminas, com remogio de
matérias graxas, que dificultam a livre dis-
posicdo das células e alteram os seus grupa-
mentos caracteristicos.  Laminas novas e
limpeza em solugbes oxidantes acidas é sem-
pre recomendavel, desde que os residuos aci-
dos sejam, completamente removidos, pois a
acidez residual pode alterar algumas colora-
¢bes. A conservacio das laminas, apés lim-
peza, em solventes graxos (&lcool, éter, etc.)
pode, eventualmente, ser contraproducente,
pois esses solventes, quando nfo sejam de
grau de pureza adequada, podem, eles mes-
mos, conter contaminantes lipidicos, que ade-
rem as laminas.

Quando ndo sejam descritas maneiras es-
peciais, o esfregago deve, de preferéncia, ser
preparado a partir do crescimento na super-
ficie de meios sélidos, fazendo uma suspen-
sdo em agua, até atingir leve opalescéncia.
Depositar uma gota em lamina e deixar se-
car. Quando o cultivo em meio liquido é mais
favoravel ao crescimento e & apreciagio do
grupamento das células como ocorre com
Streptococcus, os melhores resultados sdo
alcancados com a obtengdo do sedimento e
suspensdo em agua, da maneira acima des-
crita. Ressalvadas raras bactérias haléfilas **
o grau de lise eventual em agua nio preju-
dica a observacao.

A fixacio da suspensdo é realizada, pas-
sando a lamina, por trés vezes, através a
chama do bico de Bunsen, com o esfregago
para cima. Devido a relativa rigidez da pa-
rede das bactérias esse processo é habitual-
mente suficiente. Em alguns casos porém,
particularmente nos processos citolgicos,
recomenda-se a fixacio por agentes quimi-
cos, para a coagulagio de certos componen-
tes como se faz com células superiores,

B — COLORACAQO SIMPLES

Corresponde a coloragéo
mente nfo pde em evidéncia caracteristicas
diferenciais da célula bacteriana, permitindo
apenas a apreciagio da forma e do grupa-
mento das células, além do seu tamanho. Em
muitos casos, a mesma apreciagdo pode ser
feita por coloragio de contraste através da
nigrosina, como descrito adiante.

que habitual~

I — Solugdes corantes:

1 — Fucsina fenicada de Ziehl, recomen-

dado, S.A.B.%:
Solucdo A:

Fucsina bésica (90% de corante) 0,3 g

Alcool etilico (95%) ......... 10 ml
Solugdo B:

Fenol ........ .. ..., B T

Agua destilada .............. 95 ml

(Misturar A e B)
2 — Azul de metileno alcalino de Loef-
fler, recomendado, S.A.B.%:

Solucio A:

Azul de metileno (90% de corante 0,3 g

Alcool etilico (95%) vevev.. 30 ml

Solucio B:
Solugiio aquosa de KOH a 0,01% 100 ml
(Misturar A e B)

3 — Cristal violeta fenicado de Nicolle,
usada como alternativa pela S.A.B.°:

Solugdo A:

Cristal violeta (90% de corante 04g
Alcool etilico (95%) ......... 10 ml
Solugio B:
Fenol ....................... 1 g
Agua destilada .............. 100 ml
(Misturar A e B)
Execucio:

a) Cobrir o esfregaco com qualquer das
solucbes acima, entre 5-60 segundos,

b} Lavar em &4gua, enxugar, e ohservar
com imersao.

Resultado

Variavel segundo o germe e a intensidade
de coloragdo. Assim, a fucsina de Ziehl, ten-
de a corar muito intensamente, resultados
melhores sendo as vezes obtidos com sua
diluicio a 1/5 ou 1/10. O azul de metileno
pode, principalmente quando velho, mostrar
coloragdo seletiva de granulos metacromati-
cos, mas de um modo geral a coloracio da
célula bacteriana mostra-se uniforme. Quan-
do convenientemente diluidos, no entanto, al-
guns bacilos mostram um aspecto vacuolado
(Bacillus megatherium, Bacillus cereus) o
que parece corresponder a disposicio de in-

clusdes de natureza lipidica %,
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[l —— Coloracio de contrasie

Nesse caso, nfo sfo utilizadas solucbes co-
rantes, mas suspensdes coloidais de diversos
pigmentos ou matérias coradas como a ni-
grosina, a tinta Nankim ou o vermetho
Congo. O material corado deposita-se em
torno dos corpos celulares, evidenciando-lhes
a forma e arranjo, além do tamanho das
células, as quais, habitualmente, mostram-se
malores, do que com os processos de colora-

s

clo. lIsto se deve a que nfo ha penetracio
da parede celular bacleriana a qual, ao con-
trario, é permeada mas nfo corada, pelos
corantes verdadeiros,

O processo usado com maior frequéncia e
com rvesultados mails reprodutiveis corres-
ponde ao emprego da nigrosina.

Nigrosina de Dorner?®

{cer-

Nigrosina solGvel em agua
fificada) ... ... ..
Agua destilada

10 ¢
100 ml

Aquecer em banho-maria fervente durante
30 minutos, Deixar esfriar e acrescentar
0,5 ml de formalina, como preservativo. Fil-
trar duas vezes em papel e guardar em tubos
ou frascos pequenos bem fechados, na ge-
ladeira.

Lxecugio:

Preparar um esfregago como descrito an-
teriormente, deixar secar e fixar.

Colocar pequena gota da suspensdo de ni-
grosina sobre a lamina, por fora da borda
do esfregago. Aplicar um palito ou tubo ca-
pilar (de uma pipeta Pasteur) laleralmente
sobre a gola de nigrosina, e fazé-la deslizar
cobrindo o esfregaco, a maneira da distensdo
de uma gota de sangue. Secar e examinar,

Resultados:

A percepgio da forma e do arranjo é
superior a obtida com coloracdes simples em
grupos bacterianos nos quais o Gltimo aspecto
¢ de importdncia diagndstica como nos cocos
Gram-positivos, particularmente 1étrades, e
em bacilos Gram-positivos como corinebac-
térias.

C — COLORACGES DIFERENCIAIS
I — Coloragio de Gram

Hé muitas modilicagBes, para esse método.
A modificagdo abaixo é a mais simples para
o estudo de culturas puras. Para a coloragio
de bactérias em exsudatos, de culturas for-
temente acidas ou de germes dotados de

certa labilidade em relagio ao Gram, outros
métodos como os de Burke ou de Kopelolf
& Beerman sfio malis particularmente reco-
mendados 7.

A — Cristal Violeta com oxalato de aménio
Solucdo A:
Cristal Vieleta (90%) ........ 2 g
Alcool elilico (95%) .......... 20 ml
Solugiio B:
Oxalato de amdnio ........... 0.8¢g
Agua destilada ... .. ... ... 80 ml

(Misturar A ¢ B)

Optativamente pode ser usado o cristal
violeta de Nicolle, cuja formula ja foi apre-
sentada, mas que € menos estavel nas con-
digdes de rotina.

B — Lugol

lodo ....... R

lodeto de potas 2 ¢

Agua destilada ... L 300 ml
C — Corante de fundo

Safranina 0 (2.5% em &lcool a

) 95%) R 10 ml
Agua destilada ...... ... .. . 100 ml

Uma solugfio fraca de fucsina (Fucsina de

Zichl diluida a 1/10) pode ser também
usada,
Execugdo:
1 — Cobrir o esfregaco com a solucio de
cristal violeta, 1 minuto.
2 — Lavar em 4gua rapidamente (2 se-
gundos).
3 —- Cobrir com Lugol, 1 minuto.
4 — Lavar em dgua corrente e enxugar
com papel.
5 — Descorar com aleool etilico, até que
o solvente ndo cscorra obviamente
corado da lamina.
6 — Lavar com agua corrente.
7 — Contrastar com salranina, 30 segun-
dos.
8 — Lavar com dgua corrente,
9 - Secar e cxaminar.
Resuliado:

Gram-posilivos em roxo e Gram-negativos
em vermelho-laranja.  Km exsudatos, é pre-
fevivel substituir o alcool elilico, por uma
solugdo a 30% de acetona em alcool. Para
germes Gram labeis, utilizar culturas recen-
tes, isto &, em fase ativa de crescimento, em
meios desprovidos de carboidratos fermenté-
vels, ou meios tamponados,
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Il — Coloracio de bacilos alcool-acido-
-resistentes

1 w— Método de Ziehl-Neelsen, recomenda-

do, S.A.B.7:

a) Corar o esfregago 3-5 minutos com
fucsina de Zichl aquecendo até leve emissio
de vapores.

b) Lavar em agua.

¢) Descorar com élcool etilico a 95%
contendo 3% (V/V) de é&cido cloridrico
concentrado.

d) Lavar em agua.

e) Contrastar com
metileno.

f) Lavar em Agua, secar ¢ examinar.

solucio de azul de

A seguinte formula é conveniente para o
azul de metileno a ser usado no método de

Zichl.

Solucdo alcodlica a 1% de azul de
metileno ...
Agua oo

30 ml

100 ml

Muitos investigadores preferem diluir ain-
da mais (1/5 a 1/20) a solucdo acima.

Resultado:

Bacilos &lcool-acido-resistentes em verme-
1ho. Os demais em azul. E dificil o descora~
mento em escarros muito mucosos. Nesses
casos a solugdo mais forte do azul de meli-
leno, ¢ preferivel para a coloracio de fundo,
pois aparentemente desloca a fucsina néo
removida pelo solvente *°. Nessas circuns-
tAncias evitar esfregacos espessos.

2 — Método de Osol™

a) Cobrir o esfregago com fucsina de
Ziehl e aquecer, até quase cbuli¢io, durante
3 1/2 minutos.

b) Descorar com solugiio aquosa de aci-
do sulfivico a 10% até o esfregago ficar
transparente.

¢) Lavar com uma mistura de 5 partes
de solucdio aquosa de sullito de sodio a 10%,
e uma parte de alcool a 96%.

d) Lavar rapidamente com agua e dei-
xar secar sem contraste,

Resultado

Bacilos vermethos em campo incolor. No
processo original nfio se indica a lavagem
final em Agua, mas essa oferece vanlagens,
evitando formacfio de cristais de sulfito de
s6dio. % indicado fazer esfregacos de es-
carro e exsudatos e, nesse caso, visto ao mi-
croscopio, o fundo da preparagéio aparece

habitualmente amarelado e de facil focaliza-
¢iio, Com outros materiais, pode-se obter li-
geiro contraste corando o fundo, extempora-
neamente, com Lugol ou solugio de acido
picrico. Para escarros e exsudatos os re-
sultados obtidos sfio considerados superiores
aos obtidos com a coloragio de Ziehl-Neel-
sen® mas, como nesse Gltimo, hd também

dificuldade de descoramento com escarros
Mucosos.

S o Coloracio fluorescente i
3 oloragio fluorescente com auramina

0 método de Lempert, como descrito por
St HiLL®" oferece resultados muito satisfa-
térios.  Obviamente deve ser utilizado mi-
croscopio equipado para microscopia de fluo-
rescéncia, podendo a observagiio ser realiza-
da em campo claro ou campo escuro, com
filtro amarelo, na ocular,

Solugéio de auramina fenolada — aquecer a
40°C 100 ml de uma solugio de fenol a 3%
em Agua destilada, Juntar pouco a pouco
0,3 g de auramina agitando vigorosamente.
Manter a agitacio durante 10 minutos. A
soluciio turva é filtrada, podendo o filtrado
limpido ser usado até trés semanas,

Solucio dlcool-dcida descorante

Acido cloridrico concentrado ... 0,5 ml
Cloreto de sodio ....... v, 05 ml
Alcool metilico .............. 75 ml
Agua destilada .............. 25 ml
Corante de contraste — Solucio de perman-

ganato de potassio a 0,1% em agua desti~
lada. Manter em frasco escuro bem fechado
¢ abandonar quando forma precipitagio em
excesso.

Fxecucio:
Lxecugao

a) Corar com auramina fenolada, a quen-
te, durante 4 minutos.

Lavar com agua corrente.

Descorar por 4 minutos.

Lavar bem com agua.
>}

—
el

o
S e S e

e Contratar por 3 segundos com per-
manganato.
f) Lavar, secar e observar.
Resultado:

O bacilo pode ser morfologicamente de-
finido com o emprego da objetiva a seco de
maior aumento. Se ulilizado campo escuro,
ou objetiva de imersdo, empregar oleo de
imersio néo fluorescente ou glicerina, As
vantagens eventuais da microscopia de fluo-
rescéncia sobre a cléssica coloragiio de Zichl-
Neelsen para o diagnostico da tuberculose
sfo discutidos por Darzixs ®.
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1II — Coloragdo bipolar para
pasteurelas

A coloracio mais intensa das extremidades
de cocobacilos Gram-negativos menos delga-
dos, particularmente da Pasteurelle pestis é
considerada tipica, e pode ser observada com
muitas das coloragBes simples, parlicular-
mente com o azul de metileno, e mesmo com
o método de Gram. No entanto, da-se pre-
feréncia para esse propésito ao corante poli-
croméatico de Wayson. A férmula abaixo é
descrita por ScHAUB & col.*.

Corante de Wayson

Fucsina basica ...... e 0,20 g
Azul de metileno ..........L. 0,75 g
Alcool absoluto  .............. 20 ml

Dissolver os corantes no alcool e juntar a
200 ml de solugio de fenol em &gua desti-
lada. Filtrar.

Execucéo:

a) Fixar o esfregaco, cobrindo com al-
cool etilico comercial. Inflamar o alcool es-
perando até apagar-se a chama.

b) Cobrir com o corante de Wayson du-
rante alguns segundos,

¢) Lavar com 4gua e deixar secar.
Resultado:

Células com tonalidade azulada, densamen-
te coradas nas extremidades, as vezes dando
a impressio de vactiolo central. Resultados
inferiores sfio obtidos com a fixacdo comum,
passando o esfregaco na chama de Bunsen.
Todavia, com a fixagio pelo alcool inflamado
muitos outros géneros bacterianos, particular-
mente bastonetes curtos como Klebsiella, Ser-
ratia, e outras enterobactérias, mostram facil-
mente coloracio bipolar.

Uma alternativa para o corante de Wayson
que fornece resultados satisfatorios, facil de
preparar extemporaneamente em qualquer
laboratério de rotina, é descrita por Gor-
DENBERG & col.**,

Fenol liquido ............... 0,2 ml
Fucsina de Ziehl ............. 0,5 ml
Azul de metileno de Loeffler 4,0 ml

D — TECNICAS DE IMPREGNACAO
PARA ESPIROQUETAS

I — Método de Fontana-Tribondeau,
recomendado, S.A.B.3.

Fixador - Solugio de 4acido acético a
10% ** ou, alternativamente, o liquido de
Ruck 2:

Acido acético glacial .......... 1 ml
Formalina .................. 2 ml
Agua destilada .............. 100 ml

Mordente — Solucio a 5% de acido ta-
nico em 4gua fenolada a 1%.

Nitrato de prata amoniacal — Dissolver
5 g de nitrato de prata em 10 ml de 4gua
destilada. Separar cerca de 5 ml desta so-
lucdo e, ao restante, acrescentar, gota a gota,
solugdo concentrada de ambdnia, agitando
sempre, até que um precipitado castanho que
se forma, volte a se dissolver. Juntar entio,
gota a gota, parte da solugio original de
nitrato de prata, que se havia separado, até
que se forme uma leve turvacdo, que persiste
com a agitacgio.

Execucio:

a) Fazer esfregago fino e fixar por 3 a
5 minutos com acido acético, ou por 1 a 3
minutos com o liquido de Ruge.

b) Lavar com agua destilada.

¢) Cobrir com a solucdo mordente e
aquecer até a emissdo de vapores por 30
segundos.

d) Lavar cuidadosamente com agua du-
rante 30 segundos.

e) Cobrir com a solucio de nitrato de
prata e aquecer até a emissdo de vapores,
deixando permanecer 20 a 30 segundos.

f) Lavar com agua corrente, secar e exa-
minar.

Resultado:

Espiroquetas (treponemas, borrelias, lep-
tospiras) em marron escuro, em um campo
de tonalidade amarela ou marron claro. Do
ponto de vista do diagnéstico o método, em-
bora tradicional, é severamente criticado por
alguns autores 3¢,

Il — Método de Ryu **

1 — Solugdo de bicarbonato de sodio a
5%.

2 — Solucio de fucsina basica — utilizar
solugio saturada {aproximadamente 3%)

em alcool a 95%. Na hora do uso diluir
a 1:9 com 4gua destilada.

Execugiio:

a) Fixar, introduzindo a lamina com o
esfregago em solugdo aquosa a 1% de for-
malina durante 1 minuto. Escorrer (nfo é
necessario lavar),
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b) Cobrir o esfregaco com a solugio de
bicarbonato, contande o n(mero de gotas
necessarias.  Imediatamente acrescentar 10
gotas da solugio de fucsina para cada gota
de bicarbonato. Procurar misturar, deixan-
do agir por 5 minutos.

¢) Lavar, secar, e examinar.

Resultado:

Espiroquetas em vermelho intenso, sobre
fundo rosado. A simplicidade do método
torna-o indicado no controle de culturas de
leptospiras e treponemas cultivaveis. No diag-
néstico de lesdo sifilitica primaria, os resul-
tados foram nas nossas maos inferiores ao
método de Fontana. Todavia, STurRpzA &
SAFIRESCO ?® em detalhada investigagdo so-
bre coloragio de espiroquetas, consideram-no
entre os mais satisfatérios. O método mos-
trou-se aparentemente adequado para a enu-
meracio de espiroquetas da boca .

E — EVIDENCIACAO DE CiLIOS

Como comentado na introdugfo, é consi-
derada entre as técnicas de mais dificil exe-
cugdo, exigindo habilidade e rigor técnico
acima do comum. O controle de circunstin-
cias habitualmente desprezadas em outros
casos, pode ser aqui, muitas vezes, essencial.
Por isso nos deteremos em algumas recomen-
dacoes.

Preparo de ldminas — Se possivel usar
apenas laminas novas e, de preferéncia Py-
rex ou outro vidro resistente ao calor. Lim-
par as laminas em solug@o sulfocrémica, la-
var com Agua e, em seguida com alcool a
95%. Enxugar com pano bem absorvente
{enxugar nfo & necessario, mas é recomen-
davel, a nfio ser que se use novas quantidades
de alcool para poucas laminas).

Flambar cada lamina, com movimentos
para diante e para tris em uma chama, até
que esta comece a adquirir colorago laranja.

A nfo ser que se empreguem laminas re-
sistentes ao calor, deixar esfriar lentamente.
Um método satisfatério para tanto é colocar
as laminas recém-aquecidas em uma placa
de metal (com o lado diretamente aquecido
para cima) sobre um recipiente com agua
em ebuliciio, deixando-se, em seguida, esfriar
sobre esse local.

O processo acima é recomendado pela
S.A.B.5 mas nido havendo laminas termo-
resistentes, haverd dificuldades no relativo a
flambagem acima descrita.  Resultados um
pouco menos satisfatorios temos obtido em-

pregando laminas novas, que sdo inicialmen-
te limpas com 4gua e sabfo. A seguir sio
colocadas em um bequer, com solugio sulfo-
crémica recentemente preparada e aquecidas
durante 15 a 20 minutos até quase fervura.
Para evitar acidentes o bequer pode ser co-
locado em banho de areia em recipiente me-
talico. As laminas podem ser conservadas mo
bequer tapado apés resfriamento até o mo-
mento do uso, Retiram-se as laminas para
vérios banhos de Agua da torneira em jarras
de coloragiio, terminando com agua destila~
da. Utilizar pincas, nunca tocando as lami-
nas com as mfos. Deixa-se secar ao ar,
inclinadas sobre papel filtro. Flambar pas-
sando cada face voltada para baixo 6 vezes
na chama.

Preparo do esfregago — Ha varios méto-
dos que, nesse particular, atendem as reco-
nhecidas dificuldades em obter hoa dispersio
das células, sem distor¢io dos flagelos.

Um processo que oferece resultados regu-
lares consiste em:

a) Tomar com alga ou bastdo fino, de
vidro, pequena quantidade do crescimento
imido, logo acima da 4gua de condensagio,
em uma cultura recente (18 horas) em agar
inclinado,

b) Submergir a ponta da alga ou bastdo
em um pequeno volume de agua destilada
estéril (1 a 2 ml) e incubar a temperatura
6tima para o microrganismo por 10 a 15
minutos.

¢) Apbs desprendidas do bastdo, obser-
var entre as bactérias em suspensiio, a ocor-
réncia de formas méveis, por meio de gota
pendente.

d) Com pipeta capilar retirar uma pe-
quena gota da superficie da suspensio e
colocar na extremidade de uma ldmina de-
vidamente preparada, inclinando-a de modo
a que a gota escorra lentamente, no gentido
longitudinal. Deixar secar com a lamina em
posicio inclinada. Podem ser superpostas
duas ou trés gotas, na mesma lamina, de-
pendendo da densidade da suspensio utili-
zada.

Acreditamos til a adicio de uma ou duas
gotas (0,1 ml) de formalina de boa quali-
dade entre as etapas ¢) e d) acima a fim
de preservar melhor a disposicio dos cilios
na célula.

Qutro método, descrito a seguir, devido a
Dowsox 7, tem dado resultados reprodutiveis
mesmo nas mios de pessoas inexperientes.
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1 — Um pedago de papel celofane auto-
clavado em agua destilada é colocado na su-
perficie de uma placa de agar. Pode-se secar
por algum tempo na estufa.

2 — Inocula-se uma cultura em meio li-
guido, espalhando-se sobre o celofane com
um bastdo de vidro ou com a ponta de uma
pipeta.

3 — Incuba-se & temperatura adequada,
de um dia para o outro, ou por mais tempo,
de acordo com o germe,

4 Obtido™ & “erescimento relivase A
membrana de celofane, coloca-se em placa
de Petri e cobresse com A4gua destilada
(10-20 ml) deixando o crescimento despren-
der por 30 minutos.

5 — Adiciona-se 1 ml de formalina para
matar e fixar as bactérias. A suspensio &
transferida cuidadosamente para um tubo
gque pode ser conservado na geladeira por
muito tempo.

6 — Para o uso dilui-se uma gota dessa
suspensfo espessa, em agua destilada, para
obter leve opalescéncia,

7 — Coloca-se uma gota na extremidade
de uma lamina adequadamente preparada, e
inclina-se de modo a que a gota escorra no
sentido longitudinal & lamina, deixando-se
secar ao ar, em posicio inclinada.

I — Método de Bailey, modificado por

Fisher & Conn

Segundo a S.A.B.7 embora mais elabora-
do parece o mais reprodutivel, em particular
para bactérias dotadas de cilios finos e
quebradigos, ou de camada mucosa que in-
terfira com a evidenciacio. Acreditamos ser
o mais reprodutivel, em que pesem as exce-
lentes preparages devidas a Leirson ™' com
o emprego do seu método.

Solucdo A:

Acido tanico (sol. aquosa a 10%) 9 ml

FeCl,. H.O (Sol. aquosa a 6%).. 3 ml

Solugio B:

Solugdo A ...... . S I 1
Fucsina basica (0,5% em alcool) 0,5 ml

HCl concentrado  ........... .. 0,5 ml
Formalina ........ e .. 2,0 ml

Execugio:

a) Filtrar a solugo A diretamente sobre
a lamina e deixar por 3 1/2 minutos.

b) Deixar escorrer e, sem lavar, acres-
centar a solugio B, também através filtracio.
Deixar por 7 minutos.

¢) Lavar com agua destilada.

d) Antes que seque a lamina, cobrir com
Fucsina de Ziehl por 1 minuto, aquecendo
até a mais leve possivel emissfo de vapores.

e) Lavar com agua, secar ao ar e exa-
minar.

Resultados:

Células e flagelos em vermelho sobre fun-
do finamente granuloso,

II — Método de Rhodes s

Consiste em uma das muitas modificagies
do método de impregnacio argéntica de Fon-
tana-Tribondeau, adaptado & evidenciacfio
de cilios. Por sua facilidade de execucio e
reprodutibilidade, sobretudo em relacio a
pseudomonas e grupos bacterianos relaciona-
dos (Figura 1), é um dos que melhor ser-
vem a propoésitos de ensino,

Mordente: preparar na hora de uso jun-
tando:

Acido léanico, solugio a 10% .... 10 ml
Alumen de potassio, solugio aquosa
saturada ... ... oLl oo 5 ml
Oleo de anilina, solugdo aquosa
saturada  ................... 1 ml

Dissolver, por agitagfio, o precipitado que
se forma. Completar com:
1 ml

Cloreto férrico, solugio a 5%

Nitrato de prate amoniacal a 5%, como
descrito anteriormente no método de Fon-
lana.

Execucio:
a) Preparar esfregaco como descrito.

b) Iiltrar o mordente sobre o esfregaco
deixando por 3 a 5 minutos.

¢) Lavar abundantemente com 4gua.

d) Cobrir com solucio de nitrato de
prata e aquecer suavemente até emissido de
vapores, durante 3 a 5 minutos.

Resultado:

Células castanho-escuro e cilios mais cla-
ros em fundo granuleso.
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Fig. 1 — Evidenciacdo de cilios em Aeromonas sp. peio método de Rhodes®

F — DEMONSTRACAO DA CAPSULA
BACTERIANA

Meios para o desenvolvimento de cdpsulas
— Muitas culturas bacterianas sfio normal-
mente encapsuladas em qualquer meio que
propicie um bom crescimento. Em casos nio
menos numerosos, porém, os melhores resul-
tados sfio obtidos utilizande cultivos em meios
que favorecem o
estruturas.

desenvolvimento  dessas

0 meio seguinte é adequada ao desenvol-
vimento de muitas espécies bacterianas. Ba-
seia-se em que cerlas cépsulas sdo facilmente
produzidas em meios com excesso de certos
carboidratos utilizaveis (sacarose, maltose)
em relacdo as fontes de nilrogénio . Para
germes mais exigentes é conveniente a adi--
co de soro ou liquido ascitico.

Meio de Worfel-Ferguson ®

Cloreto de soédio .....

Ceees 2,0 g
Sulfato de potassio .......... 10 g
Sulfato de magnésio ........ 0,25g
Sacarose  .....oia.... coee. 200 g
Extrato de levedura ........ 20 ¢
Agar ... B 15,0 g
Agua destilada ............ 10000 ml

Certos autores julgam conveniente o em-
prego deste meio, sob forma liquida, com. a
omissdo do agar. Para amostras encapsula-
das de germes coliformes, excelente resultado
obtém-se com o emprego do meio de Hslt--

‘Harris & Teague (E.M.B. Agar).

Finalmente, para algumas amostras que
produzem excesso de material mucoso frou-
xo, pode ser prejudicial o emprego de meios
que estimulam a sintese do material capsu-
lar, preferindo-se-os cultivos que permitem
uma camada mucosa mais firme, embora
mais discreta.
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I — Método de coloragio para capsula

Obter o crescimento do germe em um
meio adequado ao desenvolvimento de cap-
sulas. Suspender em wma gota de soro san-
guineo e espalhar em camada muito delgada
sobre a lamina. Fixar por leve aquecimento
ou, melhor ainda, por tratamento com for-
malina comercial pura, até observar-se opa-
cificagio do esfregaco (coagulagio do soro).
Lavar em 4dgua e corar rapidamente,

Méiodo de Hiss, recomendado, S.A.B.5.
Corante: Solugdo aquosa de cristal viole-
ta a 0,1%.
Execugdo:

a) Cobrir com o corante, com aqueci-
mento suave até emissdo de vapores.

b) Lavar com solugio aquosa de sullato
to de cobre (CuSO,.5H.0) a 20%, rapida-

mente.

¢} Secar com papel, sem lavar, e exa-
minar,
Resultado:

Células em roxo e capsulas em azul viola-
ceo palido com maior intensidade de colora-
¢ao na periferia.

SUASSUNA, I. R,

Il — Demonstragio em negativo da
capsula bacteriana

Os métodos de coloragio de capsula so
considerados menos confidveis na demons-
tragdo dessa estrutura, devido a sua pouca
afinidade por corantes e, porque, os proces-
sos de fixacdo, introduzem distorgdes gros-
seiras dada a sua pequena consisténcia. Em
pormenorizada investigacio sobre esses mé~
todos, Ducuip ® concluiu pela maior utilida-
de e seguranca da demonstracio da cépsula,
em negativo, usando tinta Nankim como
contraste, em preparagdes tmidas “entre 14
mina e laminula. Um método com igual
vantagem, mas de maior reprodutibilidade é
descrito a seguir:

Método de amido 2°,

a) Colocar sobre a laminula uma gota de
suspensdio a 4% de amido solavel “Reagen”
e juntar uma algada do crescimento bhacte-
riano obtido em meio sélido.

b)  Sobre a lamina colocar uma gota de
agua, contendo 0,1% de gelose (para au-
mentar a viscosidade) e juntar, com auxilio
de pipeta capilar, uma gota de solugio iodo-
iodetada diluida para a concentracio final

de 0,25-0,5% de iodo. Misturar.

¢) Inverter a laminula sobre a gota de
Lugol na lamina e focalizar os campos mi-

Fig. 2 — Demonstracio em negativo da capsula de Klebsiella e Enterobacter
pelo método do amido (Suassuna & Pabst )
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-croscopicos em que se observe com maior
nitidez a gelificagiio do amido.

Resultado:

Capsulas delineadas pelo amido gelificado
corado em azul. N&o se deve exercer forte
pressio sobre a laminula pois ha fragmen-
tacdo do gel de amido corado, que, no en-
tanto, retém os corpos bacterianos em seus
fragmentos (Figura 2). N&o hd movimento
browniano como no processo do Nankim.
Os melhores resultados tém sido obtidos com
o amido “Reagen”. Certas marcas de amido
solavel podem ter sofrido hidrélise excessiva,
dando tonalidades avermelhadas e nio pro-
duzindo gel consistente pelo tratamento com
o Lugol.

G — COLORACAC DA PAREDE
CELULAR

Ao serem observados os processos habituais
de coloragfio, as bactérias apresentam tama-
nho menor que o real, como comentado ao
discutir-se a coloragiio negativa, por néo
evidenciarem suas paredes celulares que nfo
tomam os corantes bésicos comuns. Para por
em evidéncia a parede celular, é necessario
utilizar corantes adequados e usar de pro-
cessos que de algum modo antagonizem a
hipercromasia da membrana celular e do
citoplasma subjacentes. Isto em geral é obti-
do pelo emprego de mordentes, destacando-se
o acido tanico, em solucio entre 5 a 10%,
enlre outros e, sobretudo, o 4cido fosfomo-
libdico, utilizado por HALE *2. Entre os co-
rantes, emprega-se o cristal violeta, o verde
de metila e, melhor ainda o azul Vitéria 23,

I — Método de Robinow **

a) Liquido de Bouin:

Solugio aquosa saturada de acido

plerico  ......coiiiiiie.. 75 ml
Formalina .................... 25 ml
Acido acético ................. 5 ml

Execugio:

a) Fixar in situ cultivos em agar, com
20 horas, pela adiciio do liquido de Bouin.
Cortar pequenos blocos de agar com o cres-
cimento para fazer os esfregagos.

b) Preparar eslregagos por impressio
em laminula, e lavar em alcool e dgua para
remover a coloracdo amarelada do &cido
picrico.

¢) Tratar por 20-30 minutos com solugdo
de acido tanico a 10%.

d) Lavar em 4gua.

e) Corar com solucdo diluida de cristal
violeta (cerca de 0,02%) 10 segundos.

f) Lavar e¢ montar sobre lamina, com
uma gota de 4gua, e examinar com imerséo.

Resultado:

O tratamento pelo 4cido tAnico reduz
grandemente a afinidade do citoplasma pe-
los corantes bésicos, pelo que, s6 a periferia
da célula, na parte correspondente i parede
aparece corada.

A coloragio ¢ adequada para bactérias dos
géneros Bacillus, Propionibacterium e Cory-
nebacterium, ¢ menos Gtil no relativo is en-
terobactérias.

Resultados superiores sio obtidos com o
emprego do azul Vitéria em solucio a 0,05%
aplicado durante 20 a 40 minutos como pro-
posto posteriormente pelo proprio Rosivow
e por MURRAY ™,

Nessas condigbes o contorno corado estd,
em realidade, formado pela parede e pela
membrana celular, normalmente justapostas.
A dupla natureza do contorno torna-se niti-
damente visivel, provocando-se uma retragio
do citoplasma por plasmélise, dessecacfio, ou
tratamento prévio com o éter (ver MURRrAY'®
e RosiNow 20,

Obtemos paredes celulares isoladas, que se
coram igualmente, rompendo mecanicamente
a integridade da célula, com esvaziamento
da massa citoplasmatica, numa adaptagio do
processo devido a Weibull e descrito por
Ropivow *°: colocar uma algada do cultivo
no gargalo de um frasco com rolha de vidro
esmerilhado, bem ajustada. Fechar o frasco
e fazer diversos movimentos de pressio e
rotagio da rolha para provocar o esmaga-
mento das células. Recolher a massa celular
por lavagem com é&gua destilada. Preparar
o esfregaco com a suspensio obtida, fixar,
e corar como descrito.

Il — Método de Hale

HALE ** advoga que melhores resultados
sdo obtidos evitando-se a fixagiio pelos agen-
tes comumente usados. Prepara o esfregaco
colocando uma minima quantidade do cres-
cimento bacteriano no centro de uma lami-
nula, espalhando por deslisamento sobre ou-
tra laminula,

Execugio:

a) Tratar pelo. 4cido fosfomolibdico a
1%, 5 min (preparar na hora a partir de
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solugdo estoque a 5%, filtrando-o em papel).
h) Lavar em agua.
¢) Corar pela solucio aquosa a 1% de
verde de metila.

Resultado:

O verde de metila é o corante mais reco-
mendado por HArk, mas uma série de ou-
tros corantes podem ser também usados, sen-
do de salientar que pode haver variabilidade
entre diversas partidas do préoprio verde de
metila. Resultados particularmente hons séo
obtidos com a solugio de azul Vitoria a
0,05%, ja referida **.

[[I — Método de Cassel

Para bactérias do género Bacillus, resulta-
dos muito bons sfio ohtidos com este método.
O processo serve, também, para demonstra-
¢io do nucledide bacteriano® e é descrito

em conexfo com esta ltima estrutura.

H — COLORACAC DA MEMBRANA
CITCPLASMATICA

Ao contrario da parede celular, a colora-
¢fo seletiva da membrana citoplasmatica é
dificultada sobretudo pela sua hipevcromasia,
fazendo-a tomar quaisquer corantes, even-
tualmente destinados & coloracdo de outras
estruturas. Normalmente a afinidade da
membrana citoplasmatica pelos corantes é
compartilhada igualmente pelo citoplasma.
Além do microscopio eletrdnico, Knaysr™
baseando-se na maior sensibilidade do cito-
plasma & autélise, conseguiu demonstrar cla-
ramente a existéneia da membrana, com o
emprego de coloragdes.

I — Método de Robinow '*

a) Preparar o esfregago de modo seme-
lhante ao descrito para a parede celular.

b) Corar em Giemsa diluido (1
para 1 ml de dgua destilada).

¢) Lavar e montar em agua.

gota

Resultado:

Observar a hipercromasia no contorno do
citoplasma bacteriano.

II — Método de Knaysi **

Preparar um esfregaco em laminula e
montar sobre uma gota de Lugol forte.

Resultado

A membrana aparece em pardo escuro e
o citoplasma em amarelo.

[ — COLORACAO DO NUCLEOIDE

Em tese, ohedece aos mesmos principios
de demonstracio do material cromatinico de
células eucariéticas, No entanto, a sua reve-
lacio depende da hidrdlise e remogdo do
acido ribonucleico, em que o citoplasma da
célula procariotica € relativamente muito
mais rico do que o das células superiores.

I — Método de Robinow, recomendado,
S.A.B.?, ligeiramente modificado.

Tampéao-de-fosfatos -(pH~6,97,0):

a) K.,HPO,, solugio aquosa a 9,46g%
by KH.PO,, solugio aquosa a 0,06g%

Juntar 4 ml de a) e 1 ml de b) e com-
pletar o volume para 100 ml com dgua des-
tilada. Verificar se o pH corresponde ao
nivel desejado.

Fixagdo e preparo do esfregaco:

a) Cultivar em agar, em placa de Petri
entre 2-5 horas.

h) Remover um pedago do agar com o
crescimento, colocar sobre laminula e expor
(crescimento para cima) aos vapores de aci-
do 6smico a 2%. O tempo, segundo os ger-
mes, varia de poucos segundos a varias horas.

¢) Fazer preparado por impressio em
laminula.

d) Conservar em alcool a 70% até a
coloracdo,

Execugio:

1) Remover a preparagio do alcool e
lavar em agua.

2) Tratar por
N/1 a 60°C.

3) Lavar em agua corrente,

4)  Corar entre 1 a 15 minulos, segundo
o germe, com Giemsa diluido, em tampao
de pH 7,0 a 37°C.

5) Montar em
imersgo.

5.10 minutos com HCI

Agua e examinar por

Resultudo

Coloraciio intensa do material cromatinico
que se sobressal no corpo bacilar. Roginow"
indica também a coloragio pelo azul de me-
tileno, mas os resultados obtidos com 0,1%
de tionina durante 40 segundos, nos parecem
superiores a todos os demais corantes. Para
uma determinada amostra bacteriana podem
ser necessarios varias tentativas, variando a
idade do cultivo, o tempo de exposi¢do aos
vapores de acido Gsmico, e o tempo de hidro-
lise e de coloracio.
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[l — Método de Cassel *

Esta técnica serve para a demonstracio
simultinea da parede e do niicleo hacteriano
em microrganismos do género Baccilus.

fixando em vapo-
descrito acima

1) Fazer o eslregaco,
res de acido 6smico, como
para a técnica de Robinow.

2) Tratar pelo HCI N/1 a 60°C, 7 mi-
nutos.

3) Lavar em agua.

4) Corar com [ucsina bésica a 0,1% em

agua, 5 minutos.

5) Tratar pelo acido ténico a 10% em

agua, 5 minutos.

6) Secar,

com imersdo.

ou montar em 'c’lgllﬂ, e ohservar

Resultado:

Nicleo em vermelho e parede em 16seo
muito palide. Embora limitados a germes
do género Bacillus, os resultados nos parecem
mais nitidos e reprodutiveis que os obtidos
com o método anterior.

I — Método de Tulasne & Vendrely **

Fsses autores empregam o tratamento das
células pela ribonuclease, apés fixagdo com
0 hquldo de Chabaud. A concentracfio da
enzima, tempo de acdo e temperatura otima,
{reqentemente, tém que ser determinados
para cada germe. Um tempo de 15 a 60
mmutos a t(‘mpudtum de 60°C é aconselba-

. Corar a seguir pelo Giemsa diluido.

Liquido de Chaba ud:

Alcool a 80% ........ ... . 60 ml
Fenol e e 15 ml
Formalina ...... e 2 ml
Acido acttico  ..vvviianien. . 2 ml

Para o propodsito descrito aplicar durante
aproximadamente 5 minutos. Outros coran-
tes, como a fucsina e o azul de metileno e,
principalmente, a tionina podem substituir
o Giemsa.

IV — Reacdo de Feulgen

Um processo simples para emprego dessa
reacio, frequentemente utilizada para a evi-
d(‘nciagéo dos corpos cromatoides das bacté-
rias, é descrito por SALLE **, com o emprego
do liquido de Schaudinn como fixador.
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Fixador de Schaudinn:

Solucgio saturada de bicloreto de

mercirio em solugio salina a

0,85 % B ... 2 partes
Alcool etilico a 95% ........ 1 parte
Acido acético glacial q.s.p. .. 1%

Reagente de Schiff — O reativo descrito
por SarLk** é ligeiramente diverso em mo-
do de preparo ¢ vauavcl de acordo com cer-
tas partidas de fucsina. Uma férmula de
resultados mais constantes é a descrita a
seguir 7

Acido cloridrico 0,15 N ....... 100 ml
Fucsina basica ........ Cee 1,0 ¢
Metabisulfito de sodio ......... 19¢

Agitar a intervalos ou deixar em um agi-
tador mecénico durante duas horas. Descmal
com carvio e filtrar. Para obter o reagente
perfeitamente claro & preciso usar clrvﬁo
recentemente ativado. Ao contrario do que
ocorre com oulras lécnicas em que € usada
a fuesina béasica, certas partidas do corante
sdo mais adequadaq que oulras para o pre-
paro desse reativo*

0 reagente de SL}nff precipita uma subs-
tancia Cuslalma apds algum tempo de con-
servacho na geladeira. lsto & menos tendente
a ocorrer, se o teagente for conservado em
frascos pequenos quase totalmente cheios,
usados um de cada vez. Elevando-se a con-
centragio do HCl para 0.2 N ou baixando
a proporgio de fucsina para 0,5 g na férmula
dada, tamhém tende a prevenir a formacio
de precipitado, sem prejuizo aparente da efi-
cacia da preparacéo.

Execugdo:
a) Fixar o esfregaco com o liquido de
Schaudinn, 5 a 10 minutos.

b} Hidrolizar com HCl normal por 5 mi-
nutos & temperatura ambiente, mais 5 min
a 60°C e,

ambiente.

novamente, 5 min a temperatura

¢) Lavar com agua destilada.

d) Mordengar com solugfo de formalina
a 2% durante 4 minutos.

e) Lavar em 4gua destilada,

£y Aplicar o reativo de
po variavel.

Schiff, por tem-

g} Lavar com &agua e examinar.
Resuliado -

Nucledides em vermelho.



116 SUASSUNA, I & SUASSUNA, I. R.

] — EVIDENCIACAO DE INCLU-
SOES LIPIDICAS

O método descrito a seguir é o mais ge-
ralmente utilizado, satisfazendo plenamente
aos propositos praticos, particularmente no
estudo e classificagiio do género Bacillus. A
coloragio simples pelo azul de metileno, como
anteriormente descrita, pode servir para se-

legio de amostras bacterianas adequadas
(ver secclo B).
I — Meétodo de Burdon, recomendado,
S.A.B.?
Solucao corante
Sudan Black B .............. 03 g
Alcool a 70% .............. 100 ml

Procurar dissolver a maior parte do coran-
te por agitacfo, a intervalos, Deixar em
repouso durante uma noite.

Execuciio:

a) Fazer esfregagos de cultura com 18
a 20 horas e fixar pelo calor,

b) Cobrir com o corante e deixar no
ambiente entre 5 a 15 minutos. O corante
pode ser deixado secar sobre a preparacfo.

c) Se o corante ndo estiver seco, escorrer
e enxugar completamente com papel mata-
-borréo.

d) Lavar com xilol, gota a gota, ou por
imersdio em cuba de coloragdo. Enxugar com
mata-borrio.

e) Contrastar com solugio a 0,5% de
safranina, durante 5 a 10 segundos. E pre-
ciso cuidado para nio corar em excesso.

Resuliado:

Granulagbes em azul escuro ou azul-acin-
zentado. O resto da célula em réseo,

K — COLORACAO DE GRANULOS
DE VOLUTINA

Apesar de haver uma grande variedade de
processos para demonstracio de inclustes de
volutina (granulagbes metacromaticas), mui-
tas delas, de fato, oferecem excelentes resul-
tados.

No entanto é particularmente des-

Fig. 3 — Granulacdes de volutina no bacilo diftérico, cultivado em meio do
Loeffler (A) e no mesmo meio adicionado de 7% de glicerol (B). Coloracio
de Atlbert-Laybourn.
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curada a influéncia das condigGes de cultivo
no desenvolvimento dessas inclusdes. Habi-
tualmente, o desequilibrio propiciado pela
limitagdo da fonte de nitrogénio, em abun-
déancia do suprimento de carboidratos, favo-
rece a formacfo de granulos de volutina 2.
No caso particular do bacilo diftérico em
que reside a maior importancia pratica da
demonstracgiio das granulagbes metacromati-
cas, a adigio de cerca de 4 a 7% de glicerol
aos meios classicos com soro ou ovo coagu-
lado resulta em grande estimulo da produgéo
de volutina (Figura 3).

I — Método de Albert-Laybourn,
recomendado, S.A.B.?

Corante:
Azul de Toluidina .......... 0,15 g
Verde malaquita .......... 0,20 g
Acido acético glacial ........ 1 ml
Alcool etilico a 95% ....... 2 ml
Agua destilada ......... ... 1000 ml
Lugol modificado:
Todo ..o, 2,0 g
Todeto de potassio .......... 30¢g
Agua destilada ............. 300 ml

Execuciio: (ligeiramente modificada)

a) Tratar o esfregaco pelo corante du-
rante 5 minutos.

b) Lavar, muito rapidamente, com agua.

¢) Tratar pelo Lugol, 1 minuto.

d) Lavar em agua, enxugar, e examinar.

Resultado:

Os granulos metacromaticos em preto e os
corpos bacilares em verde claro. A lavagem
com &gua na etapa 2 acima ndo é usual-
mente referida, mas evita a formacido de
precipitados.

II — Azul de metileno, recomendado,

S.A.B.®

Corar poucos segundos com solugdo de
azul de metileno. Lavar e examinar.

Resuliado:

Um pouco varidvel, de acordo com a na-
tureza da solucio de azul de metileno utili-
zada. O azul de metileno alcalino de Loef-
fler dd granulos entre roxo e avermelhado,
devido a oxidagdo do corante béasico pelo
alcali. Fssa oxidagdo acentua-se natural-
mente com o envelhecimento do corante, que
é dito entdo “policrémico”*; alguns prefe-
rem outras solucoes de azul de metileno (ver

a empregada para o método de Ziehl) que
mostram os granulos em azul intenso e o
corpo bacilar em azul mais palido.

recomen-~

Il — Método de Ljubinsky,
dado, S.A.B.?

Os dois métodos acima sfo indiscutivel-
mente os mais geralmente usados. No entan-
to, apesar de sua simplicidade, o azul de
metileno pode mostrar preparagGes pouco
nitidas em funcio da partida de corante uti-
lizada, ¢ o método de Albert-Laybourn mos-
tra certa tendéncia a formagdo de precipita-
dos, que eventualmente perturbam a obser-
vagio. Uma alternativa das melhores corres-
ponde ao processo de Ljubinsky.

Corantes

1 — Metilvioleta 2B (ou cristal

violeta) ...... e 0,25 g

Acido acético glacial ..... 5 ml

Agua destilada ...... ... 100 ml
2 — Vesuvina (ou Bismarck

Brown Y) ............ 01 g

Agua desitilada  ........ 100 ml
Execucio:

a) Corar com solugio 1 durante 1 min,
b) Lavar com agua.
c¢) Corar com solugdo 2 durante 1 min.

d) Lavar com &4gua.
Resultado:

Gréanulos negro-azulados e corpo bacteria-
no réseo. Pode substituir-se o corante 2 por
crisoidina resultando em granulos negros e
corpo bacteriano em amarelo claro 2

IV — Método de Wachstein & Pisano

O presente método parece um dos mais
sensiveis e especificos ®2. O esquema a se-
guir é descrito por BIER 2,

Execugao:

a) Tratar por 5 minutos com solugdo de
nitrato de chumbo a 10%.

b) Lavar em agua.

¢) Cobrir com solucio de sulfeto de
amdnio a 1%.

d) Lavar em 4gua.

e) Contrastar com solugio aquosa a 1%
de safranina, ou com fucsina diluida.

f) Lavar, secar e examinar.
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Resultado:

Granulagbes negras, corpo bacteriano em
vermelho ou réseo. Ontros sulfetos alcalinos
(Na ou K) podem ser usados em concentra-
¢bes equivalentes (1 a 2%).

L. — DEMONSTRACAO DE
ENDOSPOROS

530 normalmente observados pelo contras-
te negativo que apresentam em coloragbes
simples ou na coloragdo de Gram. Com a
coloracdo de Ziehl-Neelsen podem aparvecer
alcool-acido resistentes (vermelho) no corpo
bacilar azul.

0O método de Dorner é baseado nessa acei-
tagio da fucsina de Ziehl pelo esporo bacte-
riano, sendo os resultados mais constantes,
os obtidos com o emprego da modificacio
de Snyder.

I — Método de Dorner, modificado por
Snyder, recomendado S.A.B.°

a) Preparar um esfregago, na forma con-
vencional, ¢ cobrir com um pedago de papel
filtro.

b) Verter a fucsina de Ziehl sobre o pe-
dago de papel até embebé-lo completamente.

¢)  Aquecer até emissio de vapores, man-
tendo o aquecimento adequado por 5 a 10
Manter o papel amido por adigio

minutos.
de mais corante.

d) Lavar com agua.
e} Aplicar solugiio de nigrosina. como
descrito nos processos de coloracdo negativa
(Seceio B-I1).

f) Secar e examinar,

Resultado:

Células descoradas, no fundo azulado, de-
vido & nigrosina. Esporos em vermelho. Re-
sultados mais nitidos podem ser obtidos des-
corando ligeiramente com aleool a 95%.
logo apés a elapa ¢, uma vez que, eventual-
mente, a nigrosina nfio ¢é capaz de adsorver
todo o corante que ndo penetrou no esporo.

Il — Método de Wirts, modificado por
Conklim, recomendado, S.A.B.7

a) Cobrir o eslregago com solugio aquosa
de verde malaquita a 5%, e aquecer até
emisso de vapores por 10 minutes. Manter
o volume ligquido com a adigio de mais
corante.

h) Lavar com 4dgua por 30 segundos.

¢) Contrastar com solugdo aquosa de
mercivio cromo a 5%, durante 1 minuto.
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d) Lavar em Agua, enxugar e examinar.
Resultado:

As células em vermelho e os esporos em
verde. De todos os métodos usados esse nos
parece de resultados mais constantes,

SUMMARY

Selected techniques for staining and optical
eytology of bacteria

Selected techniques for staining and optical
demonstration of the bacterial structure,
which have been tried by the authors, are
described.  Related to the most used colo-
ration methods, their eventual value for me-
dical diagnostic work is stressed, besides their
usefulness for pure culture study.
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