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Dosagens microbioldgicas de vitaminas em peixes € crustaceos. 1l — Tiamina, biotina,
acido nicotinico, acido pantoténico, riboflavina e piridoxina*

Silvio Ribeiro**& lsaac Roitman®**

Resumo

O teor de algumas vitaminas foi determinado em peixes e crustéceos, através de métodos microbioldgicos.
Ochromonas danica foi utilizada para as dosagens de tiamina e biotina e Tetrahymena pyriformis
para as dosagens de 4cido nicotinico, 4cido pantoténico, riboflavina e piridoxina. As porcdes comestiveis
(filés) dos seguintes peixes e crusticeos foram estudadas, antes e ap6s sofrerem cozimento: sardinha
(Sardinella aurita); corvina (Micropogon furnieri); goete (Cynoscion petranus); pescada foguete (Macrodon
ancylodon); pescada cambucu (Cynoscion virescens); camardo rosa (Penaueus brasiliensis) e camardo
sete barbas (Xiphopenaueus kroyeri). Na maioria dos pescados analisados, o processo de cozimento
causou uma perda de vitaminas. No entanto, em sardinha e corvina, o material submetido ao cozimento
apresentou um teor de tiamina ligeiramente superior ao produto “in natura’. No camardo sete barbas,
também o produto cozido apresentou um teor de 4cido nicotfnico ligeiramente superior ao produto cru.
Esses resultados foram discutidos, considerando-se a existéncia de tiaminase nos peixes e a presenca
de andlogos do 4cido nicotfnico nos crustaceos. Os resultados obtidos foram comparados com 0s
anteriormente relatados na literatura.

Summary

Microbiological assays of vitamins in fishes and crustaceans. /I — Thiamine, biotin, nicotinic acid,
pantothenic acid, riboflavin, and pyridoxin

The vitamin contents of several fishes and crustaceans were determined by microbiological methods
for the assays of the following vitamins: thiamine, biotin, nicotinic acid, pantothenic acid, riboflavin and
pyridoxin. The edible portions of the following fishes and crustaceans were studied, before and after
cooking: sardine (Sardinella aurita), croaker {Micropogon furnieri), weakfish (Cynoscion petranus),
sea-trout {Macrodon ancylodon), sea-trout (Cynoscion virescens), shrimps (Penaueus brasiliensis and
Xiphopenaueus kroyeri). The protozoans used were: Ochromonas danica for the assay of thiamine
and biotin and Tetrahymena pyriformis for nicotinic acid, pantothenic acid, riboflavin and pyridoxin.
After cooking, the majority of the studied specimens showed a decrease in vitamin content. However,
sardine and croaker showed an increase in thiamine after being cooked; the shrimp Xiphopenaueus
kroyeri showed an increase in nicotinic acid after cooking. These results are tentatively interpreted as due
to the enzymatic degradation of thiamine and the presence of nicotinic acid analogs in the crustaceans.
The results obtained were compared with those reported in the literature.

Introdugdo

O conhecimento do valor nutritivo de produtos do
mar, consumidos no Brasil, é limitado. Alguns autores
estudaram a composicdo quimica, determinando, prin-
cipalmente, proteinas, lipfdios e sais minerais. Silva
& col.2® frisam a existéncia de uma lacuna quanto ao
conhecimento do teor de vitaminas em peixes €
crustdceos consumidos pelos brasileiros.

Em trabalho anterior?!, foram determinados os
teores de acido foélico, colina e vitamina B, em peixes

e crustéceos de grande consumo na regido sul do
Brasil. No presente trabalho, 05 mesmos produtos do
mar foram analisados guanto ao teor das seguintes
vitaminas: tiamina, biotina, 4cido nicotinico, écido
pantoténico, riboflavina e piridoxina, através de mé-
todos microbioldgicos.

Material e Métodos

Amostras de pescados — Qs peixes e crustaceos foram

* Trabalho realizado no Instituto de Microbiologia da U.F.R.J. com aux(lio do Consetho Nacional de Pesquisas.

#x Bolsista da CAPES,

*+x Enderego atual: Departamento de Biologia Celular, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.
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cedidos pelo Entreposto de Pesca de Santos. Foram
estudadas as mesmas espécies analisadas em trabalho
anterior?!.

Preparo das amostras — De cada espécie estudada,
foram separados os filés, no minimo de 10 exempla-
res, sendo uma parte submetida ao cozimento em
dgua, a 100°C, por 15 minutos. Tanto a por¢do crua,
como a cozida, foram moidas em moedor elétrico
e conservadas em frascos de boca larga a ~ 20°C,
até sua utilizaco nas experiéncias.

Dosagens microbioldgicas de tiamina e biotina — Mi-
crorganismo utilizado: Ochromonas danica, cedida
pelo Dr. Herman Baker, New Jersey College of
Medicine and Dentistry, U.S.A. As dosagens foram fei-
tas segundo Baker & Frank' e as amostras de pesca-
dos tratadas para extracdo das vitaminas segundo o
método descrito por.Kanasawa & col.'4.

Dosagens microbioldgicas de dcido nicotinico, ribo-
flavina, dcido pantoténico e piridoxina —  Micror-.
ganismo utilizado: Tetrahymena pyriformis, também
cedida pelo Dr. H. Baker. As dosagens e preparacio
«extrativa foram feitas conforme as técnicas j4 cita-
das"14,

Em todas as dosagens, uma curva padrio foi feita
para cada experiéncia, sendo que, para cada experién-
cia, foram feitas cinco determinacfes.

Resultados

Os resultados obtidos foram expressos segundo a
distribuicdo de cada vitamina nos produtos analisados.

Tabela 1
Teor de tiamina em peixes e crustéceos
mg de tiamina/100g de material seco*
Espécies
Cru Cozido
Sardinelta aurita 0,61 .68 -
(sardinha) (0,50/0,71)%* (0,52/0,74)
Micropogon furniert 0,43 0,65
{corvinal (0,20/0,72} (0,41/0,74}
Cynoscion petranus 0,73 0,60
{goste} (0,46/1,01) (0,34/0,92)
Macrodon ancylodon 0,66 0,66
{pescada foguete) (0,56/0,72) (0,41/0,79)
Cynoscion virescens 1,99 0,53
{pascada cambucu} {1,55/2,25) (0,39/0,68}
Penaueus brasiliensis 0.56 6,40
{camaréo rosa) (0,30/0,71} (0,22/0,65}
Xiphopenaueus kroyeri 0,78 G, 72
- {camardo sete barbas) {0,59/0,99} (0,58/0,83)

S. Ribeiro & 1. Roitman

.Nos pescados estudados, o maior teor de tiamina foi
encontrado na pescada cambucu. Através do processo
de cozimento, observou-se baixa no teor da vitamina
nos seguintes pescados: goete, pescada foguete, pesca-
da cambucu, camarfo rosa e camardo sete barbas.
Valores maiores no produto cozido foram obtidos na
sardinha e corvina (Tabela 1).

O maior teor de biotina foi encontrado em corvina.
Através do processo de cozimento, observou-se a
baixa no teor da vitamina em todos os produtos anali-
sados, sendo que a corvina foi o pescado que apresen-
tou maior perda (Tabela 2).

Tabela 2
Teor de biotina em peixes e crustdceos
mg de biotina/100g de material seco”
Espécies
Cru Cozido
Sardinella aurita 0,047 0,039
{sardinha) {0,040/0,061)** | (0,031/0,049)
Micropogon furnieri 0,103 0,058
{corvina) (0,077/0,122) {0,037/0,083)
Cynoscion petranus 0,036 0,035
{goete) {0,032/0,041) {0,030/0,041)
Macrodon ancylodon 0,043 0,032
{pescada foguete) {0,037/0,050) {0,029/0,033)
Cynoscion virescens 0,034 0,031
{pescada cambucu) {0,028/0,0386} {0,028/0,034)
Penaueus brasiliensis 0,041 0,030
{camardo rosa) {0,032/0,051} (0,027/0,036})
Xiphopenaueus kroyeri 0,038 0,031
{camaréo sete barbas) {0,032/0,041) {0,029/0,031)

* Resuitados referentes a média de 3 experiéncias
** Valores mdximos e minimos encontrados nas dosagens

Tabeia 3
Teor dedcido nicotinico em peix’es & crustaceos
mg de 4cido nicotinico/100g de
. material seco® g
Espécies .
Cru Cozido
Sardinella aurita 18,54 B b
{sardinha} (15,77/24,09)%* | (8,94/12,.66)
Micropogon furnieri 5,36 2.60
(corvina) (4,36/6,39) 11.76/3,37)
Cynoscion petranis 3,78 3,21
{goete) {2:40/4,52) (2,25/3,70)
Macrodon ancylodon 6,67 : 4,72
lpescada foguete) {5,60/7,21) 14,01/5,81)
Cynoscion viréscens 6,38 2,74
{pescada cambucu) {4,99/7,08) {2,19/3,02)
Penaueus brasiliensis 5.64 3,14
{camardo rosa} (4,83/6,05) (2,74/3,71)
Kiphopenaueus kroyeri 4,25 4,86
{camar§o sete barbas} (4,01/5,25} {4,08/5.81)

* Resultados referentes & média de 3 experiéncias
** Valores méaximos & minimos encontrados nas dosagens

* Resultados refeérentes & media de 3 experisncias
*»Malores maximos e minimos encontrados nas dosagens
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0 acido nicotinico foi encontrado em maior quan-
tidade na sardinha, sendo a quantidade da vitamina
estimada bem menor nos outros produtos estudados.
Apbs o cozimento, observou-se baixa no teor da
vitamina nos seguintes produtos: sardinha, goete,
pescada foguete, pescada cambucu e camardo rosa.
Valores maiores no produto cozido foram obtidos no
camardo sete barbas (Tabela 3).

A sardinha foi o pescado que apresentou maior
teor de riboflavina. O cozimento causou baixa da
vitamina em todos os produtos analisados, sendo que
o goete apresentou maior perda (Tabela 4).

Tabela 4
Teor de riboflavina em peixes e crustaceos
mg de riboflavina/100g
. de material seco®
Espécies
Cru Cozido

Sardinella aurita 4,23 2,70
{sardinha) (2,91/5,66)" (2,37/2,97)
Micropogon furnieri 1,96 1,58
{corvina) {1,55/2,65) (1,07/1,35)
Cynoscion petranus 3,30 1,61
{goete) {2,72/4,55) {1,36/1,67)
Macrodon ancylodon 1,62 1,25
{pescada foguete} {1,16/1,89) {0,85/1,85)
Cynoscion virescens 1,52 1,36
(pescada cambucu} (0,92/2,04) {0,81/1,85)
Penaueus brasiliensis 2,17 1,80
{camardo rosa) (1,78/2,97) {1,37/2,64)
Xiphopenaueus kroyeri 0,96 0,62
{camardo sete barbas) (0,67/141) (0,34/0,68}

= Resultados referentes a média de 3 experiéncias
== Valores maximos e m{nimos encontrados nas dosagens

O teor mais elevado de &cido pantoténico foi
observado no goete. Nos outros materiais, a quantida-
de estimada foi menor. O cozimento causou baixa
da vitamina em todos os produtos analisados (Tabela
5).

Os maiores valores de piridoxina foram encontra-
dos em corvina. O cozimento provocou a perda de
vitamina em todos os pescados estudados (Tabela G).

Discussdo

No presente trabalho, os peixes e crustaceos estu-
dados demonstraram uma variacdo no teor de tiami-
na entre 0,43 a 1,99mg/100g de material seco. Com
excecdo da sardinha e corvina, os demais produtos
apresentaram perda de vitamina que variou de 8 a
74% {Tabela 1). Os valores obtidos foram supei
riores aos encontrados em outros produtos mari-
nhos*8431516,1819  De acordo com' Mauricio', o
teor de tiamina para a sardinha, corvina e camardo é,

respectivamente, 0,22, 0,04 e 0,15mg%. Para os
mesmaos brodutos, encontramos valores de 0,61, 0,43
e 0,56mg%. Provavelmente, as divergéncias de resul-
tados sdo devidas as diferencas de métodos utilizados
para a dosagem de tiamina, sendo importante ressaltar
a auséncia de detalhes sobre a metodologia empregada
nos trabalhos consuttados®!?. Valores comparativos
aos obtidos no presente trabalho foram relatados em -
algas marinhast”. O teor de tiamina, determinado em
sardinha e corvina, foi maior apds estes peixes terem
sido cozidos (Tabela 1). Estes resultados poderiam ser
explicados pela presenca de tiaminase nesses pescados.
A tiaminase foi primeiramente demonstrada em pei-
xes de dgua doce”, sendo posteriormente detectada
em peixes marinhos®!! . Esta enzima que seria inati-
vada com o processo do cozimento, agiria no produ-
to “in natura’’, pois, durante o descongelamento dos
pescados, na fase de preparc das amostras, as mesmas
eram conservadas por certo periodo de tempo — 8 a
14 horas — a temperatura ambiente. A termolabili-
dade da tiaminase foi determinada por Sealock &
col. 22, . .

Dos produtos analisados, a corvina apresentou o
maior teor de biotina (0,103mg%), sendo este valor
menor somente aos encontrados em figado de carnei-
ro {0,127mg%), levedura (0,200mg%) e geléia real
(0,410mg%), e comparativamente maior gue os en-
contrados em cereais, frutas, vegetais e laticinios®®.
Gyorgy & Langerlo encontraram valores semelhantes
a0s nossos para sardinha (0,024mg%), cavala (0,018
mg%) e salméo {0,016mg%). Os valores determinados
por Loughlin & Teeri!” foram menores que os obti-
dos no presente trabalho.

O teor de acido nicotinico determinado variou en-
tre 3,78 a 18,54mg% (Tabela 3). Com excecdo da
sardinha, que apresentou um teor de 18,54mg%, os
demais valores obtidos foram abaixo de 7,0mg%. Nos-
sos resuitados sdo coincidentes com 0s relatados na
literatura!®181%26 O alto valor de 4cido nicotinico,
obtido para sardinha (18,54mg%), é comparéavel ao
determinado em outros alimentos, tais como amen-
doim cru (18,80mg%), carne de boi desidratada
(17,90mg%) e figado de ovelha {(17,20mg%)®.- Com
excecdo do camardo sete barbas, todos 0s outros pro-
dutos sofreram perdas através do cozimento. Andlo-
gos do Aacido nicotinico, como a homarina (metil
acido picolfnico), foram detectados em invertebra-
dos>®5. A trigonelina (N-metilbetaina do écido ni-
cotinico) foi demonstrada em siri € lagostas2 e em
moluscos marinhos comestiveis'>. A quantidade li-
geiramente superior de acido nicotinico, no camardo
sete barbas submetido ao cozimento, poderia ser
explicada por uma transformacéo pirogénica da tri-
gonelina em 4cido nicotinico, como foi sugerido
por Daum?®, que determinou maior quantidade da
vitamina em café torrado, quando comparado com
café ndo torrado.
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Os valores encontrados para ribofiavina variaram
entre 0,96 a 4,23mg% sendo o processo de cozimento
responsdvel pela perda da vitamina em todos os
produtos analisados (Tabela 4). O contetido de ribo-
flavina, em produtos marinhos, relatado na literatura,
é menor que os .determinados no presente traba-
Iho*!3182¢ " Os valores médios, por nos obtidos, sdo
semelhantes aos encontrados nos estudos do. teor
desta vitamina em pirarucu salgado®. O teor de ribo-
flavina, encontrado na corvina (1,96mg%), situa-se co-
mo valor médio, em relacdo a valores obtidos por
outros autores: 0,14mg%'® e 36,30mg%?’. Esses
resultados conflitantes podem ser devidos as diferen-
¢as no preparo das amostras para extracdo da vitami-
na ou mesmo na diversidade dos métodos de dosagens
utilizados.

A quantidade de é&cido pantoténico variou de
4,80 29,17 mg% nos produtos analisados, sendo que o
cozimento determinou uma perda da vitamina em
todos os pescados {Tabela 6). Nossos resultados sio
comparativamente maiores do que os obtidos por
outros autores'”™® . Quantidades semelhantes de 4ci-
do pantoténico, determinadas no presente trabalho,
foram obtidas, também por métodos microbiolébgicos,

Tabela 5

Roitman

em algas marinhas (4,30mg%)** .

Os resultados expressos para o teor de piridoxina
incluem os outros compostos do grupo da vitamina
Bs — piridoxamina e piridoxal —~, pois 7. pyriformis
utiliza as trés formas da vitamina, sendo essas utili-
zadas em conjunto, para determinacdo da curva pa-
drdo para a dosagem de vitamina Bg. O teor desta
vitamina variou, nos produtos analisados, de 0,97 a

- 1,50mg%, sendo gque o0 cozimento provocou perda
g i

da vitamina em todos os pescados estudados {Tabela
6). Os resultados obtidos sdo maiores que os relata-
dos para outros peixes’® e algas marinhas'®. No
trabalho de Meder & Wiss®® podemos observar, clara-
mente, diferencas nos valores encontrados para o

‘mesmo produto, devido, provavelmente, & utilizacdo

de diferentes métodos de dosagens.

Em nosso trabalho, verificamos que a maioria dos
pescados sofre perda de vitaminas através do cozimen-
to. Esse fato deve ser levado em consideracdo em
programas de alimentacdo onde esses produtos sio
submetidos a alta temperatura. A aplicacdo de méto-
dos microbiolégicos, como os empregados no presente
trabalho, podem contribuir valiosamente para o co:

nhecimento do valor nutritivo de nossos alimentos.

Tabela 6

Teor de dcido pantoténico em peixes & crusticeos Teor de piridoxina em peixes e crustaceos
Mg de 4cido paﬁtdfenncof’1 00g mg de piridoxina/100g
o ‘ de materlaE seco* ~ ; . de matarial seco*
Espécies : Espécies e i
: Cru Cozsde ‘ o e Cr‘u; . Cozido
Sardinella aurita 843 5,16 Sardinells aurita 745 : g9z
(sardinhal (5,62/7,02)** (4,47/5,87) (sardinha) ‘ (1,17/1,76)* | (0,78/1,04)
Micropogon furnieri 738 441 Micropogon fll"ﬂlé"‘l 150 1.08
{corvina} (5,73/8.69) (343/491)  (cowina) 11.41/1.55) {1,03/1.16) -
Cynosclan petranus 917 L Baz Cynoscion petranus ‘124 oot .
{goete) ; | (7.22010.18)  {4,88/569)  lgoete) . -{0,95/1,31) (0.81/1,31)
Macrodon ancylodon | 5380 392 Macrodon ancylodon 1,03 0,72
{pescada foquete) - (357/6.25) {342/4 29} - |pescada foguete] 0,81/1,23) (0,43/1,14]
Cynoscion virescens 510 438 Cynoscion virescens 097 o718
{pescada cambucu} {2,98/5.92) (2.24/6.94) {pescada cambucu) (0,53/1.41) 10,43/1.14)
Penaueus brasiliensis 480 3,36 Penaueus brasiliensis 140 0 084 :
{camardo rosa) (2,98/5,92) {1.97/5.52) {camardo rosa) 0,98/1,31) {0.72/0.96)
lehapendueus kroyeri 't 610 L e Xiphopenaueus kroyer; 099 084
i {camarao. sete barbas} | 4 08/9 18) (3 51/7 81} {camardo sete barbasl | - (9.79/1 26 {0,65/1.03)

® Resultados referentes 3 médla de 3 expenencras
“x Vaiores maximos e mn’mmos encontrados nas: dosagens

« Resultados referentes d média de 3 experidncias

‘%% Valores maximos e minimos encontrados nas dosagens
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Agar eosina-azul de metileno modificado para inibigdo
do crescimento invasor de Proteus spp.”

Efsa F. Rodrigues de Oliveira, Jodo Ramos Costa Andrade, Alexandre Adler Pereira & ltalo Suassuna

Resumo

Em face aos resultados favoraveis, obtidos com a inibicdo do “swarming” em Proteus spp, com 0O
meio ‘‘agar azul de bromotimol-lactose-cistina”, “Brolacin’’, Merck, foi investigada a modificagdo do
meio '‘agar-azul de metileno” (EMB agar) para o mesmo fim, devido seu melhor rendimento quanto a
diferenciagdo colonial de bactérias coliformes. Resultados satisfatérios foram obtidos com o EMB agar
pela omissdo de extrato de carne e de cloreto de sodio (como a principal fonte de eletrblitos) e pela
adigdo de L-cistina, na concentragéo de 128 mg por cento. Os resultados foram comparados aos obtidos
com o meio comercial “Brolacin”, revelando-se o EMB agar modificado superior ndo somente na diferen-
ciagdo colonial, como na inibi¢do do “swarming’’.

Summary

A modified eosin-methylene blue agar to inhibit swarming of Proteus spp

The use of ““Bromothymolblau-Lactose-Cystine-Agar’’ (Elektrolytarm), "Brolacin” {(Merck) as applied to
enteric bacteriology, revealed favorable results in inhibiting the swarming of Proteus species. The
differentiation among coliform bacteria by colonial appearance, however, was not so rewarding. A
modification of Eosin-Methylene Blue (EMB) agar yielded satisfactory results by exclusion of beef
extract and sodium chloride, and addition of 128 mg per cent of cystine instead. A comparison of
both modified and unmodified media by using strains of Enterobacteriaceae, including swarming
strains_of Proteus mirabilis or P. vulgaris, demonstrated superior results with the modified EMB agar as

67

related both to colonial differentiation and swarming inhibition.

Introdug¢do

Quando espécies de Proteus que exibem “swarming”’
ocorrem em material de composicdo polimicrobiana,
torna-se dificil, em inimeros casos, o isolamento e
identificacdo de outros germes associados. Isto é bas-
tante freqliente em espécimes de feridas infectadas'?,
secrecoes otolégicas4, urina’, fezes e outros materiais
de origem variada®®”,

Numerosos estudos procuraram esclarecer o fe-
ndmeno de ‘‘swarming’’ em Proteus. Inicialmente, os

“estudos de Moltke® e Russ-Miinzer?* admitiram
a influéncia de alteracBes nutritivas na producdo de
“swarming’’ secunddrio a acdo de agentes toxicos
produzidos pelo crescimento do préprio microrganis-
mo. Klineberger-Nobel*® e Hughes'® descreveram as
diversas etapas do “‘swarming”’.

Motivados pelas dificuldades surgidas na préatica
didria, outros estudos pretenderam a supressdo do

fendmeno, recorrendo a métodos guimicos, fisicos
ou bioldgicos. Entre os processos fisicos utilizados,
encontra-se a reducdo da umidade, com aumento da
sua concentracdo salina®®. Fry!!' utilizou técnica
adaptada de processos de anaerobiose, consistindo
na adicdo de camada de agar sobre a superficie do
meio recém-semeada. Tal processo apresenta o incon-
veniente de coldnias bacterianas serem obtidas apenas
em profundidade. Outro recurso consiste na adicdo
de excesso de agar ao meio de cultura, para obtencdo
de gel mais duro'?. Entre os processos baseados no
emprego de substancias quimicas, pode ser citada a
adicdo de 4cido etilenodiaminotetracético {(EDTA)
ao meio de cultura®, de paranitrofenil-glicerina

» (PNPG)29;3° e de carvio ativado®®. Além destes,

vérios outros métodos sdo encontrados na litera-
tural41718.19

A eficacia dos processos acima citados foi do
mais variado jaez, obtendo-se, ao lado de inibicdo

* Servico de Microbiologia e Imunologia, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado da Guanabara, Rua
Teodoro da Silva, 48, 20000 Rio de Janeiro, GB, Brasil.
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parcial ou total do ‘‘swarming’’ em Proteus, efeitos
indesejéveis, tais como: inibicdo parcial ou total do
crescimento de germes associados,  modificactes na
morfologia colonial, hemélise do sangue nos meios
usados e, até mesmo, inibicdo do crescimento dos
proprios representantes de Proteus.

Entre os métodos bioldgicos, a inibicdo do
“swarming'* é feita pela adicdo, ao meio, de antissoro
polivalente de Proteus®. Devido 3 grande variedade de
sorotipos existentes, surgem ocasionalmente amostras
cujo “‘swarming”’ ndo é inibido por essa técnica.
Além disso, é recurso tecnicamente oneroso.

Naylor®? e Schneierson®® constataram bons resul-
tados com a omissdo de eletrdlitos do meio de cul-
tura. Sandys?® concluiu que a inibicdo era indepen-
dente da baixa pressdo osmética decorrente da defi-
ciéncia eletrolitica. Em continuacdo a estudos ante-
riores, Naylor??> elaborou meio de cultura pobre em
eletrdlitos obtendo ndo s6 inibicdo do “swarming”
em Proteus como também o cresciments das demais
espécies bacterianas, inclusive as gram-positivas.
Sandys?® aperfeicoou o meio, adicionando-the o in-
dicador azul de bromotimol para melhor diferencia-
¢do colonial. Baseado neste principio, foi lancado,
recentemente, o meio “agar azul de bromotimol-lac-
tose-cistina’ ("'Brolacin”, Merck), avaliado na presen-
te comunicacgéo.

Visando ampliar os recursos referentes ao isola-
mento de bactérias gram-negativas em culturas mistas
contendo Proteus, propde-se a elaboracio de um
meio  seletivo-indicador, no qual a inibicdo do

"'swarming”’ em Proteus ficasse associada a condicdes
de crescimento e diferenciacdo colonial satisfatérias
para as demais bactérias gram-negativas. Para tal,
pareceu indicado o meio “agar eosina-azul de metile-
no” (EMB Agar), largamente utilizado por sua acdo

- seletiva para bactérias gram-negativas e pela excelente
diferenciacdo colonial demonstrada em relacdo a
espécies de coliformes que nele proliferam.

Material e Métodos

Foram utilizados, no ensaio, o meio ‘agar azul de
bromotimol-lactose-cistina’’, que corresponde ao
"Bromothymolblau-Lactose-Cystin-Agar  (Elektroly-
tarm)” da Merck, o meio EMB agar, preparado de
maneira tradicional?” e o Gitimo meio, modificado,
tentativamente preparado de trés diferentes formas,
a partir da formula bésica, citada a seguir: peptona
bacteriol6gica Geyer, 10g; agar BBL, 15g; soluco de
eosina Y (3%), 13,5m¢; solugdo de lactose (10%),
50m{; solucdo de azul de metileno (0,5%), 16mQ; 4gua
destilada, g.s.p., 1000m¢.

A uma das partidas, foi adicionado extrato de
levedura (Difco), na concentracdo de 0,5%: e, 4 outra,
cloridrato de L-cistina a 128mg%. Os meios foram

autoclavados a 120°C, por 20 minutos. Quando distri-
buidos em placas de Petri, foram deixados & tempera-
tura ambiente, durante uma noite, para eliminar a
agua de condensacdo.

Foram utilizadas 41 amostras de Proteus mirabilis
produtoras de “swarming” e quatro amostras ndo-pro-
dutoras. Para avaliar a capacidade do meio EMB,
modificado pela adicdo de cistina, em permitir cres-
cimento bacteriano satisfatorio de outras espécies,
sem alteracdo das caracteristicas coloniais, foram usa-
das 185 amostras de microrganismos gram-negativos
intestinais, 104 recentemente isoladas de material
clinico {urina, sangue, fezes e secrecdes) e as demais
obtidas de colecdo ja existente. As 185 amostras sio-
citadas, seguidas do nGmero total de amostras de
cada espécie e, entre parénteses, o nliimero correspon-
dente &s amostras isoladas de material clinico:
Escherichia coli 35 (30); Shigella sp 3 (2); Shigella
sonnei 1; Shigella flexneri 3; Shigella dysenteriae 1:
sp 1; Salmonella sp 7 (4); Salmonella

Honei i\, g

typhi 3; Salmonella typhimurium 3; Arizona sp 3;
Citrobacter sp 10 (9); Citrobacter freundii 8; Citro-
bacter diversus 1; Klebsiella sp (9); Enterobacter sp
23 (22); Enterobacter aerogenes 2; Enterobacter
liquetaciens 3; Enterobacter colacae 5: Enterobacter
hafniae 3; Enterobacter agglomerans 1; Serratia sp 2;
Serratia marcescens 1; Proteus mirabilis 18 (15);
Proteus morganii 12 (9); Proteus vulgaris 5 (3);
Proteus rettgeri 8 (1); Providencia sp 4: Pseudomonas
sp 1, Pseudomonas aeruginosa 3.

As amostras provenientes de colecdo foram obtidas
do Servico de Microbiologia e Imunologia da Univer-
sidade do Estado da Guanabara (MI-UEG), exceto
as amostras de Edwardsiella sp, Citrobacter diversus e
Enterobacter agglomerans, obtidas de outras colecdes.

Todas as amostras de Proteus, destinadas a avaliar
a inibicdo do "'swarming’’, foram semeadas em caldo
nutritivo, incubadas a 37°C por uma noite e plaquea-
das por técnica de esgotamento. Apds incubacdo em
estufa bacterioldgica, por 24 horas, realizava-se a leitu-
ra. As amostras destinadas & avaliacdo do crescimen-
to e morfologia colonial foram plaqueadas em meio
EMB modificado, adicionado de cistina, a partir de
in6culo obtido de crescimento em agar simples incli-
nado, apds incubacdo a 37°C, por 24 horas. Uma
vez semeadas, por técnica de esgotamento, as placas
eram deixadas em estufa bacterioldgica, para leitura
no dia seguinte.

A anotacdo dos resultados, no que se refere ao
“swarming’’ de Proteus, baseou-se no seguinte cri-
tério: coldnias isoladas, sem espraiamento (0); cold-
nias isoladas, com ligeiro espraiamento { + }; coldnias
isoladas, com predomindncia de “‘swarming”’ (++) e
“swarming’’ confluente (+++).

Para indicagdo do crescimento do Proteus e outras
espécies bacterianas utilizadas, adotou-se o critério do
didmetro aproximado das coldnias que se desenvolve-
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ram nos meios testados. Considerou-se: crescimento
bom (2-3mm diam.), regular {(Imm didm.) e mau
{coldnias puntiformés). A morfologia colonial foi
sempre comparada com a obtida no meio EMB
original.

Foram semeadas sete amostras de Proteus produ-
toras de ‘“‘swarming’’ intenso, uma dotada de
“swarming” discreto e quatro ndo-produtoras. Os
meios ‘utilizados foram o EMB agar original, o meio
“"agar azul de bromotimol-lactose-cistina’’, o EMB agar
destituido de eletrolitos e, ainda, 0 mesmo meio com
cistina ou adicionado de extrato de levedura. As
demais amostras foram semeadas apenas no meio
EMB original e no meio EMB sem eletrolitos adiciona-
do de cistina, além do -meio ““agar azul de bromotimol-
-lactose-cistina”.

Resultados

As experiéncias iniciais, com nGmero limitado de
amostras de Proteus, permitiram evidenciar que o
EMB sem eletrolitos ndo proporcionava bom cresci-
mento, apesar de inibir intensamente o ‘‘swarming’’.
O meio EMB sem eletrélitos, adicionado de extrato de
levedura, corrigia a deficiéncia nutritiva, porém per-
mitia o crescimento invasor de Proteus, havendo,
mesmo, exaltacdo do ‘‘swarming’’ quando comparado
com o meio EMB original.

Por outro lado, o EMB agar sem eletrolitos,
adicionado de cistina, mostrou inibicdo satisfatoria
do "‘swarming’’, associado a um bom crescimento das
amostras. Os resultados-obtidos com o meio EMB ori-
ginal (com eletrdlitos e sem cistina) e com o meio
comercial (“’Brolacin’’, Merck), destinado ao mesmo
propoésito, estdo referidos na Tabela 1.

Como pode ser observado, obteve-se, no meio
EMB sem eletrélitos e adicionado de cistina, inibicdo
parcial do “‘swarming’’ em trés das 41 amostras tes-
tadas, e inibicdo total nas restantes. Em um caso, néo
_houve crescimento bacteriano; em outro, ndo houve
inibicdo do ‘‘swarming’’. Em comparacdo, no meio
“"agar azul de bromotimol-lactose-cistina”, a inibicdo
foi parcial em 20 amostras, total em 10 e ausente em
sete,

O crescimento dos demais microrganismos foi
satisfatorio. A morfologia colonial em nada diferiu da
obtida no meioc EMB original, quando considerado o
meio modificado.

Discusséo

O meio modificado, a partir do EMB agar, associa
as vantagens de (a) boa diferenciacdo colonial de
coliformes, e outras enterobactérias, (b) intensa inibi-
¢do do “swarming’’ em Proteus e {c) apos adicdo de

Tabela |

Comparacdo de ENIB Agar, EMB Agar sern eletrolitos adicio-
nado de cisting, & agar ‘azul de bromotimol:lactose-cisting’
{“Brolacin’’}, quanto ao crescimento e producac de “swarming”
de Proteus mirabilis,

i oot Agar azul de Tnnan : R
?,’?‘n‘;,?ggf,ff brgomoti‘mpi | EMB Agar Eé\{tg‘ fagaf
ol : 1 o lactose-cisting .
o e i Lo
s =B o B + ndo cresce
2. B 0 B 0 B. 0
3. B o B 0 8.0
4 g8 + B 60108 +
5 B w4 8 bt B oo
6 B o+ 1B s 1B
71 B .0 B o+t 1B 0
8 B B B o
-9 B o B bt 8 0
16 B + B T B 0
11 B 0 B sl B O
iz B St 8 oL g0
13 B 0 lB o+ 1B 0
14 B + B8 wme B0
15 B 4 lB s lB 0
16 B 0 8+t | B O
17 B0 B w2 LB 0
18 B + Boooiwke LB 00
18 B+ B e B O
20 B 0 B oooadto 1B 0
21 B + O B 0
22 B Tt B T4 B 0
23 B+ B ooaee B0
24 B * B ok B g
25 R o B ek R 0
26 B 0 B it B0
27 B 0 B i 8 o
28 B o B %+r LB 0
26 B st B s B0
30 B. 4r B el B 00
31 B ‘ el B Ewlig o
32 B ¥ B B 0
33 B o 8 a4 B (9
34 B Tt 8 P R0
‘35 B trd LB s B0
36 B e g Hhe bR 00
37 B + B Hit B o
38 B 0 8 0 B 0
39 B 0 B e B 0
40 B G B the B 0
41 8 ¢ B Frb B0
42 B L |
43 g ik B8 44+ 1B 0
44 B oo le B 90
a5 B ++ 1 B tis B 0
| - crescimento B < bom
o : B = reqular
M = mau

H — “swarming!’ :
0 — colonias isoladas, sem “‘swarming’
+ o colbnias isoladas, ligeiro “swarming’’
+% - golbnias fsoladas, predominancia de ‘swarming’’
+++ = swarming'-confluente
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cistina, boas condi¢des de crescimento para os germes
testados. A superioridade desse meio sobre o “agar
azul de bromotimol-lactose-cistina’’ poderia ser ex-
plicada pela menor concehtracéo salina em sua com-
posicdo, decorrente da omissdo do extrato de carne
em sua formula. Além disso, nSo foi avaliado até que
ponto os corantes utilizados no EMB agar agiriam
sinergicamente com a pobreza de eletrolitos, no
sentido de maior eficdcia na inibicdo do “'swarming’’.

A exaltacdo do “'swarming’’, por adicdo de extrato
de levedura, j& havia sido anteriormente observada por
Brogen, em 1971, que atribuiu tal efeito a fracdo
glicopeptidica do extrato.

Tendo em vista a seletividade do meio modificado,
sua indicacdo corresponde a do meio original, isto §é,
para o isolamento apenas de bactérias gram-negativas.
Cumpre destacar sua indicacdo em esquemas de co-
procultura, para isolamento de patogénicos intestinais.
E fato constatado a agho inibidora exercida por
i altamente impedientes sobre amostras de
Salmonella e Shigella®®. Considerando-se a grande
incidéncia de Proteus, especialmente em distGrbios
intestinais’; confirma-se assim a necessidade de meio
pouco impediente, que permita o bom desenvolvimen-
to das espécies patogénicas, sem interferéncia do
“swarming’’ de Proteus porventura existente no
material.
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Em wurinas, pela freqléncia de isolamentos de
bactérias gram-negativas'®, justifica-se plenamente o
emprego de um meio seletivo indicador, Além disso,
ndo é rara a presenca de Proteus em associacdo com
outras espécies bacterianas®, sendo de observacio
comum que, freqlientemente, como contaminante,
origine erros de contagem desta ou de outras bactérias
no espécime, podendo mesmo ocultar a presénca do
agente causal. Em infecc8es urinérias, o meio propos-
to permite rdpida presuncdo da ocorréncia de germes
do grupo coliforme, com base na morfologia colonial,
como no EMB original, diferenciando-os entre os
membros de Escherichia e Klebsiella-Enterobacter,
0s quais provavelmente admitem indicagOes terapéu-
ticas diversas'®.

H4 que considerar ainda que, de maneira geral,
as bactérias gram-negativas vém adquirindo importan-
cia crescente nas patologias infecciosas, desde a intro-
ducdo dos antimicrobianos de amplo espectro, citos-

e corticoides.

Em dados citados por Yow®!,
observa-se o aumento de 24% nas taxas de isolamento
de Proteus de material de diversas origens, em perfo-
do de aproximadamente trés anos. Confirma-se assim,
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o diagndstico bacteriolégico rdpido e preciso.
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Isolamento e incidéncia do parvovirus bovino no Brasil*

Falvio José Alice™”

Resumo

Um virus, isolado de material fecal de um bezerro, mediante inoculagdo em cultura de rim de feto da
mesma espécie animal (RFB), mostrou-se fiitrdvel em vela Berkefeld W e resistente ao éter etilico.
Hemaglutinou e hemadsorveu apenas eritrocitos de origem humana, tipo “0’ e de cobaio. Cobaios,
coelhos, camundongos adultos e neonatos e aves, inoculados por diferentes vias, nao revelaram mani-
festagBes clinicas aparentes. Ndo houve proliferagdo do virus em embriGes de galinha inoculados pela
via alantdide. O virus proliferou satisfatoriamente apenas em RFB, mas ndo nos demais sistemas
celulares ensaiados que incluiram: LLC-MK 2, BHK-21, IB-RS-2 e TB-IBB. Provas cruzadas de
neutralizagdo e de inibicdo da hemaglutinagdo revelaram que o virus isolado se relaciona, sorologica-
mente, com a cepa HADEN do parvovirus bovino. Inquérito soroldgico, com 621 amostras de soro
bovino, procedentes de vérios Municipios dos Estados de Bahia, Rio de Janeiro, Guanabara e Sdo
Paulo, sugeriram larga disseminagdo do virus. Nos 28 plantéis examinados, existiam animais com
anticorpos inibidores da hemaglutinagdo, cujo percentual variou de 10-89%. No cOmputo geral, 66,5%
das amostras examinadas revelaram titulos Hl iguais ou superiores a 1:20.

Summary

Isolation and incidence of bovine parvovirus in Brazil

A virus was isolated from fecal matter of a calf on bovine fetal kidney culture. The virus is ready
filterable through Berkefeld W candle, resists ethyl ether treatment, hemadsorbs and hemagglutinates
only human and guinea pig erythrocytes. Inoculations into guinea pigs, rabbits, cockerels, adult and
suckling mice caused no apparent signs of sickness. There was no evidence of growth in chicken
embryos inoculated by allantoic. cavity. The virus replicates in BFK cultures, but no replication
occurred in the line ceils LLC-MK 2, BHK-21, I1B-RS-2 and TB-IBB (bovine fetal testis). Cross
neutralization and hemagglutination inhibition tests showed that the virus was serologically related
to the HADEN strain of bovine parvovirus (BPV). It seems that the virus has a high prevalence
amongst the cattle population. In a serologic survey, 621 bovine blood serum samples from the
States of Bahia, Guanabara, Rio de Janeiro and Sao Paulo were examinated for Hl antibodies. Of
the total serums tested, 66.5% had HI antibody titers 1:20 or greater. Hli antibodies were found in
all 28 herds tested, whose frequency in infected herds varied from 10 to 89%.
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Introdugdo Os parvovirus foram isolados do homem?® e varias

espécies animais” 8101214,

O grupo compreende,

InvestigacOes realizadas nos Gltimos trés anos, para
verificar viroses do gado, distintas das j& conhecidas
e amplamente estudadas, resuitaram no isolamento
de 22 amostras de enterovirus bovino; trés aparente-
mente similares, mas ainda insuficientemente carac-
terizadas e, finalmente, outro agente, tratado ante-
riormente, cujo comportamento se assemelhava ao
do virus HADEN - parvovirus bovino, tendo sido
comprovada estreita relagdo soroldgica entre este e
a estirpe isolada na Bahia.

ainda, os adenosatélites, virus associados a adenovirus
do homem'”, macaco® e cdo%, e os contaminantes
de certas linhagens celulares continuas'!.

O primeirc parvovirus bovino foi estudado por
Abinanti & Warfield!, que o designaram HADEN
(“hemadsorbing, enteric virus'). Em bezerros infec-
tados experimentalmente21 , 0 virus causou manifes-
tagOes clinicas benignas.

Storz & Warren®? propuseram a inclusdo do virus
HADEN no grupo parvovirus, sob a designacdo de

* Trabalho realizado no |nstituto Biolégico da Bahia, 40000 Salvador BA, Brasil.
** Escola de Medicina Veterindria, Universidade Federal da Bahia, 40000 Salvador BA e Bolsista do Conselho Nacional

de Pesquisas.
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parvovirus bovino 1 (BPV) porquanto, além das
caracteristicas estabelecidas anteriormente’, o virus
era inibido por 5-bromo, 5-fluoro-2-deoxiuridina
e actinomicina D. Storz & col.?* compararam o
parvovirus bovino a outros do grupo parvo, ndo
encontrando relagcdes antigénicas entre as estirpes
examinadas. Anticorpos foram encontrados em vérias
espécies animais, como: cabras, cdes, cavalos, cobaios,
macacos cinomolgo e no soro de feto bovino desti-
nado a cultura de tecidos. O parvovirus bovino foi

assinalado na Algéria, por: Vincent?” que isolou e

identificou quatro amostras originarias das fezes de
bovinos. Bates & col.® compararam' outras dez cepas,
isoladas de bezerros com dist(rbios entéricos, que se
mostraram homogéneas nos seus aspectos funda-
mentais, inclusive quanto a antigenicidade. Entre
elas, duas foram obtidas de infeccdo mista com
enterovirus, mediante cultivo com soro imune anti-
-éntero.

tigacOes sobre o virus ja ’tratado2 inclusive sua
distribuicdo, fundamentada na presenca de anticorpos
inibidores de hemaglutinacao.

Material e Métodos

Coleta e preparacio do material para exame -—
Amostras de fezes, coletadas diretamente na ampola
retal, foram emulsionadas em solucdo salina balan-
ceada de Hank's, na proporcdo de 20%, e a suspensio
centrifugada a 1500 r.p.m., por 10 minutos. O sobre-
nadante foi submetido a dois ciclos, em centrifuga
refrigerada, ambos a 2500 r.p.m., por 30 minutos,
a 5°C e, ao sobrenadante da Gltima operacao, foram
adicionadas 1000U de penicilina e 0,001g de estrep-
tomicina p/m¥ Apbs meia hora de incubacdo em
geladeira, foi acrescentado igual volume de Hank’s,
sem antibidticos. O material ndo usado, imediata-
mente, permaneceu estocado em congelador, a —20°C,
até o momento de sua utilizacdo.

Cultura de tecido — Culturas primdrias, de células
renais de feto bovino (RFB), foram preparadas por
extracdo pela tripsina a 0,25%, em solucdo salina
tamponada e cultivadas em solucdo de Hank’s, com
0,5% de hidrolisado de lactalbumina, 0,1% de extrato
de levedo, 10% de soro de vitelo e 300U de penicilina
e 0,30mg de estreptomicina p/mf {H's LL). Ao ter-
ceiro dia de incubagdo em estufa, a 36—37°C, 0 meio
foi substituido por outro de mesma composicio.

O meio de manutencdo era composto de solucdo
salina balanceada de Earle, com 0,5% de hidrolisado
de lactalbumina (EL). Além de RFB, foram utilizados
outros sistemas celulares, como o LLC-MK 2 (rim de
macaco reso), BHK-21 (rim de criceto), IB-RS-2
{rim de suino) e TB-IBB (célula testicular de origem

bovina). linhagem celular |B-IBB, de intestino
bovino, que anteriormente havia se mostrado susce-
tivel, foi interrompida.

Animals e experimentacdo — Cobaias gestantes,
coelhos, frangos e camundongos, adultos e neonatos,
foram inoculados pelas vias IP, IC e IV. EmbriGes
de galinha foram inoculados na cavidade alantoide.

Resisténcia ao éter e filtracdo — Para o exame da
resisténcia ao éter3,, deixou-se que o éter etilico
atuasse sobre o virus por 18 horas em geladeira,
transferindo-se o material para estufa a 36-37°C,
durante 30 minutos, para que houvesse a evaporacao.
Em seguida, procedeu-se a titulagdo comparativa entre
o material tratado e o nao tratado. O virus foi filtrado
em vela Berkefeld W, previamente comprovada, titu-
lando-se o material filtrado e o nao filtrado.
itulacGes — Os titulos do virus foram determinados
pelo método convencional: 0,10m{ de cada diluicdo
decimal era inoculado em quatro tubos de culturas
jovens, e o volume completado para 1,0me. Apobs
7-9 dias a 36-37°C, removia-se o meio e os tubos
eram lavados duas ou trés vezes com solucdo de
Hank’s. Em seguida, adicionava-se 1,0m% de Hank's,
contendo 0,10% de hemdcias de cobaio. Os tubos
tratados ficavam repousando inclinados, & tempera-
tura ambiente, durante 30-40 minutos, sendo entdo
examinados ao microscépio para observacdo da he-
madsorcdo. Os.titulos foram calculados pelo método
de Reed & Muench'®,

(1 1lans,

Preparacdo de soro imune — Trés coelhos receberam,
por via venosa, quatro inoculacdes de 3,0m% do virus’
na sétima passagem, em intervalos de quatro dias.
Dez dias apds a Gitima inoculacdo, coletou-se, por
puncdo cardiaca, o sangue. Aguardou-se a coagulacio
em temperatura ambiente e o soro foi separado por
centrifugacdo. Este foi inativado por meia hora a
56°C e inoculado em caldo tioglicolato. O sangue
retirado de cada animal, trés dias antes do processo
de imunizacdo, foi tratado como acima e exammado
para evidenciacdo de anticorpos.

Processamento dos. soros — Todos 0s soros empre-
gados foram processados pelo método Clark & Casals’,
O soro tratado pelo caolim foi adsorvido com hemé-
cias de cobaio, pela adicdo de 0,25mf do sedimento
de eritrécitos, previamente lavados, para cada 5,0m¢
de soro tratado. As hemdcias foram separadas por
centrifugacdo a 1500 r.p.m. durante 10 minutos, a
5°C, sendo o sobrenadante decantado e submetido
a exame para evidenciacdo de aglutininas. Quando
necessario, foi feita nova extracdo. As amostras pro-
cessadas permaneceram estocadas em congelador, a
-20°C, até o momento do exame.
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Hemadsorcdo (HAD) — Para este caso, foi empregada
a técnica de Shelokow & col.??, experimentando-se
eritrocitos de vérias espécies: humano, tipo “O",
cobaio, coelho, carneiro, cavalo, boi e galinha. Os
tubos infectados, aos quais era juntada a suspensdo
de hemécias, permaneceram inclinados a temperatura
ambiente ou na geladeira, a 5°C, por 30 minutos ou
até uma hora, procedendo-se, entdo, a leitura sob o
microscopio.

Hemaglutinacdo (HA) e inibicdo de hemaglutinagdo
(Hl) — Estas provas foram executadas conforme o
método de Salk!?. Na primeira {HA), procedeu-se a
ensaios com gldbulos das espécies referidas para HAD.
Comprovada a seletividade do virus para hemdcias
humanas e de cobaio, estes substratos passaram a ser
empregados preferencialmente. Para determinagdo dos
titulos hemaglutinantes, foram feitas diluicOes dupli-
cadas do virus em 0,50mf{ de solugdo fisioldgica,
acrescentada de igual volume de eritrécitos a 0,5%.
ApGs duas horas de incubagdo a temperatura ambi-
ente, foi feita a primeira leitura do teste. Entre 6-10
horas apds a incubagdo em geladeira, foi feita a
segunda leitura. Por vezes, deixou-se o teste incu-
bando em geladeira, durante toda a noite.

Para os testes de HI, foram empregadas oito uni-
dades hemaglutinantes. As misturas soro-virus ficaram
3 temperatura ambiente, por uma hora, apds o que
eram adicionadas de suspensao de hemécias de cobaio
"a 0,5%. Os testes permaneceram a temperatura ambi-
ente por duas horas, quando eram feitas as leituras
preliminar e definitiva, 6-10 horas ap0s incubacao
em geladeira. ‘

Neutralizacdo — Diluicoes decimais do virus foram
preparadas em EL, iniciando-se a 1:5. Em seguida,
transferia-se 0,50m{ de cada dilui¢do para tubos de
hemolise e a cada tubo da série era adicionado igual
volume de soro imune, diluido a 1:10, no mesmo
dituente. Em outra série de tubos de hemolise, mis-
turou-se, as diluicOes do virus, igual volume de soro
obtido de coelhos ndo imunizados. As misturas soro-
-virus foram incubadas a 37°C, por uma hora e, entdo,
inoculadas em culturas de RFB. Para cada diluicdo,
foram empregados quatro tubos de cultivo e a dose
foi de 0,20m% por tubo. Terminada a operacao,
completava-se o volume para 1,0m&, com novo meio
nutritivo, e as culturas retornavam a 36-37°C. Apbs
sete dias de incubacio, os tubos foram tratados como
referido para TitulacOes e as culturas examinadas sob
0 microscopio depois de uma hora a temperatura
ambiente. Os titulos infectantes foram calculados
pelo método convencional, j& mencionado, conside-
rando-se as diferencas dos titulos verificados entre
os dois soros como indice de neutralizacdo.

Relacdes sorolégicas — (a) Neutralizacdo — Estas

provas foram realizadas em dois sentidos: soro de
coelhos imunizados com a amostra Bahia (ORG 603),
misturado ao virus homdlogo e ao parvovirus bovino
(cepa HADEN); e soro imune de coelhos, contra o
parvovirus bovino, que se fez reagir contra o virus
homdlogo e com a amostra Bahia. Em ambos os
casos serviu como controle o soro dos coethos obtido
antes da imunizacio. {b) /nibicdo da hemaglutinacdo
(HI) — Nos testes de HI, foram utilizados 0os mesmos
soros referidos acima e trés amostras adicionais,
obtidas de bovinos do campo, sendo duas (nrs. 452
e 465) sabidamente positivas e outra {nr. 472) nega-
tiva. Os testes também foram executados em dois
sentidos, empregando-se oito unidades hemagluti-
nantes, sendo a suspensdo de hemdacias acrescentada
3 mistura ap6s uma hora de incubacdo a temperatura
ambiente. As leituras finais foram feitas apds uma
noite de incubacdo em geladeira. ‘

Inquérito sorolégico — A pesquisa de anticorpos ini-
bidores da hemaglutinagdo incluiu 621 amostras de
soro de bovinos, 67 de origem humana e 12 de
frangos. Das amostras de soros bovinos, 508 foram
do Estado da Bahia, 10 do Estado da Guanabara,
36 do Estado do Rio de Janeiro e 68 do Estado de
S30 Paulo. Os animais da Bahia pertenciam a 24
rebanhos, localizados em 17 municipios; os da Guana-
bara, a um rebanho, de um municipio; os do Estado
do Rio de Janeiro a outro rebanho, também de um
municipio; e, finalmente, os de S3o Paulo faziam
parte de dois rebanhos, de duas localidades distintas.

Resultados

Isolamento do virus — As reagdes nas culturas ino-
culadas com o material fecal foram pouco caracte-
risticas. Entre o 109 e 129 dia, apareceram células
redondas e ovais, que progrediram discretamente.
Entretanto, na passagem seguinte, células com o
mesmo aspecto j& eram evidentes entre o 49 e o
69 dia. Com o prolongamento da incubacédo, o pro-
cesso estendeu-se paulatinamente sobre o estrato
celular e o efeito citopatico (ECP) completou-se
8-9 dias ap6s a inoculagdo. Retirado o meio desses
tubos de cultura, fez-se prova de hemadsorcdo com
hemécias de cobaio, com resultados fortemente posi-
tivos. A medida em que se sucederam as passagens,
o ECP tornou-se mais precoce e extenso: aparece,
entre 36-48 horas, e se completa 4-6 dias apds a '
inoculacdo. Da emulsdo fecal original, fez-se nova
inoculacio, em tubos de outra partida de cultura de
RFB, cujos resultados foram praticamente idénticos,
inclusive quanto & hemadsorcdo. Determinag0es da
infecciosidade do virus, realizadas em diferentes pas-
sagens, flutuaram em torno de 10°.

Os animais inoculados ndo revelaram manifestacSes
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clinicas aparentes, nem foi possivel evidenciar a proli-
feracdo do virus em ovos embrionados.

Hemaglutinacdo e hemadsorcdo — A atividade hema-
glutinante e hemadsorvente ocorreu apenas com eri-
trécitos humanos e de cobaio. Ambas as reacoes
foram estéveis e a hemadsor¢do caracteristica; os
gldbulos se aderiram fortemente - sobre a cultura,
formando figuras irregulares, de dimensdes variaveis,
as vezes mais pronunciadas em certas areas. Contudo,
o processo foi lento, comparativamente ao virus da
parainfluenza, por exemplo. Os titulos hemagluti-
nantes, nas primeiras passagens, oscilaram entre
1:160-1:320. Entretanto, apds o estabelecimento
do virus ao sistema de cultivo, ocorreram titulos
1:1280-1:5120, ou mais altos.

Efeito do éter etilico e da filtracdo — A filtracdo
em Berkefeld W e o tratamento pelo éter nio afetaram
a infecciosidade do virus. As titulacBes comparativas
entre o filtrado e o ndo filtrado, revelaram diferencas
nos titulos de 1,50 log;o. No caso do éter, o tratado

titulou 0,50 log,, acima do ndo tratado.

’

Relacbes sorolégicas — Pelo exame da Tabela 1, veri-
fica-se que o soro antiparvo bovino neutralizou e
inibiu o virus homoélogo e a nova estirpe. Por outro
lado, o soro de coelhos, imunizados com a amostra
em estudo, neutralizou e inibiu o virus homoélogo e
a cepa protétipo HADEN. Finalmente, os soros dos
bovinos de campo inibiram ambos os virus, em titulos
-equivalentes.

Tabela 1

Comparagéa soroldgica entre o parvovirus bovino (HADEN)
e-0 . 0rg=603 (Bahia) :

Inquérito soroldgico — Animais portadores de anti-
corpos foram encontrados em todos os rebanhos
examinados, com variacdo de 10 a 89%. No computo
total, 66,5% dos soros continham anticorpos {Ta-
belas 2 e 3), cabendo a maior percentagem a animais
de Sdo Paulo (84%), seguindo-se os dos Estados do
Rio de Janeiro (83%), Bahia (64%) e, por fim,
Guanabara (30%). Das 67 amostras de soro humano,
seis inibiram o virus, na diluigdo a 1:20. Das 12 aves,
trés titularam 1:20, e nove 1:40.

. Tipo do fndice fnibicic da’
Virus : ; e g
5010 neutralizante hemaglutinacdo
Parvo Normat 0 <20
(HADEN]} Imune . :
Parvo 4.50 1280
Org-603 4.33 540G
Boving** . i :
472 <20
452 320
465 160
Org Preimune 0 <20
603 tmune : i
Org-603 4.50" 640
Parvo 4.50 040
Bavino** ..
472 <20
452 t320
465 160

* . Reciproca da dituicao mais alta dosore que Thibic o viras
*EoAnimal-de campo. infeccdo natural

;  Tabela 2 ;
Anticorpos (HI} para o parvdvirus bovino‘OrQ—éO?s‘(‘BahiaE
, NE de Porcentagém
Trulos. (HI) 7 'soros do total
Soti107 208 33
120 80 1o 13
1:40 ; 115 19
_ 1:80 1M1 8
21160 . SN07 17

‘Tota! de soros examihados:: 621

Total de positivos: = 1:20, 413
Porcentagem de positivos: 66,5

*Reciproca da dituicdo. mais alta do s6ro queinibiu o virus:

Discussdo

O estudo restringiu-se a uma Unica amostra de
virus, isolada de fezes de um bezerro, com aproxi-
madamente guatro meses de idade. O método empre-
gado na preparacao dos espécimes e 0 uso exclusivo
do RFB, ndo tdo sensivel ao virus como as culturas .
de pulmao de feto bovino {PFB)®, concorreram,
provavelmente, para que outras amostras n3o fossem
reveladas. O estagio de desenvolvimento das culturas
constitui outro fator influente. Certos parvovirus.
exibem afinidade especial para células em processo
ativo de divisdo, sendo possivel que, ao examinar
outros espécimes, esta particularidade ndo tivesse
sido observada. Embora se pudesse vislumbrar alguma
reacdo nas culturas inoculadas com material fecal,
0 ECP s6 se manifestou mais clara e plenamente
apds uma ou duas passagens. Nestas condicBes, como
0 objetivo, em principio, ndo era estudar o parvovirus,
é compreensivel que outras amostras do agente ti-
vessem escapado a percepcao.

Nas experiéncias de Kilham & Margolis'®, ficou
comprovado que o RV atravessa a barreira placentaria
e desencadeia estados patoldgicos, por vezes graves,
nos fetos de ratas infectadas. O parvovirus de suinos
(PPV) foi assinalado em culturas “normais’”’ de rim
de suino'®, tendo sido verificado que os linfocitos
circulantes, ganglios linfaticos mesentéricos, rins e
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Tabela 3

Anticorpos (Hi} para o parvovirus bovino em- animais de- diferentes origens

: : : . “Distribuicdo. por titulos
. X N9 ‘rebanhos Hi N9 bovinos Hl Porcentagem do A i
stai s soros- Hi positivos
Eitzzzr:e : - positivos/n@ positivos/n@ soros. Hl P
examinados exarminados positivos 1:20 : 1:40 1:80 1:160
Bahia 2404 324/508 64 61 85 8o | 89
Guanabara 11 3/10 30 1 2 ; 0 0
Rio de Janeiro T 29/35 83 11 9 7 2
Sédo Paulo 2{2 57/68 84 7 19 : 15 16

testiculos de bezerros neonatos, aos quais foi minis-
trado o virus, estavam infectados®®. Johnson &
Collings'® ‘inocularam o PPV em porcas gestantes,
verificando a passagem do virus através da placenta.
Os rins dos leitdes nascidos eram infectados, sendo
que os methores resultados para evidenciacao do virus
foram obtidos com a cultura do proprio érgdo. O soro
dos jeitSes continha anticorpos, antes que os animais
tivessem acesso ao colostro. Portanto, ndo seria es-
tranhdvel a ocorréncia do parvovirus bovino em
culturas de RFB normais. Contudo, o reisolamento
do virus, a partir da preparacdo original, inoculada
em tubos de outra partida de cultivo, torna remota
a hipdtese da preexisténcia do virus nas culturas
empregadas por ocasiao das primeiras inoculacdes.
A questdo foi considerada, tdo logo se verificou
tratar-se de um agente transmissivel, que revelava
propriedades especificas.

A acdo patogénica do parvovirus para a espécie
bovina ainda ndo ficou plenamente esclarecida. Parece,
contudo, que o tubo intestinal constitui a sede predi-
leta do virus. No caso em estudo, o animal do qual
se isolou o agente integrava um rebanho pouco
numeroso, que havia sofrido um surto diarréico
rebelde aos tratamentos usuais — antibioticos, sulfas,
etc. Aproximadamente 30 dias apds o episbdio, alguns
bezerros ainda eliminavam fezes pastosas e, de um
deles, se isolou o virus. Quarenta dias depois, pro-
cedeu-se & coleta de sangue dos animais entre seis
meses e um ano de idade, constatando-se que 75%
tinham anticorpos (Hl) com titulos de 1:20-1:80,
sendo que o soro do portador do virus atingiu 1:80.

A alta distribuicdo de anticorpos indica que a
infeccdo pelo parvovirus bovino deve ser freqliente
no gado vacum do Brasil, pelo menos nas éreas
examinadas. Nas amostras dos Estados de Sao Paulo
e do Rio de Janeiro, mesmo considerando o pequeno
nGimero (68 e 35, respectivamente), o percentual de
animais HIl positivos se equivale ao observado no
Estado de Maryland, EUA (86 e 83%)"%'. Nas
amostras da Bahia, compreendendo soros de 508
animais, o indice foi mais baixo do que os anteriores,

aproximando-se as do Estado do Colorado, EUA%
(65%) e aquém do encontrado na Algéria®? (70%).
Quanto a incidéncia entre os plantéis, no Brasil,
atingiu a 100%, isto é, em todos os 28 rebanhos
estudados, existiam animais com anticorpos, com
indice superior ao do Colorado®* (83%). A maior

parte dos soros da Bahia destinava-se a outras obser-

‘vacOes; os demais, bem como os dos Estados da

Guanabara, Rio de Janeiro e Sao Paulo, foram cole-
tados especialmente para estes estudos. As idades dos
animais da Bahia variaram entre 30 dias e acima de
dois anos e, os demais, de quatro meses a ano e meio.
Em geral, os bovinos com 30-60 dias reagem mal;
acusam titulos baixos ou ndo reagem em proporgoes
maiores as das encontradas nos mais velhos.

As reacbes observadas com os soros de origem
humana e os de aves merecem estudos mais apro-
fundados. Os titulos baixos dos primeiros (1:20) e
sua uniformidade nos das aves podem ser devidos a
influéncia de fatores inespec(ficos.

As provas sorolégicas evidenciaram que as amostras
do parvovirus bovino, representadas pela cepa HA-
DEN, prototipo, e a isolada sdo idénticas ou estreita-
mente relacionadas. Parece existir homogeneidade
antigénica entre todas as estirpes conhecidas, para os
EUAL®, Algéria?” e Brasil, agora caracterizada.
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Isolamento de Corynebacterium haemolyticum de vaginite humana

R.M. Yanaguita® C.A. Santa Rosa® & M.C. Martin™*

Resumo

Corynebacterium haemolyticum foi isolado de vaginite humana e identificado de acordo com a técnica
recomendada por MacLean & col. e por Hermann. Os testes bioquimicos e a sensibilidade a antibioticos

sdo apresentados.

Summary

Isolation of Corynebacterium haemolyticum from human vaginitis

Corynebacterium haemolyticum was isolated from a human case of vaginitis and identified according
to the techniques recommended by Maclean & col. and by Hermann. Biochemical tests and drug

sensivity by the isolate are reported.

Desde o trabalho pioneiro de MacLean & col.
(J. infect. Dis., 79:69-90, 1946), que isolaram Cory-
nebacterium haemolyticum de infeccBes de pele,
nasofaringe e otites, de militares e nativos das llhas
Marianas, no sul do Pacifico, raras publicacdes sur-
giram relacionadas com esse pequeno bacilo gram-
-positivo. A espécie se assemelha muito a Cory-
nebacterium pyogenes e Corynebacterium ovis, ambas
responsaveis por infecgdes em animais.

Este trabalho relata o isolamento e identificacdo
de um bacilo gram-positivo semethante ao descrito
por Maclean & col..

Secrecdo vaginal, obtida de um caso de vaginite
de paciente adulta, foi colhida em laboratorio e
emulsionada em solucdo fisiologica, estéril, para
exame,

Apds 0 exame bacterioscopico, foi feita a inocu-
lacdo em agar-sangue de carneiro a 10%, 4gar-suco de

~tomate, agar-chocolate, meio de Thayer-Martin, EMB

(Levine) e meio de &gar-Sabouraud, visando-se o
isolamento de Staphylococcus e Streptococcus,
Lactobacillus, Haemophilus, Neisseria gonorrhoeae,
Enterobacteriaceae e Candida. Todos os meios foram
incubados a 37°C, durante 48 hbras, sendo que o
meio de Thayer-Martin foi incubado em atmosfera de
CO,.

As coldnias desenvolvidas em &gar-sangue foram
analisadas morfologicamente, preparando-se esfrega-

cos pelo método de Gram e um outro pelo método de
Albert-Laybourn.

Em seguida, foram feitas inoculagdes em caldo
TSB - “Triptic Soy Broth”, enriquecido com soro
estérii de coelho. Para os testes de fermentacéo de
carboidratos, foi utilizado o caldo peptonado “"Andra-
de Peptone Water’" (Oxoid). As solugBes de carboi-
dratos a 10%, foram filtradas em Seitz e adicionadas
ao meio base, 'dando a concentracdo final de 1%.
Todos os meios foram enriquecides com soro estéril
de coetho, conforme a recomendac¢do de Hermann
(Amer. J. med. Tech., 27:61-66, 1961).

QOutros testes consistiram na verificacdo da pro-
ducdo de catalase, indol, liquefacdo de gelatina,
producdo de H,S, ac8o sobre o leite e motilidade,
observadas as recomendacdes do “Manual of Micro-
biological Methods' (Society of American Bacte-
riologists, New York, McGraw-Hill Book Co., Inc.,
1957). Os meios usados para os testes foram incu-
bados a 37°C, durante 14 dias, com leitura a cada
24 horas.

A atividade hemolitica foi investigada em 4gar-
-nutriente, adicionado de sangue de carneiro, desfi-
brinado, na concentracdo final de 10%. Procedeu-se,
ainda, ao teste de sensibilidade a antibiéticos e
quimioterapicos, com discos Difco, de acordo com ©
esquema de Kirby-Bauer {Am. J. clin. Path., 45:493
-496, 1966), utilizando-se os seguintes antibidticos

» Departamento de Microbiologia e [munologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S8o Paulo, SP, Brasil.
«» Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo, SP, Brasil.
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em suas respecitvas concentracdes: ampicilina, 10
Mgm; &cido nalidixico, 30 ugm; bactrim {Roche),
25 ug; cefaloridina, 30 ugm; cloranfenicol, 30 ugm:
cloxacilina, 1 ugm; eritromicina, 15 ugm; estreptomi-
cina, 10 ugm; gentamicina, 10 ugm; lincomicina, 2
ugm; neomicina, 30 ugm; nitrofurantoina, 300 ugm;
novobiocina, 30 ugm; penicilina G, 10 U; polimixina
B, 300 U e tetraciclina, 30 ugm.

O resultado do exame bacterioscopico revelou a
presenca de bacilos gram-positivos, com morfologia
semelhante aqueles apresentados por membros do
género Corynebacterium. A cultura foi positiva em
dgar-sangue, com coldnias que apresentavam cerca de
0,5 mm de didmetro, apés 24 horas de incubacio,
circundadas por uma zona de hemélise, de 1 mm.
Apos 48 horas de incubacdo, as coldnias apresentavam
cerca de 1T mm de didmetro, com aumento das zonas
de hemdlise para 3 a 5 mm de didmetro. Os esfre-
gacos, corados pelo método de Gram, revelaram
bacilos gram-positivos; pelo método de Albert-Lay-
bourn, nfo demonstraram a presenca de granulactes
metacromaticas. Em caldo TSB, o crescimento foi do
tipo granular, sendo que a adicdo de soro estéril
de coelho estimulou enormemente o crescimento,
turvando o caldo, uniformemente. Os resultados das
provas bioguimicas e do teste de sensibilidade a
antibidticos e quimioterdpicos estdo na Tabela 1.

Comparando os resultados culturais e testes bio-
quimicos com os dados apresentados por MacLean &
col. {J. infect. Dis., 79:69-~90, 1946) e por Hermann
(Amer. J. med. Tech., 27.61-66, 1961), o micror-
ganismo isolado apresentou caracteristicas idénticas
as descritas pelos mencionados pesquisadores para
Corynebacterium -haemolyticum.

A bactéria poderia ser confundida com as do
género Lactobacillus, ndo fosse sua incapacidade de
crescer em agar-stico de tomate. A morfologia das
coldonias, em A&gar-sangue, foi idéntica & de Strep-
tococcus. No entanto, o exame bacterioscopico mos-
trou tratar-se de bacilos gram-positivos. Pelos testes
bioguimicos, concluiu-se tratar-se de Corynebacterium
haemolyticum. Neste género, a bactéria isolada po-
deria ser confundida com Corynebacterium pyogenes.
Entretanto, este, segundo o manual de Bergey, fer-
menta a xilose e liquefaz a gelatina, enquanto o
germe isolado se portou de maneira contraria. Alids,
a semelhanca entre as duas espécies de Corynebac-
terium J4 foi discutida por Barksdale & col. (J. gen.

Rosa, & M.C. Martim

Microbiol., 16:749-7568, 1957) que consideraram
Corynebacterium haemolyticum como mutante de
Corynebacterium pyogenes, pelo resultado das ana-
lises da composicdo de parede celular. Quanto a
fermentac8o irregular da lactose, o fato ja foi relatado
por Hermann & Weaver (Manual of Clinical Micro-
biology, American Society for Microbiology, pp.
88-94, 1970). Quanto a sensibilidade a antibioticos,
nove amostras foram estudadas por Hermann (Amer.
J. med. Tech., 27:61-66, 1961) e estas foram sen-
siveis & penicilina, eritromicina, cloranfenicol, tetra-
ciclina e estreptomicina. A bactéria isolada, entre-
tanto, mostrou-se resistente a penicilina G e 2
estreptomicina, diferindo, assim, das amostras de
Hermann. Deste fato, no entanto, ndo podemos tirar
concluses, ja que a nossa andlise foi feita em apenas
uma amostra.

A ocorréncia de Corynebacterium haemolyticum

ocorrencia desta bactéria em nosso meio.
Tabela 1

Testes bioquimicos e antibiograma com a bactéria isolada
Bioquimismo Antibiograma

Amido — Ampicilina R
Arabinose - Acido nalidixico R
Catalase - Bactrim R
Celobiose A Cefaloridina R
Gelatina - Cloranfenicol S
Glicose A Cloxaciclina R
HaS - Eritromicina S
Indol — Estreptomicina R
Lactose At Gentamicina R
Leite Ct Lincomicina S
Maltose A Kanamicina R
Manitol - Neomicina R
Melezitose - Nitrofurantoina R
Melibiose A Novobiocina S
Motilidade — Penicilina G R
Nitrato - Polimixina B R
Rafinose A Tetraciclina S
Sacarose A

Salicina A

Sorbitol -

Trehalose A

Urease —

Xilose -

— Negativo: A Acidificacdo; At Acidificacdo tardia; Ct Coa-
gulagdo tardia; S Sensivel; R Resistente.
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Staphylococcus em farinha de mandioca vendida a granel

Manoel Tachard Barbosa®

Resumo

De 167 amostras de Staphylococcus isoladas de farinha de mandioca vendida a granel nas feiras livres e
mercados da cidade de Salvador, BA, Brasil, cerca de 97% foram coagulase-negativas e 3% coagulase-
-positivas. Qutros testes para caracteriza¢do das amostras foram realizados.

Summary

Staphylococcus from manihot flour sold unpacked

Among 167 samples of Staphylococcus isolated from manihot flour sold unpacked at the street market
in Salvador city, Bahia State, Brazil, about 97% were coagulase-negative and 3% coagulase-positive. Other

tests were made to characterize the samples isolated.

O isolamento e caracterizacdo de estafilococos em
diversos tipos de alimentos é relatado com frequén-
cia. Entretanto, ndo hé referéncia ao isolamento na
farinha de mandioca, consumida abundantemente na
alimentacdo das populacBes no nordeste brasileiro.
Sua distribuicdo ao consumidor é anti-higiénica, sem
a protecdo de embalagens adequadas, podendo entrar
em contato direto com vetores de contaminacdo.

Para verificar a ocorréncia de Staphylococcus na
farinha de mandioca, vendida nas feiras livres e mer-
cados da cidade de Salvador, BA, Brasil, as amostras
foram coletadas com as prdprias conchas metélicas
utilizadas pelos vendeiros, e acondicionadas em sacos
p|ésticos'para transporte até o laboratério. Cerca de
10,0g de cada amostra foram semeadas em 90,0m%
de caldo infuso de cérebro e coracdo ‘‘Brain Heart
Infusion Broth” (DIFCO), contendo 10,0% de clo-
reto de sddio. Apds incubacdo dos frascos a 37°¢C,
durante 48h, as culturas foram semeadas, por esgo-

tamento, na superficie de ““Chapman Stone Agar’-

(BBL), incubando-se as placas a 37°C, durante 48h.
Coldnias com caracteristicas de Staphylococcus fo-
ram reisoladas no mesmo meio, para obtencdo de cul-
turas puras. Os isolamentos obtidos foram transferi-
dos para caldo infuso. Posteriormente, foram prepa-
rados esfregacos corados pelo método de Gram. As

culturas contendo cocos gram-positivos, pequenos,
esféricos ou ovalados, isolados ou aos pares, em pe-
quenas cadeias ou grupamentos semelhantes a cachos
de uvas, foram semeadas, em picada, em agar-tripto-
na-glicose-extrato de levedura, para estoque, de acor-
do com Weiss, F.A. {Manual of microbiological me-
thods for the Society of American Bacteriologists,
New York, McGraw-Hill Co., 1957).

As amostras foram, posteriormente, submetidas
as seguintes provas:

Cromogénese: verificada em agar simples, inclinado,
deixando-se o tubo a temperatura ambiente, apods in-
cubacdo a 37°C, durante 24h. Pela leitura, as amos-
tras foram separadas em dois grupos: as de pigmenta-
¢cdo amarela e as brancas, sem pigmentacdo.

Fermentacéo de manitol: de acordo com Mossel (/.

Bacteriol., 84:1140-1147, 1962).
Liguefacdo da gelatina: com o meio thiogel (BBL),
a 37°C, durante uma semana.

Prova de DNase: com o meio “DNase Test Agar”
(BBL).

Hemdlise: determinada em placas preparadas com
“agar base” (DIFCOQ), adicionado de 5,0% de sangue
humano ou de coelho. Apds incubacdo a 37°C, du-
rante 24h, era procedida a leitura.

* Depto. de Microbiologia, Instituto de Ciéncias de SaGde, Universidade Federal da Bahia, Vale do Canela, Salvador, BA,

Brasil.
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Coagulase: uma alca do crescimento de 24h, em agar
simples, foi introduzida em tubo 13 X 100mm, con-
tendo 0,3mf de plasma concentrado de coelho, di-
luido 1:4 em salina fisioldgica, estéril. Os tubos fo-
ram incubados a 37°C, e as leituras reatizadas gbm
intervalos de 60 min, durante 6h. Os tubos negativos
foram mantidos a temperatura ambiente, durante 24h.

Os resultados do isolamento e caracterizacdo de
Staphylococcus, nas amostras de farinha de mandio-
ca, estdo apresentados na Tabela 1.

Estafilococos com pigmento amarelo representa-
ram 80,0% das cinco amostras coagulase-positivas e
40,0% das amostras coagulase-negativas. A frequén-
cia de isolamento de amostras sem pigmentacdo ama-
rela representou 20,0% das amostras coagulase-positi-
vas e 60,0% das coagulase-negativas. Atividade hemo-
Iitica foi encontrada em 100,0% das amostras coagu-
lase-positivas e em 17,8% das coagulase-negativas.

Apesar do pedueno nGmero das amostras de Sta-
phylococcus coagulase-positivas, a predominancia das
que apresentaram pigmentacdo amarela concorda com
os resultados de Evans, J.B. (J.Bacteriol., 59:545-550,
1948) que, estudando o comportamento de diversos
tipos de estafilococos coagulase-positivos, encontrou
89,0% das amostras com pigmentacio amarela. Ze-
melman, R. & Longery, L. (Appl.  Microbiol.
13:167-170, 1965}, estudando amostras de coagula-
lase-positivas, isoladas do leite cru, encontraram
95,8% das amostras com pigmentacdo amarela.

Apesar de predominante, a pigmentacdo amarela
ndo foi exclusiva das amostras coagulase-positivas,
isoladas da farinha de mandioca, pois amostras coa-
gulase-negativas também exibiram a mesma pigmen-
tacdo. O isolamento de amostras coagulase-positivas
e coagulase-negativas sem a pigmentagdo amarela en-
fatiza a informacéo, muito difundida, sobre a menor

importancia do pigmento e da hemdlise entre as ca-
racteristicas indicativas de espécie patogénica de Sta-
phylococcus. Entretanto, os resultados agora apresen-
tados mostraram atividade hemolitica nas cinco amos-
tras coagulase-positivas isoladas, o que foi também
observado por Clark, W.S. & col. (Appl. Microbiol.,
9:196-199, 1961), trabalhando com material isolado
de leite cru.

Apesar de trabalhar com um nimero reduzido de
amostras, o isolamento de Staphylococcus coagula-
se-positivos de farinha de mandioca que, indistinta-
mente, fermentaram manitol e hidrolisaram gelatina,
ressalta a inespecificidade destas provas na caracteri-
zacdo de amostras com potencial patogénico.

O trabalho de Williams, R.E.O. (Bact Rev.,
27:56-71, 1963) mostrou gue os estafilococos sdo
parasitas da mucosa nasal e da pele das m&os, ressal-
tando que 40,0% a 44,0% dos individuos sadios sdo
portadores nasais de estafilococos. Dolman, C.E. (Ca-
nad. J. publ. Health, 34:97-111, 1943} relatou gue,
estafilococos produtores de enterotoxina sdo encon-
trados no vestibulo nasal e na garganta dos indivi-
duos, assim como nas feridas e queimaduras das maos
e bragos.

De 167 amostras de Staphylococcus isoladas da
farinha de mandioca, vendida nas feiras livres de
Salvador, cerca de 97% foram coagulase-negativas e
3% coagulase-positivas. Como os estafilococos encon-
trados no meio ambiente sdo origindrios de varias fon-
tes {portadores humanos e/ou animais), outras investi-
gacdes poderdo esclarecer a principal fonte de conta-
minacdo de produto exposto e vendido em condicGes
anti-higiénicas: os compradores retiram uma porcdo
com a concha, recothem uma parte com os dedos e a
jogam na boca para ‘provar’’ se estd torrada, despre-
zando o restante de volta ao saco de farinha.

- ;  Tabela 1 . L . ;
Cara‘cte,r{stkikcask de 1167 3‘m95f@5 dé‘kStapﬁy/océﬁ‘Cﬂs‘ isoladas de farinha de mandioc‘aﬁr‘eco!hiqa nas feiras livres de: Salvador
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Coagulase: Estirpes | Pigmentacdo o , kFer‘Méht:écé‘“o‘k | 'H:id'r‘bhlée' 4 ~
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