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Da imunofluorescéncia

a aglutinagéo dirt

Apds a promocio do primeiro reagente para
imunofluorescéncia, B-D MERIEUX inova hoje
com um antigeno para aglutinacdo direta.
Este novo método permite, pela sua
simplicidade, uma despistagem mais ampla da
afecdo, e, associado a imunofluorescéncia,
conduz a um diagndstico mais completo e
seguro, pelas informagdes complementares
sobre a evolucdo da doenga.

SDIMERIEUX

€ o primeiro no diagndstico da TOXOPLASMOSE

IMUNOFLUORESCENCIA AGLUTINACAO DIRETA

® Antigeno Toxoplasmico liofilizado ® Suspensio de Toxoplasmas

® Soro positivo de controle ® Soro positivo de controle

® TampioPB S ® TampioBAB S

¢ Globulina anti-humana marcada pela fluoresceina ® Placa descartavel p/microtitulagao
® Laminas p/imunofluorescéncia . Micropipeta

Documentacéao cientifica completa sob pedido

rd
IBIOLAB-MERIEUX~=croouTos PARA LABORATAORIOS LTDA.

RUA DO RESENDE. 96-A - GR. 201e 202 - TELS. 221-4089/242-0050 - ZC-06 20000 RIO DE JANEIRO GB
AVENIDA CASPER LIBERQO, 58 - GRUPO 1603 ~ TELEFONE 32-3655 O 1033 S A O PAULO sP
AVENIDA W-3 - EDIFICIO JOSE SEVERO - SL. 5 - TELEFONE 24-5711 70000 B R A S i L | A DF
RUA VIGARIO JOSE INACIO. 399/902 - TELEFONE 25-5677 90000 PORTO ALEGRE RS
AV.AMARAL. PEIXOTO.207-ED ALBERT SABIN-GR706-TELEFONE 722-0411 24000 N I T E R O 1 RJ
PR AGCA D O DERBY 201 - TELEFONE 22-4755 80000 R E C | F E PE



Conselho Editorial

Editor

Editores Associados

Aquisicdo por ndo-membros

Acquisition by non-members

Diretoria

Conselho Cientifico

Delegados Regionais

Revista de Microbiologia

Orgao Oficial da Sociedade Brasileira de Microbiologia
Sao Paulo - Brasil

L.uiz- Rachid Trabulsi, Italo Suassuna e Wilson Chagas de Araujo

Jodo Salvador Furtado
Instituto de Botanica
Caixa Postal 4005
01000 Sdo Paulo SP

Antdnio F. Pestana de Castro e Sflvio A.C. Camba

Assinatura anual para quatro nameros: Cr$ 120,00 para o Brasil; US$ 20.00 (via marf-
tima) ou US$ 25.00 (via aérea) para o Exterior. Nameros avuisos: Cr$ 30,00 para o
Brasil e US$ 6.60 (via aérea) ou US$ 5.00 (via marftima) para o Exterior. Cheques ou
ordens de pagamento em nome da Sociedade Brasileira de Microbiologia, para o ende-
re¢go do Editor.

Annual subscription for foui numbers: US$ 20.00 (surface mail) or US$ 25.00 (air -
mait). Single copies: US$ 6.50 (air mail) or US$ B.00 (surface mail). Checks or money
orders for Sociedade Brasileira de Microbiologia, addressed to the Editor’s office.

Sociedade Brasileira de Microbiologia

Golbert A. Costa, Presidente. Claudio A. Jilrgensen, Vice Presidente. Flavio Alterthum,
Secretario Geral. Jodo S. Furtado, Tesoureiro.

Amadeu Cury, Augusto E. Taunay, A. Monteiro Filho, Carlos da Silva Lacaz, Ciro A.
Peluffo, Déicio de A. Christévio, Dirce Franco. de Araujo, Eduardo O. Cisaipino,
Gobert A. Costa, Homero 8. Jobin, Jandira Planet do Amaral, Jodo Xavier Viana, José
Noronha Peres, José Oliveira de Almeida, Licio P. de Carvalho Lima, Luiz Siqueira
Carneiro, Milton Fontes Magardo, Oswaldo G. de Lima, Otdvio Barachini, Otto G.
Bier, Paulo de Gées, Raymundo A.C. Moniz de Aragdo, Seymor H. Hutner, Werner K.
Maas.

ALAGOAS: Ayro Pontes Lima Bomfim (Maceid). AMAZONAS: Aurélia Lopes Cas-
trilion (Manaus). BAHIA: Carlos Brenha Chaves (Salvador). CEARA: Eldair dos Santos
Satiro {Fortaleza). ESPIRITO SANTO: Henrique Tommasi Netto (Vitéria). GOIAS:
Maria. Aparecida Muniz (Goidnia). GUANABARA: Ahair Antunes: Zebral (Rio de Ja-
neiro) e Milton de Uzeda {(Rio de Janeiro). MARANHAOQ: Salomdo Fiquene (Sdo
Luiz). MINAS GERAIS: Romain Rolland Golgher {Belo Horizonte). PARA: Zéa Cons-
tante Lins (Belém). PARAIBA: Maria Marluce Melo Vasconcelos de Castro {(Jodo Pes-
soa). PARANA: Alceu Schwab (Curitiba) e Luiz Paretha Ruiz (Londrina). PERNAM-
BUCO: Diva Montenegro Melo de Azevedo {(Recife) ¢ Marcelo Magalhdes (Recife). RIO
GRANDE DO NORTE: Maria Raquel dos Santos (Natal). RIO GRANDE DO SUL:
Sérgio Job Jobim (Porto Alegre}, Newton Neves da Silva (Porto Alegre} e Tabajara
Gatcho da Costa (Santa Maria). RIO DE JANEIRO: Cléudio Armando Jirgensen (Ni-
ter6i). SANTA CATARINA: Aquilles A. Cordova Santos (Floriandpolis). SAO PAU-
LLO: Deise Pasetto Faicdo (Araraquara). Vicente Correa Miranda (Araraquara), Augusto
Cezar Montelli {Botuecatu), lzabei Yoko lto {Ribeirdo Preto), Antdnio Walter Ferreira
(S#o Paulo), Waldyr Giorgi (S8o Paulo) e Edécio Maluf {Sorocaba). SERGIPE: Rai-
mundo Mendonga de Araujo (Aracaju).



Sociedade Brasileira de Microbiologia
Sdécios Patrocinadores

BIOLAB-MERIEUX — Produtos para Laboratérios Ltda.

B. Herzog — Comércio e IndGstria S.A. -

CELM — Companhia Equipadora de Laboratérios Modernos
Eli Liily do Brasii Ltda.

IndGstria Quimica e Farmacéutica Schering S.A.



Revista de Microbiologia
Orgdio Oficial da Sociedade Brasileira de Microbiologia
Volume 5 Abril-Junho 1974 Namero 2

Rev. Microbiol. (S. Paulo}, 5(2)

CONTEUDO — CONTENTS

Artigos originais

Caracteristicas culturais, bioguimicas, sorolégicas e viruléncia de amostras de
Salmonella typhimurium fermentadoras de lactose [Cultura/, biochemical and
serological behavior of lactose fermenting strains of Salmonella typhimurium
and its Virulence] - Paulo Camelo de Andrade Aimeida & Luiz Rachid
Trabulsi

Identification of leptospires isolated from the mouse Mus musculus brevirostris
in the State of Rio de Janeiro, Brazil — Fernando Cordeiro & lIrene Silva

Atividade microbioldgica de solos radiativos [Microbiologica/ activity of
radiactive soi/s] — Luiz Fernando de T.L. Linhares & Adam Drozdowicz

27

37

43



dEDLDO BRASIL

JEOL DO BRASIL LTDA. Rua da Gléria, 654 01510 Sio Paulo Telefone: 279-1032

Imagem eletrdnica
secunddria de

fago P®55 adsorvido
sobre Staphylococcus,
obtida com JEM-100C,
equipado

com SEG e ASID.

Novo lancamento da JEOL:
microscopio de varredura de mesa

JSM-P15

Resolucdo:
200A
Aumentos:
30X — 50.000X
Modo de varrimento:
forma e linha
Estdgio de amostra:
tipo de gaveta
Dimenses do espécime:
10mm didam. x 10mm alt.

T sy

St Movimentos:
X, Y = 16mm

Tubo de imagem:
120mm x 90mm CRT




InstrugOes aos autores

A Revista de Microbiologia publica trabalhos originais em todos os campos da microbiologia e da protozoologia.
Revisdes e atualizacdes serdo publicadas a convite do consetho editorial.

Os manuscritos devem ser enviados em duplicata {original e uma cdpia) para o Editor da Revista.

NORMAS GERAIS — Todo manuscrito submetido a4 Revista deve representar pesquisa original inédita e gue ndo
seré publicada em outro 6rgdo. Os trabalhos podem ser redigidos em portugués, espanhol ou inglés. Se aceitos pela
Revista, ndo poderdo ser reproduzidos, mesmo em partes, sem permissdo oficial dos Editores.

A Revista segue, essenciaimente, o ‘'Style Manual for Biological Journals’” (28 edigdo, AIBS, 1964). Os simbolos
genéticos devem seguir, essencialmente, as recomendacSes de Demerec & col. {(Genetics, 54: 61, 1966). Abreviagdes
bioguimicas devem seguir, essencialmente, as regras da [UPAC-1UB (J. Biol. Chem., 241: 527, 1966). Atividade enzimatica
deve ser expressa em termos de unidades internacionais (Enzyme Nomenclature, Elsevier Publ. Co., 1965). Para pesos
e volumes, devem ser usados os prefixos nano {n} e gico (p), a0 invés de milimicro {m) e micromico (). Comprimentos
devem ser expressos em micrometro (Um; 107 m), ao invés de micro (4); nandmetro (nm; 107"m), ao in-
de milimicro (mut); e Angstroms (A; 107 "m). Partes por mithdo (ppm} devem ser expressas COMO Microgramos por
mililitros (g/ml) ou microlitros por litro (M litros/litro). A Revista se reserva o direito de adaptar os manuscritos ao
estilo adotado.

NOMENCLATURA DE MICRORGANISMOS — A combinagdo binomial, nome do género seguido do da espécie,
é adotada e a nomenclatura apresentada no "‘Bergey's Manual of Determinative Bacteriology’' {72 ed., 1957) obedecida.
Se o Autor divergir dessa nomenclatura, seu juigamento serd respeitado, mas a classificagdo correspondente ao Manual
de Bergey deverd ser mencionada a seguir, entre parénteses, a primeira vez em que o nome figurar no texto & no resumo.
Quando um nome novo for proposto para um microrganismo, serd solicitada a opinido de uma autoridade internacional
em taxonomia.

FORMA DO MANUSCRITO — Os trabalhos devem ser datitografados em papel branco, comum, tamanho oficio,
em espaco dupto ou triplo, deixando-se o minimo de 3 cm de margens laterais, superior e inferior. Titulos de capitulos
de primeira ordem devem ser centrados, incluidos essencialmente pela ordem: Introduciio, Material e Métodos,
Resultados, Discussdo, Agradecimentos, Referéncias Bibliogréficas. Os de subcap itulos devem ser junto @ margem esquerda.
A pdgina-titulo devera conter apenas e tdo somente: (i) o titulo do artigo, centrado usando-se letras maiGsculas
somente quando obrigatérias, (i) ofs) nomels) dofs} autorles) com maidsculas e mintsculas normaimente usadas e
{iii) afiliacdo como nota de rodapé, indicada por asterisco.

O resumo ndo devera ultrapassar 250 palavras. Os trabalhos redigidos em inglés devem ser acompanhados de um
titulo e resumo em portugués; os redigidos em portugués e espanhol, de um titulo e resumo em inglés. O resumo na lingua
do trabalho e o titulo com resumo na outra lingua devem ser datilografados em pagina separada do restante do texto.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS — No texto, as referéncias devem ser citadas por némero. Os sobrenomes de
dois autores devem ser separados por &; quando houver mais de dois autores, a separacdo é feita por ponto e virgula e o Gi-
timo por &. Na seccdo Referéncias Bibliogréficas, as citacdes devem ser por ordem alfabética de autor {ou da mesma com-
binagdo de autores) e, para um mesmo autor, em ordem cronolégica, numeradas sequencialmente. Os artigos em periddicos
devem ser citados na seguinte ordem: nomel(s) dols) autor{es) em maiGsculas, titulo do trabalho, nome do periodico
{abreviado de acordo com o World Medical Periodicals), nimero do volume, nimero do fasciculo {quando desejado;
colocado entre parénteses), nimero da primeira e da Gltima pdgina do artigo, e ano da publicagdo.
Exempio:

WEISER, O.L. & EMERSON, J.S. — Selective screening for quantitative urine cultures.

Amer. J. clin. Path., 45:649-650, 1966.
Quando puder ocorrer confusdo com o titulo do periddico, o local da publicacéo devera ser mencionado entre parénteses,
apds a abreviagdo. Exemplo: Publ. Hith Rep. (Wash.).
Citacdes de livros devem ter a seguinte ordem: autor(es), titulo, edicdo, local, editores e data. Exemplo:

MILLER, S.E. — A textbook of clinical pathology. 6th ed. Baltimore, Williams & Wilkins, 1960.
Citacbes de “resumos’’, “‘dados ndo publicados”, "comunicagdes pessoais” ou ‘‘no prelo” poderdo ser adequadamente
mencionadas no texto, mas ndo serdo aceitas como referéncias bibliogréficas.

TABELAS — Devem ser numeradas em ardbico e datilografadas em pdginas separadas. Os dados devem ser arranjados
de maneira que colunas de material idéntico sejam lidas perpendicular e ndo transversalmente. Cabegalhos e legendas
devern ser suficientemente claros e compreensiveis, sem necessidade de consulta ao texto. Sao permitidas notas
explanativas de rodapé indicadas por asteriscos, mas ndo descricdes pormenorizadas dos experimentos. Materiais e
métodos utilizados para a obtencdo dos resultados devem ser incluidos na secgdo correspondente.

ILUSTRACOES — Cada uma das duas vias do manuscrito deverd ser acompanhada de um conjunto completo de
ilustragBes {preferiveimente como fotografias). Os gréficos e desenhos devem ser concluidos, ndo requerendo qualquer
montagem ou rearranjo. Nenhuma parte do gréfico deverd ser datilografada, devendo ser usado um e 0 mesmo normagrafo.
As fotografias de ilustragOes a tragco devem ser feitas em papel de alto contraste apropriado. E recomendave! submeter
gréficos e desenhos no dobro da impressdo final da Revista, prevendo-se todos os elementos da figura para as escalas
de redugdo. Fotografias com reticula devem ser feitas em pape! brithante, com contraste adequado para reproducdo
na escala 1:1, observados 0s espagos mMaximos disponiveis na Revista e seus submultiplos, reservando-se espaco
suficiente para a legenda. Sempre que houver escala de aumento ou redugdo, esta deverd ser superposta ou desenhada
diretamente na fotografia ou figura. Ver instrugdes sobre legendas, notas de rodapé, etc. sob TABELAS. Proteja as
ilustracBes durante o transito, com uma folha de papeldo.

NOTAS BREVES — N&io devem exceder a 500 palavras e o respectivo resumo ndo mais do que 25. Ols) autor(es)
deve(m) consultar um nimero da Revista para familiarizacdo com a forma e o estilo.

SEPARATAS — Serdo fornecidas, gratuitamente, 10 separatas por artigo. Para encomendas maiores, ofs) autor(es)
deve{m) entrar em entendimento com o Editor, correndo as despesas por conta dos interessados.



Rua Dom Duarte Leopoldo, 707 — Telefone: 278-9703

Calxa postal 15192 — Correio Cambuc:
Sao Paulo SP .

D/str/bwdores autorlzadas para o Brasil de.

*Du=co LABORATORIES (Estados Umdos)
,onelra mund:al em baetenologla ‘

- ~ammoémdos* a ‘|corpos fluorescentes anttgenos

e antissoros bacterianos; carboidratos; :

o corantes; discos para antibiogramas e para

dn‘e iciacdo de peptonas; endotoxinas;

~ cedores; enzimas; indicadores: ~

_ hidro ados; meios de cu!tura desidratados e

‘ ;preparados para ensaios mlcroblolégicos ;
métodos padrdes, tecidos e virus; produtos ‘
bioguimicos; reatnvos soroléglcos

o e ch’mcos o

 DIFCO LABORATORIES (Inglaterra)  LABTEST (Brasil) ;
_mesma qualldade leco em. produtos especlahzados ~~COIorime’t‘ria ~a'vam;a‘da para an‘élise‘s qufmicas

. produtos selec/onados para mlcroscop/a opt/ca:k : acndo arico; amilase; antncoagulantes bilirrubina;
bélsamo do Canad4, Carbowax, corantes : célcio; colestercl cloretos corantes para
{Giemsa, hematoxnhna May- Grunwald o hematoiogaa e eletroforese ‘creatinina;

_ Papanicolau e uma Imha completa de corantes . dehidrogenase l4ctica; ferro sérico; fosfatase
_em pd e em solucdo), clarificadores, DPX, : 4cida prostatica; fosfatase alcahna-
fixadores, indicadores, material para mOntagém e  fosforo; glicose; lipides totais: proteinas totais
vedacdo de laminas, mordentes; dleo para = : e albumma- timol; transammases
 imerséo, parafina hvstolég:ca Polywax e outros ‘ tnghcendes uréla
produtos ‘ ~ ~ ;

® materiais f/xadores e para montagem em N IVA . INDUSTRIA VIDRIERA ARGENTINA
mlcroscop/a e[etron/ca o ; i o . ; e :

pradutos qwm/cosd/versos ‘ o concorréncla -
vidro de borosrhcatc trabalhado com esmero:

. baldes, buretas, Erlcnmeyers plpetas
stados Unidos) provetas. ,

ROLCO ‘SRL ‘k-«kkﬁualidadé a pre¢o inigualdvel

 agitadores; butirdmetros; centrifugas clinicas
- e industriais; destiladores de agua;
mncrohematocntos




Rev. Microbiol. (S. Paulo), 5(2), 1974 27

Caracteristicas culturais, bioquimicas, sorologicas e viruléncia
de amostras de Salmonella typhimurium fermentadoras de lactose™

Paulo Camelo de Andrade Almeida & Luiz Rachid Trabulsi ™

Resumo

Foram estudadas as caracter(sticas culturais, bioquimicas, sorolégicas e a viruléncia de amostras de
Salmonella typhimurium, capazes de fermentar a lactose, isoladas em Sdo Paulo, em 1972 e 1973. Dos
meios de isolamento investigados, o meio de eozina-azul de metileno foi o menos inibitério, vindo,
por ordem de capacidade de inibicdo, os meios de agar verde brilhante, agar sulfito de bismuto, Mac-
Conkey, xilose-lisina-desoxicolato, Salmonella-Shigella agar e ‘‘Hektoen Enteric Agar’’. As colonias, nos
meios mencionados, foram semelhantes as das enterobactérias fermentadoras da lactose e ou produ-
tores de H,S. Algumas diferencas foram notadas com relagdo as colonias de E. coli nos meios de
agar eozina-azul de metileno, MacConkey e verde brilhante. Bioquimicamente, todas as amostras apre-
sentaram comportamento homogéneo e tipico do género Salmonella, com exce¢do de duas caracte-
risticas: acidificagdo dos meios contendo lactose e auséncia de enegrecimento do triplice aglcar

com ferro. A presenca de gas sulfidrico foi revelada uniformemente nos meios de Rugai, lisina com
ferro e SIM. Experimentos realizados sugerem que a ndo revelacdo de H,S: no trfplice aglicar com
ferro & devida a ndo formagdo de sulfeto de ferro ou & sua dissolugdo. Antigenicamente, todas as
amostras comportaram-se como Salmonella typhimurium var. Copenhagen. A viruléncia da Salmonella
em questdo foi menor do que a classicamente aceita para Salmonella typhimurium.

Summary

Cuftural, biochemical and serological behavior of lactose fermenting
strains of Salmonella typhimurium and its virulence

The cultural, biochemicai and sorological characteristics of Salmonella typhimurium strains able to
farment lactose isolated in Sdo Paulo, in 1972 and 1973 were determined. Eozin-methylene blue
agar was the least inhibitory medium followed by brilliant green, bismuth sulfide, MacConkey, xylose-
-lisine-deoxycholate, SS, and Hektoen Enteric agars. Colonies resembled those of other lactose fermenting
Enterobacteriaceae or H,S producers. Some differences were noticed with regard to colonies of E. coli
grown on enzime-methylene biue agar, MacConkey and brillant green agars. Biochemically, all strains
revealed a homogeneous behavior of Salmonella, except by the acidification of lactose containing
media and the lack of darkening of the triple sugar iron agar. The presence of H,S was uniformly
revealed in Rugai, lisine-iron and SIM media. The absence of the H,S production with the triple sugar
iron medium was related either to non formation of iron sulfide or its dissolution. Antigenically, all
strains behaved as Salmonella typhimurium var. Copenhagen. The virulence of such a Salmonella was

lesser than what is classically accepted for Salmonella typhimurium.

A famflia Enterobacteriaceae compreende vérios
géneros que se distinguem, entre si, por caracteristi-
cas fisioldgicas e antigénicas. Uma das caracter isticas
fisiologicas, a fermentagdo da lactose, tem sido uti-
lizada h4 muito tempo, como ponto divisor, distin-
guindo bactérias lactose positivas de lactose negativas.

As salmonelas, bactérias reconhecidamente patbge-
nas, sdo consideradas como ndo fermentadoras de
lactose. No entanto, algumas variagdes neste carater
j& foram descritas.

EDWARDS & EWING* consideram ocasionais ce-
pas de Salmonella que fermentam lactose, encontran-

do esta caracteristica em 0,8% das amostras estu-
dadas.

Seligmann & Saphra'?, em 1946, isolaram do li-
quido céfalo raquidiano de uma crianca de 6 me-
ses, que apresentava espina bifida e que mor-
rera vitimada de meningite, uma bactéria fermenta-
dora de lactose que apresentava esquema antigénico
de Salmonella newington. No isolamento desta bacté-
ria, encontraram algumas colonias lactose negativas
que, no entanto, mostraram-se sorologicamente idén-
ticas as coldnias lactose positivas.

Falkow & Baron®, em 1962, isolaram uma amos-

* Este trabalho representa parte da tese de mestrado realizada pelo primeiro autor no correr do ano de 1973.
** Dgpartamento de Microbiologia e Parasitologia da Escola Paulista de Medicina, S&o Paulo, SP, Brasil.
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tra de Salmonella typhi fermentadora de lactose
e conseguiram transferir este cardter para Escherichia
coli e Salmonella abony.

Bulmash & col.?, em 1968, fizeram referéncia
a uma amostra de Salmonella tenessee fermentadora
de lactose, isolada de fezes e estudaram seu compor-
tamento quanto a produgéo de H,S, nos meios usuais,
¢ & fermentagdo da lactose.

Gonzalez®, em 1966, publicou um estudo sobre
uma amostra de Salmonella tenessee capaz de fer-
mentar lactose e sacarose, responsavel por septicemia
fatal, decorrente de infecgdo uterina.

Kunz & Ewing®, em 1965, publicaram estudo
sabre uma amostra Salmonella typhi lactose positiva,
isolada do sangue e da urina de um lavador de vidra-
ria de laboratorio, que se apresentara com febre
tifbide. Esta salmonela havia sido obtida artificialmen-
te em laboratorio, a partir de uma amostra de Sal-
monella typhi tipica, que havia recebido um epissoma
de uma outra amostra de Salmonella typhi lactose
iti isolada da natureza.

Easterling & col.?, em 1969, estudaram sete
amostras de Salmonella fermentadoras de lactose,
sendo quatro delas identificadas como Saimonella
tenessee, uma como Salmonella anatum, uma como
Salmonella typhimurium e a (ltima como Salmonella
senftenberg, conseguindo transferir a caracteristica
de fermentacdo de lactose a partir de seis das sete
amostras estudadas.

Pessoa’, no Brasil, a partir de 1971, isolou vérias
amostras lactose positivas de Salmonella typhimu -
rium, variedade Copenhagen, de sangue, liquido cé-
falo raquidiano, fezes, urina e secrecGes purulen-
tas, particularmente de criancas, verificando que,
entre 412 amostras de Salmonella typhimurium iso-
ladas, 220 (53,4%) eram fermentadoras de lacto-
se. Mais recentemente, um de nos (LRT) verificou
que, entre 205 amostras de Sa/monella isoladas de
diferentes materiais clinicos, em 1973, 116 (56,6%)
eram fermentadoras de lactose. Todas as amostras
fermentadoras de lactose foram classificadas como
Salmonella typhimurium.

A grande freqliéncia de amostras de Salmonella
typhimurium fermentadoras de lactose em nosso
meio e a dificuldade de distingui-las de outras ente-
robactérias fermentadoras de lactose, estimularam a
realizacdo do presente trabalho. Além da necessidade
de caracterizé-las adequadamente, para fins de iso-
lamento e identificacdo, pareceu-nos importante co-
nhecer algumas de suas propriedades gue apresentam
implicag8es clinicas e epidemiolégicas.

Material e Métodos

Amostras - As amostras foram isoladas no labora-
tério de bacteriologia do instituto de Gastroenterolo-

gia de Sdo Paulo, no correr do ano de 1973, com
excegdo de algumas isoladas em 1972. A maioria das
amostras era procedente de fezes de criangas com
enterite, mas o conjunto incluia amostras provenien-
tes de urina, sangue, liquor e outros espécimes
‘¢clfnicos. Com poucas excecdes, os espécimes clinicos
pertenceram a pacientes internados em trés hospi-
tais de S&o Paulo. As amostras empregadas encon-
tram-se relacionadas na Tabela 1.

Caracteristicas cufturais — A capacidade de cresci-
mento e as caracteristicas das coldnias foram esty-
dadas em meios de agar eosina azul de metileno, agar
Salmonella-Shigella, agar verde brilhante, "“Hektoen
Enteric Agar”, agar de MacConkey, agar sulfito de
bismuto e agar xilose-lisina-desoxicolato. Com exce-
¢do do Gltimo meio, por nos preparado, os demais
foram adquiridos prontos, de marca Difco ou Oxoid.

Caracteristicas bioquimicas — Foram investigadas
em triplice aglcar com ferro; lisina com ferro;
meio de'Rugai e meio SIM. Além disto, foram fei-
tas as seguintes provas individuais: fermentacdo da
glicose, lactose, sacarose, maltose, manitol, dulci-
tol, salicina, ramnose, rafinose galactose, trealose,
celobiose, adonitol, inositol, arabinose, glicerol e
Xilose; producdo de indol e H,S, provas de VM
e VP, utilizacdo do citrato (Simmons e Christensen),
acetato e malonato, de aminacio de fenilalanina,
hidrolise de uréia, de carboxilagdo da lisina, arginina
e ornitina, hidrolise da gelatina, motilidade e uti-
lizagdo dos 4cidos organicos de Kauffman.

Todas as provas foram realizadas de acordo com
as recomendagdes de Edwards & Ewing®, com exce-
¢do das de Rugai'l.

Caracteristicas sorolégicas — A anélise antigéni-
ca foi realizada de acordo com as recomendacses
de Edwards & Ewing?, bem como o preparo dos
antigenos e soros.

Viruléncia — A viruléncia para camundongos foi
avaliada pelo método de Reed & Muench®,

Resultados
Capacidade de crescimento nos meios de isolamento

As amostras 001 a 030 foram incubadas em
caldo infusdo de cérebro e coracdo por uma noite
e visualmente ajustadas ao tubo 1 da escala de Mac
Farland, com solugdo salina 0,85%. A partir destas
suspensGes, foram realizadas diluicBes & razio de
10 até 107 °. As diluigdes 10~ 7 e 10" 8  foram
utilizadas, inoculando-se 0,1 mi nos meios de iso-
lamento e em agar nutriente, em duplicata, e in-
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Tabela 1
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Amostras de Salmonella typhimurium fermentadoras de lactose estudadas no presente trabalho.

ndmero catalogacdo™ namero catalogagéo™® nGmero catalogagdo™
001 1/1G-2243 035 43/1G-2880 069 101/1G-417%
002 4/1G-2352 036 44/1G-2920 070 85/1G-4908
003 5/1G-2261 037 45/Ped-54 071 84/1G-63
004 7/1G-2353 038 46/Ped-41 072 99/1G-5159
005 8/1G-2386 039 47/1G-704 073 81/1G-4910
006 9/1G-2089 040 48/1G-46 074 80/1G-4820
007 10/1G-2091 041 49/1G-75 075 122/1G-5613
008 11/1G-2090 042 50/1G-27 076 88/1G-36
009 12/1G-21561 043 51/1G-37 077 105/1G-5106
010 13/1G-21568 044 52/1G-63 078 102/1G-5162
011 14/1G-2159 045 53/1G-74 079 78/1G-1840
012 171G-2171 046 54/1G-25 080 75/1G-1794
013 19/1G-2174 047 55/1G-13 081 118/1G-5384
014 20/1G-2203 048 56/1G-83 082 94/1G-b7
015 21/1G-1882 049 57/1G-X 083 91/1G-4241
016 23/1G-1937 050 58/1G-47 084 87/1G-4819
017 24/1G-1918 051 59/1G-74 085 82/1G-4264
018 25/1G-1917 052 60/1G-801 086 93/1G-4972
019 26/1G-1892 053 61/1G-70 087 77/1G-2098
020 27/1G-1891 054 62/1G-605 088 95/1G-5020
021 28/1G-2033 055 63/1G-24 089 92/1G-4071
022 29/1G-1985 056 64/1G-94 090 89/1G-24
023 30/1G-1984 057 65/1G-20 091 100/1G-5080
024 31/1G-2146 058 66/1G-1111 092 96/1G-4906
025 32/1G-1941 059 67/1G-1110 093 103/1G-6112
026 33/1G-2050 060 68/1G-78 094 74/1G-1811
027 34/1G-2463 061 69/1G-79 095 76/1G-1969
028 35/1G-2452 062 70/1G-85 096 86/1G-4240
029 36/1G-2464 063 71/1G-86 097 73/1G-1908°
030 37/1G-2527 064 83/1G-33 098 115/1G-56161
031 38/1G-2451 065 90/1G-3017 099 119/1G-5519
032 39/1G-2689 066 98/1G-4205 100 120/1G-5651
033 40/1G-2666 067 72/1G-4898 10% 117/1G-6324
034 41/1G-2783 068 104/1G-5041 102 123/1G-56683

* Catalogagio: nGmero Bacterioteca/local e numero de origem.

IG = Instituto de Gastroenterologia de S3o Paulo
Ped = Clfnica Pedistrica do Hospital Séo Paulo.

cubadas a 37°C por 24 horas. Apbs incUba(,:ﬁo,‘

foi feita contagem de coldnias por contador ele-
trdnico. O crescimento obtido no agar nutriente
foi considerado 100%.

O crescimento quantitativo das amostras de Sal-
monella typhimurium fermentadoras de lactose va-
riou de um meio para outro. A média dos resultados

" das 30 amostras estudadas encontra-se na Tabela 2.
Entre os sete meios utilizados, o que apresentou
menor inibicdo foi o agar eozina-azul de metileno;
a maior inibicdo foi observada no '‘Hektoen En-
teric Agar’’.

Caracteristicas das colénias nos meios de isolamento

As coldnias, crescidas nos meios de isolamento
para o experimento anterior, foram estudadas quan-
to 3 morfologia e comparadas & de outras entero-
bactérias crescidas sob as mesmas condicdes.

De um modo geral, as amostras de Salmonella
typhimurium apresentaram as caracteristicas de bac-
térias fermentadoras de lactose. No entanto, nos
meios agar eosina-azul de metileno, MacConkey e
verde brilhante, apresentaram-se com bordo irregu-
far, diferenciando-se das de Escherichia coli, que
se apresentaram circulares, com bordos lisos. No
meio ""Hektoen Enteric Agar’’, diferenciaram-se das
de Escherichia coli pela presenca de pigmento preto
no centro da coldnia, resultante da producdo de
H,S. Neste particular, foram semelhantes as colo-
nias de amostras de Citrobacter e Arizona fermen-
tadoras de lactose.

A excegdo do agar sulfito de bismuto, que ndo
contém lactose, todos os meios evidenciaram o apa-
recimento de coldnias lactose negativas, chamadas
aqui segregantes lac’, que apresentaram grande va-
riabilidade no percentual de aparecimento, sem re-
produtibilidade de resultados. Estas colonias apre-
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Tabela 2

Percentual de namero de colénias de amostras de Sa/monella
typhimurium fermentadoras de lactose nos meios de isola-
mento, em relagdo ao crescimento em agar nutriente.

. Percentual
Meio % £l

Agar eosina-azul de metileno 91,6 £ 28
Agar verde brilhante 87,4 £ 3,2
Agar sulfito de bismuto 76,9 + 3,2
Agar de MacConkey 70,3 £ 3,5
Agar xilose-lisina-desoxicolato 570 % 46
Agar Salmonella-Shigella 475 £ 4,5
Hektoen Enteric Agar 38,4 £ 23

{(1)X = média
s = desvio padrdo

]

sentavam-se, em agar de MacConkey e agar verde
brilhante, maiores do que as lac* das quais se ori-
ginaram. O resumo das principais caracter isticas mor-

£tz

folbgicas esta apresentado na Tabela 3.

Comportamento bioquimico

Meios de triagem — As 102 amostras foram ino- _

culadas, a partir de caldo infusdo de cérebro e
coragdo, nos meios triplice aglicar com ferro, lisina
com ferro, Rugai e SIM, incubadas por 24 horas a
37° C e verificado o seu comportamento. A excecio
do triplice aglicar com ferro, todos os outros meios
evidenciaram produgdo de H,S, pela presenca de
pigmento preto.

No entanto, tiras de papel de filtro, impreg-
nadas com acetato de chumbo e colocadas na bo-
ca dos tubos de triplice agticar com ferro, eviden-
ciaram a presen¢a do sulfeto de hidrogénio durante
a incubacdo.

Os resultados obtidos com os meios de triagem
estio apresentados na Tabela 4.

Meios de identificacdo — Todas as 102 amostras
foram inoculadas nos meios de cultura para provas
bioquimicas, a partir do crescimento em caldo

Tabela 4

Comportamento das amostras de Salmonella typhimurium
fermentadoras de lactose em meios de triagem

Meio Resultado

Triplice agtcar base acida
com ferro superficie acida

HyS -

gas +
Lisina com base alcalina
ferro superficie alcalina

H,8 +

gas -
Rugai base acida

superficie alcalina

H,8 +

gés +

indol {tamp&o) -
SIM movimento +

H3S +

infusdo de cérebro e coragfo, para verificacdo de
fermentacdo de aglcares e &lcoois, fermentacdo de
dcidos orgénicos, utilizacdo de citrato e acetato,
ataque a uréia, fenilalanina, lisina, arginina e orni-
tina, mobilidade e producdo de indol, acetoina e
H,S. Paralelamente, foram utilizados segregantes
lac™ das amostras 001 a 010 e estudados seu com-
portamento bioquimico.

Nenhuma amostra produziu indol, fenilalanina
deaminase, urease ou gelatinase, nem utilizou ma-
fonato de sodio. Todas utilizaram citrato como fon-
te de carbono, na presenca ou auséncia de outra
fonte. O acetato foi utilizado como Gnica fonte
de carbono. Todas as amostras produziram a lisi-
na e ornitina decarboxilases e arginina dihidrolase.
Das 102 amostras estudadas, 98 apresentaram mo-
tilidade. A glicose foi fermentada com producdo
de gés por todas as amostras. A lactose, maltose,
manitol, dulcitol, ramnose, galactose, trealose, ara-

Tabela 3

Mortologia das colénias de amostras de Sa/monella typhimurium fermentadoras de lactose nos diversos meios de isolamento.

Meio

tamanho cor

aspecto segregacgdo
Agar eosina-azul de metileno Tmm preta com britho metélico bordos irregulares presente
Agar Salmonella-Shigelia 1mm vermelha bordos lisos presente
Agar verde brilhante 1-2mm  amarela bordos irregulares presente
Hektoen Enteric Agar Tmm amarela com centro preto bordos lisos presente
Agar xilose-lisina-desoxicolato  2mm branca com halo laranja bordos lisos com papila central presente
Agar sulfito de bismuto Tmm marrom ou cinza com halo marrom bordos lisos com papila central presente
Agar de MacConkey Tmm vermelha bordos irregulares presente
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Tabela 5

Reacdes bioqufmicas de amostras de Salmonella typhimurium
fermentadoras de lactose

Prova Resultado | %+ |%{+)] %~
“Indol - 0 100,0
Vermelho de metila + 100,0f O 0
Voges Proskauer - 0 100,0
Citrato: Simmons + 100,07 © 0
Christensen + 1000 O 0
Acetato de sédio +ou (+) 82,4117,0 0
H,S + 1000 O 0
Fenil alanina deaminase - 0 .. 11000
Urease - 0 0 100,0
Motilidade + 970 O 3,0
Lisina decarboxilase + 100,0| O 0
Arginina dihidrolase +ou {+) 88,2118 0
Ornitina decarboxilase + 29,0 1,0 0
Gelatinase - 0 0 100,0
Malonato de sédio - 0 0 100,0
Acidos
orgénicos: citrato + 1000} O o]
tartarato + 92,2 78
mucato + 970 .. 3,0
Glicose: &cido + 100,04 O 0
gés + 100,0| O 0
Lactose S+ 1000]| O 0
Sacarose - 0 0 100,0
Maltose + 1000} © 0
Manitol + 1000 O 0
Dulcito! + 1000 O 0
Salicina - 0 0 100,0
Ramnose + 100,01 © 0
Rafinose - 0 0 100,0
Galactose + 1000 | O 0
Trealose + 9701} 3,0 0
Celobiose (+) 0 98,0 2,0
Adonitol - 0 0 100,0
tnositol +ou - 804 O 19,6
Arabinose + 100,01 © 0
Glicerol (+} 17,7 1 79,3 3,0
Xilose + 100,0 | O 0
+ = reac#o positiva (+) = reacgdo tardia

1

reagdo negativa f =reagdo fraca
ndo ha dados (reagdo tardia ndo verificada)

binose e xilose foram fermentados. Algumas amos-
tras deixaram de fermentar o inositol. A celobiose
foi fermentada entre 5 e 15 dias de incubacéo e
o glicerol entre 2 e 5 dias, apresentando o Gitimo,
reagcdo fraca. A sacarose, salicina, rafinose e ado-
nitol ndo foram fermentados. Os &cidos organicos,
citrato e tartarato foram utilizados. O mucato foi
utilizado por 97% das amostras.

Todas as amostras evidenciaram reagdo de ver-
melho de metila positiva e reagio de Voges Proskauer
negativa. Todas produziram H,S, embora este ndo
tivesse sido evidenciado pelo triplice agGcar com
ferro.

O comportamento bioquimico das segregantes
lac™ diferiu das amostras lac® apenas quanto a fer-
mentacdo da lactose. Com estas segregantes, o H,S
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foi evidenciado no triplice agucar com ferro.

A sintese do comportamento bioquimico estd
apresentada na Tabela 5.

Correlagdo entre acidez e produgdo de H,S — Fo-
ram utilizadas 20 amostras (001 a 020), inoculadas
em 10 meios de triplice agicar com ferro, que
diferiram do meio original apenas pela concentra-
c3o de lactose. Foi verificado, na grande maioria’
das amostras, que apenas nos meios que continham
0,3% ou menos de lactose houve aparecimento de
precipitado preto, concomitantemente a alcaliniza-
cio da superficie do meio. Raras amostras produ-
ziram pequena quantidade de H,S em concentra-
¢Bes maiores de lactose.
O resultado estd sintetizado no gréafico 1.

Composicdo antigénica — Para este estudo, foram
feitos soros com a amostra 046 e com uma amos-
tra de Salmonella typhimurium lactose negativa,
retirada da bacterioteca da Disciplina de Microbi-
ologia da Escola Paulista de Medicina, em Sdo Paulo,
tida como padrdo. Foram utilizados, também, soro
somético do grupo B e flagelares i e 1,2, da soro-
teca da Disciplina de Microbiologia e um soro es-
pecifico anti-5, preparado por adsorgdo.

Todas as amostras estudadas aglutinaram com o
soro somatico do grupo B; 34 amostras aglutinaram
inicialmente com os soros flagelares i e 1,2. As de-
mais aglutinaram inicialmente com apenas um deles,
aglutinando com o outro apbs reversdo de fase,
exceto as amostras 034, 079 e 008, que se apre-
sentaram imoveis, tendo esta Gltima aglutinado com
o soro flagelar i, enquanto que as outras apenas
apresentaram aglutinagdo somatica. O soro somatico
especifico anti-56 ndo aglutinou nenhuma das amos-
tras estudadas.

Os soros preparados com a amostra padrio de
Salmonella typhimurium e com a amostra 046 apre-
sentaram aglutinagdo com titulo mais baixo na
reacdo cruzada, exceto O sOro anti-Sa/monella ty-.
phimurium, do coelho n% 2 que aglutinou a ti-
tulo mais elevado com a amostra 046 (Tabela 6).

Tabela 6

Titulagio dos soros preparados a partir da amostra padrdo
de Salmonella typhimurium e da amostra 046

Soro Amostra 046 S. typhimurium

anti S typhimurium

coelho 1 1/40 1/80

coetho 2 1/640 1/320
anti amostra 046

coelho 3 1/160 1/80

coelho 4 1/160 1/80
anti-b 0 1/3
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Gréfico 1
Pesquisa de H,S em triplice agticar com ferro, a concentragGes diferentes de lactose e correlagdo
com a acidez da superficie do meio, em 20 amostras de Salmonella typhimurium fermentadoras de lactose

e e

D acidez da superficie

0,3 0,4 0,5

0.6 0,7 0,8 0,9 1,0

% de lactose
% precipitado preto

O soro anti~Salmonelia typhimurium, quando ad-
sorvido com a amostra 046, aglutinou apenas a
Salmonella typhimurium. O soro preparado com a
amostra 046, quando adsorvido com Sa/monella
typhimurium, ndo aglutinou nenhuma das amostras
em estudo.

A composicdo antigénica das amostras estudadas
estd apresentada na Tabela 7.

Tabela 7

Composigdo  antigénica das amostras de
typhimurium fermentadoras de lactose.

Salmonella

Aglutinacdo positiva com anti-soro

Amostras estudadas Somético Flagelar
Grupo B 5 i 1,2
102 102 0 100 99

Avaliagdo da viruléncia — Foram estudadas as amos-
tras 010 e 069 na determinagio da DLsy, tendo a
amostra 010 apresentado uma DL, de 121.000
bactérias e a amostra 069 uma DLs, de 27.030
bactérias. Por falta de condi¢es materiais, exclui-
mos a determinagdo em uma amostra lac” controle.
Os resultados sdo apresentados nas Tabelas 8 e 0.

Discussdo

Devido & grande freqiiéncia de amostras de Sal-
monella typhimurium fermentadoras de lactose, os
laboratérios de Patologia Clinica de Sio Paulo de-
vem ter, em seu esquema de trabalho, a metodolo-
gia necessaria ao isolamento e identificacdo destas
bactérias.

A ndo adogio desta conduta deixaria muitos ca-
sos de infecgdo intestinal e extraintestinal, particu-
larmente em criancas, sem diagnostico etiolagico
corretamente estabelecido. Entre 984 amostras de
Salmonella, isoladas ou recebidas para identificacdo
no Instituto Adolfo Lutz, de S3o Paulo, no peri-
odo de maio de 1971 a abril de 1972, PESSOA®
verificou que 313 (31,8%) eram de Salmonella
typhi/hurium fermentadora de lactose.

De maneira semelhante, um de nos (LRT) en-
controu 116 amostras da mesma bactéria entre 205

. salmonelas isoladas no Instituto de Gastroenterolo-

gia de SHo Paulo, durante o ano de 1973. Tanto
em uma casufistica como em outra, os espé‘cimes
clinicos foram provenientes de diferentes hospitais
de Sdo Paulo ou mesmo do interior do Estado de
S30 Paulo. Este fato sugere que esta variante de
Salmonella typhimurium é extremamente dissemi-
nada em nosso meio, sendo provavel que ja ocorra,
Ou passe a ocorrer, em outros Estados do Brasil.
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Tabela 8
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Determinacdo da DLso da amostra 010 de Salmonella typhimurium
fermentadora de lactose

Do Acumulado Percentual
o se Mortos | Sobreviventes Total
910 Mortos | Sobreviventes Mortos Sobreviventes
5,8325 5 0 7 0 7 100,0 0
4,8325 1 4 2 4 6 33,3 66,7
3,8325 0 5 1 9 10 . 10,0 90,0
2,8325 1 4 1 13 14 7.2 92,8
1,8325 0 5 0 18 18 0 100,0
50 ~-33,3
DLso = {455-333 ) + 4,8325 = 65,0829
= 121.100 bactérias
Tabela 9
Determinac8o da DLso da amostra 069 de Salmonella typhimurium
fermentadora de lactose
Acumulado Percentual
Dose .
o Mortos {Sobreviventes Total
910 Mortos | Sobreviventes Mortos Sobreviventes

6,5575 5 o 12 0 12 100,0 0
5,565675 2 3 7 3 10 70,0 30,0
45575 4 1 5 4 9 55,6 44,4
3,5575 1 4 1 8 9 11,1 88,9
2,5575 0 5 o 13 13 0 100,0
BLeg = (=201, 4 38575 - 4,4317

55,6 ~ 11,1
= 27.030 bactérias

Por esta razdo, a conduta recomendada para Séo
Paulo deve ser adotada, pelo menos tentativamente,
por laboratdrios de Patologia Clinica de outros Es-
tados do Brasil e, eventualmente, de outros pafses.

Do mesmo modo, em estudos ecologicos sobre
Salmonella, deve-se ter em mente também a possi-
bilidade de ocorréncia desta variante ou mesmo -de
outros tipos sorologicos capazes de fermentar a lac-
tose.

Dos meios de isolamento atualmente utilizados
no diagnéstico de infeccdes intestinais por entero-
bactérias patdgenas, o que se mostrou menos inibi-
toéria para a Salmonella typhimurium fermentadora
de lactose foi o agar eosina-azul de metileno, vindo
em seguida, por ordem de impediéncia, o agar verde
brithante, agar sulfito de bismuto, MacConkey, xilose-
-lisina-desoxicolato, Salmonella-Shigella e ""Hektoen
Enteric Agar”.

Sob o ponto de vista econdmico e prético, o
maior problema com relagdo ao reconhecimento da
Salmonella typhimurium fermentadora de lactose, no
momento, é a necessidade de se transferir para meios
de identificacdo preliminar, ndmero relativamente
grande de colbnias lactose positivas, geralmente pre-

sentes em todas as placas semeadas com fezes e,
freqlientemente, com outros materiais.

Embora algumas diferengas tenham sido encon-
tradas entre coldnias de Escherichia coli e de Sal-
monella typhimurium fermentadora de lactose, em
varios dos meios investigados, elas ndo foram sufi-
cientemente adequadas para permitir distingdo pre-
cisa; quando o foram, o meio foi muito inibitério.
A excecdo mais importante diz respeito ao meio de
Wilson & Blair (agar sulfito de bismuto), relativa-
mente pouco inibitério, no qual as saimonelas po-
dem ser distinguidas, com seguranga, de Escherichia
coli, Diante disto, é recomendével incluir este meio
no diagnostico das infecgdes intestinais, sendo ne-
cessdrio, no entanto, que o meio seja comparado a
outros quanto a eficécia, em condigBes naturais de
rotina de diagnostico. E possivel que seu emprego
possa dispensar o de outros para o isolamento de
Salmonella. Além disso, teria a vantagem de permi-
tir suspeitar-se da presenca de outras entercbacté-
rias que fermentam a lactose, como as do género
Arizona,

Enquanto n#io se introduzir novos meios de iso-
lamento, torna-se necessario transferir para meios de
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identificagdo preliminar, ou de identificar, de outra
maneira, as colonias lactose positivas encontradas
em todos os meios, guer tenham centro escuro ou
ndo. As (nicas excegBes seriam as coldnias carac-
teristicas de Klebsiella e Enterobacter.

O triplice aglcar com ferro n3o deve ser usado
como meio de identificacdo preliminar, isoladamen-
te, por ser totalmente acidificado pela Sa/monella
typhimurium fermentadora de lactose, ndo indican-
do ainda, a producdo de H,S, o que, alias, ja foi
verificado por Pessoa’. Ao contrério, tanto o meio
de Rugai como o de lisina com ferro mostraram-
-se excelentes. A escolha de um ou outro é questio
de preferéncia. O meio SIM tem indicacdo mais li-
mitada, podendo ser usado também em combina-
¢do com provas que revelem outras propriedades das
enterobactérias.

Os resultados das provas bioguimicas confirmam
e ampliam as observacdes de Pessoa’, demonstrando
comportamento homogéneo das 102 amostras inves-
tigadas, o que sugere, alids, que todas pertencem
a um sb biotipo. As pequenas variacdes encon-
tradas em algumas provas, como as dos &cidos
organicos de Kauffman, ou mesmo na fermentagdo
do inositol e glicerol, ndc permitiriam a distincdo
segura de biotipos diferentes. Por outro lado, o es-
pectro da reagdo bioquimica é caracteristico do gé-
nero Salmonella, excegdo feita, evidentemente, da
fermentagdo da lactose.

O nd@o aparecimento da cor escura no triplice
agicar com ferro, que corresponderia a formagio
de H,S, é decorrente da composigio do meio, pois
a presenca do gés foi revelada nos meios SIM, pep-
tona com ferro e na prorpia fita com acetato de
chumbo, colocada na boca do triplice aglicar com
ferro.

Esta dltima reagdo exclui inibicdo das enzimas
responsaveis pela formagdo da substancia. Os resul-
tados do experimento, em que se varia a concen-
tracdo de lactose, sugerem que o ndo enegrecimen-
to do triplice agGcar com ferro foi decorréncia da
dissolugdo do sulfeto de ferro formado ou de sua
ndo formagdo. Resultados semelhantes foram obti-
dos por Veron & Gasser'® e por Bulmash & Fulton?,
que estudaram outras enterobactérias fermentadoras
de lactose.

O estudo da composigdo antigénica demonstrou
auséncia do antigeno 5 nas 102 amostras. As provas
quantitativas de aglutinagdo e as de adsor¢do cru-
zada permitem concluir que estamos frente a Sa/-
monella typhimurium variante Copenhagen. Ficou
evidente, também, que podem ocorrer variantes mo-
nofésicas, isto é, apresentando somente o antigeno
flagelar i. As amostras estudadas por Pessoa’ fo-

ram também classificadas como variantes Copenhagen
de Salmonella typhimurium.

Quanto a viruléncia, as duas amostras investiga-
das apresentaram, para o camundongo, o carater bem
menos acentuado do que é aceitoc para Salmonel-
la typhimurium em geral®. Estudos realizados por
Pellufo {comunicacdo pessoal), com amostras epi-
démicas de Salmonella typhimurium, revelaram me-
nor viruléncia para o camundongo do que observa-
do para as amostras ndo epidémicas Watanabe'®
verificou que a presenca de um fator R, em uma
amostra de Salmonella typhimurium, tornava-a me-
nos virulenta para o mesmo animal. Entretanto, nos-
sos resultados devem ser encarados com reserva, em
virtude de ndo ter sido feito controle com amostras
lactose negativas. A causa da redugio da viruléncia
é assunto a ser investigado.

Considerando em conjunto, os resultados dos es-
tudos realizados e outros a serem publicados sepa-
radamente (sensibilidade a drogas e fagotipagem),
dificilmente poderiamos fugir a conclusio de que
todas as amostras de Salmonella typhimurium fer-
mentadoras de lactose pertencem a uma UGnica-vari-
edade que passou a predominar em nosso meio, cau-
sando uma epidemia extensa, com implicagdes pra-
ticas importantes.

Ndo bastassem os numerosos casos de infecgdo,
muitos deles certamente passando ainda despercebi-
dos, devido &s caracteristicas peculiares da saimone-
la, tem-se ainda que considerar as dificuldades tera-
peéuticas, impostas por sua insensibilidade a4 maioria
dos quimioterdpicos em uso, e a maneira pela qual
se poderia debelar esta epidemia. Apresentam tam-
bém grande interésse as razdes que levaram esta
salmonela a ocupar lugar tdo destacado em nossa pa-
tologia infecciosa. Estudos em andamento na Disci-
plina de Microbiologia indicam que a Sal/monella
typhimurium em causa é portadora de elementos
extracromossdmicos, responsaveis pela resisténcia a
vérias drogas e pelo cardter lac, bem como de mu-
tagdes que a tornaram resistente a outras drogas.
Deste modo, pode-se afirmar que, nesta salmonela,
houve uma somagdo de caracteres cromossdmicos e
extracromossdmicos que ndo s a tornaram atipi-
ca, mas também resistente & quase totalidade dos
antimicrobianos de uso terapéutico no momento.

Tdo extraordinariamente dotada, seria facil ante-
ver sua selecdo, uma vez que é capaz de resistir s
forcas que eliminariam germes semelhantes. Assim,
é muito provével que a predominancia desta salmo-
nela, em nosso meio, com suas caracteristicas ati-
picas e com os maleficios que tem causado, nada
mais seja do que outra conseqiéncia do uso inten-
so e desregrado de antibibticos.
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Identification of leptospires isolated from the mouse
Mus musculus brevirostris in the State of Rio de Janeiro, Brazil

*

Fernando Cordeiro™ & lrene Silva”

Summary

identification by the cross-absorption technique of 15 strains of Leptospira isolated from the mouse
Mus musculus brevirostris, from ltaguai, State of Rio de Janeiro, Brazil: nine belonged to ballum serotype
and six to tropica serotype. The importance of the mouse in the epidemiology of the leptospirosis in
animals and humans is discussed.

Resumo

Identificacdo de leptospiras isoladas do camundong Mus
musculus brevirostris no Estado do Rio de Janeiro

Identificagdo, pela técnica de absorgdo cruzada, de 15 cepas de Leptospira isoladas do camundongo
Mus musculus brevirostris no Municipio de ltaguai, Estado do Rio de Janeiro. Nove pertenceram ao
sorotipo ballum e seis ao sorotipo tropica. E discutido o papel do camundongo na epidemiologia das
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leptospiroses animais e humanas.

Introduction

In a previous paper6 the results on 116 mice
suspected of leptospire carriers were presented. Mice
were caught on the field, from three different places
of Seropédica District, Itaguai Municipality, State of
Rio de Janeiro, Brazil. Afterwards, 35 mice were
caught from other places of the Municipality and in
other areas of the State and adjacent regions which
yielded 16 more strains.

The identification of isolated strains is revealed
and the epidemiological aspects of the host are
commented.

Material and methods

Origin of the material — Most of the mice used were
trapped alive on the field but 14 were caught in the
Biology Building of the '“Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro’’, attracted by meals supplied to
the animals used for zoological studies. All strains

were obtained from mice caught in Itaguai Munici-
pality, State of Rio de Janeiro: 60 from hosts in the
field and two from mice in the Biology Building.

The Municipality of ltaguai is located in the so-
-called “Baixada Fluminense'’. The places where mice
were captured are of an average altitude of 30m,
annual medium temperature of 23°C, annual rainfall
of 1304mm and refative air humidity of 75%***.Most
of the area is composed of low vegetation and natural
pastures.

Out of those 62 strains of Leptospira isolated from
151 specimens of Mus musculus brevirostris, 19 {in
Fletcher’s semi-solid medium) were sent to the
Leptospirosis Reference Laboratory of the “Instituto
Superiore di Sanitd’, Rome, ltaly, for identification.
The details on these 19 strains are described in
Table 1.

Serology — The preliminary identification of strains
was made by the cross agglutination screening test,
using immune sera representative of all known sero-
groups (Table 2).

* EMBRAPA, km 47, Rio de Janeiro, GB, ZC 26. Fellow of the Conselho Nacional de Pesquisas”.
** Fundacdo Gongalo Monis, Salvador, Bahia. Fellow of the ' Instituto Superiore di Sanita”, in the Microbiology Laboratory
(WHO/FAO Leptospira Reference Laboratory), Viale Regina Elena, 299, Roma, Italy.
*** Data from “'Posto Agro-meteorolégico, Secdo de Climatologia Agricola, EMBRAPA, Km 47, via Campo Grande, Rio de

Janeiro, GB, Brasil.
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Table 1

Strains of Leptospira isolated from mice Mus musculus brevirostris
in ltagual Municipality, State of Rio de Janeiro, Brazil

Origin of the material
Strain Preliminar
N. Animat Capture Isolated Isolation Classification
Reg. N. place from: date Serogroup
Mm-2b 43 Field* kidney June, 25(69) pomona
Mm-2b 43 " kidney June, 25(69) ballum
Mm-3 36 " kidney May, 13(69) ballum
Mm-4 155 " blood September, 01(69) pomona
Mm-5 156 o kidney September, 25(69) ballum
Mm-6 161 o kidney Qctober, 25(69) pomona
Mm-13 222 " kidney October, 23{(69) ballum
Mm-15 230 " blood November, 10(69) pomona
Mm-18 250 " kidney October, 23(69) ballum
Mm-20 254 " urine October, 28(69) pomona
Mm-22 256 " fiver October, 28(69) pomona
Mm-38 311 " blood November, 17(69) ballum
Mm-49 586 o kidney July, 09(70) pomona
Mm-50 587 " kidney July, 04(70) pomona
Mm-51 616 Pumping
House kidney July, 15(70) pomona
Mm-53 622 Field kidney July, 15(70) pomona
Mm-57 655 Radional kidney September, 04(70) ballum
Mm-60 664 Biology
Buildg. kidney August, 27(70) ballum
Mm-62 683 Biology
- Buildg. liver October, 02(70) ballum

* Several identification places in Seropedica District.

Table 2

Leptospira serotypes used in cross-agglutination screening tests

Serogroup

Serotype

Reference strain

cterohaemorrhagiae
Javanica

Celledoni

Canicola

Ballum

Pyrogenes
Cynopteri
Autumnatis
Australis
Pomona

Grippotyphosa
Hebdomadis
Bataviae
Tarassovi
Panama
Shermani

icterohaemorrhagiae
javanica

celledoni

canicola

- batlum

castelonis
arboreae
pyrogenes
cynopteri
autumnalis
australis
pomona
kennewicki
monjakov
mosdok
tropica
proechimys
cornelii
grippotyphosa
hebdomadis
bataviae
tarassovi
panama
shermani

RGA

Veldrat Batavia 46
Celledoni
Hond Utrecht IV
Mus 127
Castellén 3
Arborea
Salinem

3522 C
Akiyami A
Ballico
Pomona

LT 1026
Monjakov DVB
5621

CZ 298 U

LT 796

CB

Moskva V
Hebdomadis
Van Tienen
Perepelicin

CZ 214 K

LT 821
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Table 3

Cross-absorption tests: results between the strains under study and the reference strains of the serotypes of pomona serogroup.

Test Absorbed . .
Antisera with Monjakov Tested with_strain

N. strain pomona DvB 5621 CZ299 U | LT 1026 | LT 796 | CB Mm-2a § Mm-4 | Mm-15 | Mm-22 { Mm-50 | Mm-51
1 pomona Mm-2a 10* - - - - - 0 1 0 0 1 0
2 Mm-2a pomona 1 - - - - - 10 26 20 20 20 20
3 | bve Mm-2a - 10 - - - - 0 0 [¢] 0 o 0
4 | Mm-2a DVB - 1 - - - - 10 20 20 10 20 20
5 | 5621 Mm-2a - - 10 - - - 0 0 0 0 0 0
6 | Mm-2a 5621 - - 1 - - - 10 20 20 20 20 20
7 1CZ2289U | Mm-2a - - - 5 - - 0 0 0 o 0 [+]
8 | Mm-2a CzZ299 U - - - 0 - - 2,5 1,25 5 2,5 2,5 2,5
9 | LT 1026 Mm-2a - - - - - - 1 1 1 1 1 1
10 | Mm-2a LT 1026 - - - - - - 10 10 10 10 10 10
11 LT 796 Mm-2a - - - - 40 - 0 0 0 0 0 0
12 | Mm-2a LT 796 - - - - 1 - 10 20 20 10 20 20
13 { CB Mm-2a - - - - - 10 0 0 o] 1 o 0
14 | Mm-2a cB ~ - - - - 1 10 10 20 10 10 20

*

considered = 100.

The first strain studied (Mm-2), according to the
preliminary tests, proved to be a mixed culture. Due
to this, the purification technique described by
Babudieri' was used for all strains. This procedure
yielded two strains Mm-2, named Mm-2a and
Mm-2b, belonging to distinct serotypes with which
immune sera were prepared by successive inoculations
in rabbits. Pure cultures of all strains were tested with
the antisera Mm-2a and Mm-2b.

Final identification was made with 15 of the 19
isolated strains described in Table 1, since strains
Mm-6, Mm-20, Mm-49 and Mm-53 were found to
be contaminated.

Determination of serotype was made according to
the methodology recommended by the World Health
Organizations'®"!8: cross-agglutinins absorption tests
were performed between the 15 strains and the
several serotypes of the groups pomona and ballum,
with tests repeated from two to five times, especially
when the serum residual titre after absorption was
10% to the homologus strain. '

Results and Discussion

In a preliminary identification, strain Mm-2 re-
vealed to be a mixture of two serotypes belonging to
groups pomona and ballum. Purified strains were
named Mm-2a and Mm-2b, respectively.

Remaining strains tested with the antisera Mm-2a
and Mm-2b, purposely prepared, agglutinated 100%,
. giving origin to two lots, one related to serogroup
pomona and other to serogroup ballum (Table 1).

Results from the cross-agglutinin absorption tests,

The results are reported as percentages of the pre-absorption titres of the immune sera against the homologous strains,

between 15 remaining strains and the antisera of
Mm-2a, Mm-2b and several serotypes strains of
groups pomona and ballum, are set forth on Tables
3 and 4. Results are reported as percentages of the
pre-absorption titres of the immunesera against the
homologous strains, which are considered to be equal
to 100. _

Strains were considered as belonging to different
serotypes when maintaining, after cross-absorption of
agglutinins, at least in one direction, one titre equal
or superior to 10% of the titre prior to the absorption
to the same strain. It was concluded that strains
Mm-2a, Mm-4, Mm-15, Mm-22, Mm-50 and Mm-
-51 were the same as strain CZ 299 U of the serotype
tropica, since the absorption was completed in both
directions {Table 3, tests n. 7 and 8). According to
the same identification principle, strains Mm-2b,
Mm-3, Mm-5, Mm-13, Mm-18, Mm-38, Mm-57,
Mm-60 and Mm-62, on the basis of absorption
tests (Table 4, tests n.5 and 6), were similar to
strain Mus 127 of the serotype ballum. In this case,
the strains atudied would belong either to the se-
rotype arborea or to ballum; however, it was adopted
the criteria described by Babudieri? that the strain
should be placed in the serotype-to which it shows
more antigenic affinity. Strains Mm-6, Mm-20,
Mm-49 and Mm-53 could not be definitely identi-
fied. However, they had preliminarily behaved as
belonging to the serogroup pomona, the reason why
they were considered identical to those identified as
tropica.

The results showed that the mouse Mus musculus
brevirostris is an important reservoir of leptospires,
particularly of the serotype ballum and tropica, in
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Table 4

* Cross-absorption tests: results between the strains under study and the reference strains of the serotypes of ballum serogroup

Test Absorbed Tested with strain
Antisera with
N. strain Arborea | Castelién 3 | Mus 127 | Mm-2b | Mm-3 | Mm-5 | Mm-13 | Mm-18 | Mm-38 | Mm-57 | Mm-60 | Mm-62
1 Arborea Mm-2b 0* - - o} 1 0 1 1 1 1 1 1
2 Mm-2b Arborea 1 - - 25 2,5 2,5 1,26 25 0,625 2,5 1 2,5
3 Castelion 3 | Mm-2b - 40 - 0 0 [¢] 0 0 o} o] 0 0
4 Mm-2b Castellén 3 - 0 - 2,5 0,625 | 0,625 o 0 0 0 0 0,625
5 Mus 127 Mm-2b - - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 Mm-2b Mus 127 - - 0,625 1,256 1,25 1,25 1,25 0,625 1,25 1,25 1,256 | 1,25

* The results are reported as percentages of the pre-absorption titres of the immune sera against the homologous strains,

considered = 100.

the Municipality of Itaguaf, State of Rio de Janeiro,
Brazil. Considering that the animal is encountered all
over the Brazilian territory, even in the less habitable
lackwoods™*, besides practicising commensalism and
nidifying in the field, store-rooms and even in the
houses, the mouse can play an important role in the
epidemiologic chain of leptospires dissemination, to
both domestic and wild animals, and to the man.

Antibodies against the serotype ba/lum have been
observed in Brazil, in bovine and swine species!’, and
even in the man®. The same serotype was isolated
from another wild rodent, Akodon arviculoides, in
S80 Pauio'®,

The serotype tropica had not been isolated yet in
Brazil, nor had antibodies been observed against it.
However, the serotype pomona, belonging to the
same serogroup, was isolated from bovine® and

swine'. Antibodies against pomona have been fre-
quently observed in bovines, swines and equines, and

in the man3, 5,7,8,10,11,13, 17'

An interesting case refers to a human pacient with
leptospirosis, in Belo Horizonte, State of Minas
Gerais, whose serum agglutinated in high titres the
strain Mm-2, included in the antigens batery*. The
pacient, we believe, may have infected himself with

urine from mouse.
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Atividade microbiologica de solos radiativos

Luiz Fernando de T. L. Linhares & Adam Drozdowicz *

Resumo

No Morro do Ferro, Planalto de Pogos de Caldas (MG), onde existe uma grande jazida de torio, en-
contram-se solos que apresentam uns dos maiores indices de radiatividade natural do mundo, tendo
sido registrados niveis de radiagdo de até 3,2 mr/hr. Foram examinados trés lotes de um mesmo ti-
po de solo, com mesma cobertura vegetal, apresentando pequenas diferencas quanto aos graus de
radiatividade. Como indicadores gerais da atividade biolbgica deste solo, foram escothidos: nimero de
microrganismos, atividade celulolitica, liberagio de CO, e as atividades da sacarose, urease e desi-
drogenase. Os resultados obtidos com os parémetros usados'ficaram, num sentido bastante amplo,
dentro das faixas descritas por outros autores para diferentes solos “‘normais’’, ndo se tendo eviden-
ciado a presenca de anormalidades, exceto para a atividade desidrogenasica, que se mostrou bem a-
cima das faixas de atividade encontradas em solos “‘normais”. Os diferentes graus de radiatividade
afetaram de modo irregular os vérios indicadores estudados, exceto a atividade desidrogenasica que
se mostrou igual nos trés lotes examinados. O trabalho tem carater apenas descritivo, em virtude de
ndo terem sido encontrados, para controle, solos do mesmo tipo e com mesma cobertura vegetal,
porém ndo radiativos.

Summary

Microbiological activity of radiactive soils

At the Morro do Ferro, on Pogos de Caldas Plateau, Minas Gerais State, in southern Brazil, there is
a thorium deposit. The soils above the deposit have some of the highest natural radioactivity in the
world {up to 3.2 mr/hr). Three plots belonging to the same type of soil and with the same vegetation
cover but with slightly different levels of radioactivity were examined. Measurements of the biolo-
gical activity of the soil included the general number of micoorganisms, cellulolysis in field conditions,
evolution of CO,, sacharase, urease and dehydrogenase. Results were, in a broad sense, within the
ranges observed by other authors in various “normal’’ soils. Only the dehydrogenase activity was
much higher in all plots than in “normal” soils, Effect of radioactivity on parametres other than de-
hydrogenase were of a random nature. A suitable non-radioactive soil was not available to compare
and to clarify the resuits observed.
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Introdugdo

Ha numerosos trabalhos sobre o efeito de altas
doses de radiacdo ionizante em varios grupos de or-
ganismos, mas pouco se sabe acerca dos efeitos bio-
logicos causados, quando sob a acdo de exposigdo
crdnica, natural, de baixas doses de radiagdo. Mui-
tos trabalhos foram realizados para estudar os e-
feitos da irradiagdo artificial do solo, com doses
elevadas, sobre a composi¢io da populagdo micro-
biana e atividade biol6gica do solo e suas caracte-
risticas fisico-quimicas® > * 7 % 18 Todavia, pa-
rece haver apenas uma informacgdo sobre o efeito

da exposicdo cronica, natural, de baixas doses de
radiacdo, no estudo sobre microbiologia, em depd-
sitos de lama radiativa natural®.

Durante nossos estudos sobre a microbiologia dos
solos do Brasil, foram examinadas amostras que a-
presentam um dos maiores niveis de radiatividade
natural ja resgistrados no mundo'”. Informagdes so-
bre os estudos realizados nessa drea foram apresen-
tadas por equipes do Instituto de Biofisica da UFRJ
12, 13 ¢ do Instituto de Fisica da PUC'* ¢, Pes-
quisas sobre a flora e fauna da regido foram feitas
por Emmerich & Becker®, do Museu Nacional, e por
Takahashi!’, que se limitou a flora.

* Instituto de Microbiologia, UFRJ, Centro de Ciéncias da Satde, Bloco 1, 20.000, Rio de Janeiro, GB, Brasil.
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Com o objetivo de fornecer informacdes sobre a
atividade biologica desses solos, foi caracterizada
sua fracdo biologica através da medida de alguns
pardmetros gerais, freglientemente usados em estu-
dos deste’ tipo.

Material e Métodos

Solo examinado — As amostras sdo procedentes do
Morro do Ferro, representado por uma montanha
ingreme de 300 m de altura, localizado em uma re-
gido de intrusivos vulcanicos ndo explosivos, proxi-
ma a cidade de Pogos de Caldas, MG.

As regioes radiativas, onde existe a talvez maior
jazida de torio conhecida, ocupam 0,36 quildmetros
quadrados 15, estando os niveis de radiatividade, em
uma larga 4rea da montanha, acima de 1,5 mr/hr,
com dois pontos apresentando mais de 3 mr/hrS.
A radiatividade é quase inteiramente devida ao t6-
rio e sua famf(iia radiativa, nos depésitos de terras
raras'°, Para encontrar solos com alto teor de radi-
atividade, dentro da é&rea, onde, de acordo com as
medidas feitas com cintildmetros portateis, foram
registrados niveis dentro de uma faixa superior a
1,5 mr/hr'é, foi utilizado, devido & ndo disponibili-
dade no campo, de aparelhagem adequada, o conta-
dor portstii Gammametre GMT-3T. Tal aparelho,
de unidades arbitrarias, é usado em prospeccio de
metais uraniferos, onde 4,5 unidades correspondem
a 1 choque por segundo.

A vegetacdo do Morro do Ferro é de pastagem
montanhosa caracterfstica, ndo cuitivada, composta
principalmente por gramineas de baixa qualidade
e raros ‘arbustos dispersos % 1%,

Ainda ndo foi feita a classificacdo dos solos exis-
tentes, parecendo, contudo, a uma observagdo vi-
sual, pertencerem aos Bruno-Acidos. Anélises fisico-
-quimicas'é, revelaram serem solos pobres e é4cidos,
com baixa capacidade de troca idnica, ricos em Fe
e bastante pedregosos.

Coleta de amostras — Foram escolhidos trés lotes
designados R;, R, e R3, medindo 2,5 X 3,0m ca-
da, com diferentes graus de radiatividade, separados
3-4 m entre si, na mesma inclinagio do terreno,
com as mesmas caracteristicas pedoldgicas e mes-
ma cobertura vegetal. O aparelho registrou, coloca-
do sobre o solo, respectivamente 2.300 unidades
para o lote R;, 1.700 unidades para o R, e 1.000
unidades para o Rj. Tais medidas foram obtidas
apds remocdo da vegetacdo e da camada superfi-
cial do solo (1-2 ¢cm), representando, as leituras, as
médias de trés a quatro pontos dentro de cada lo-
te. As amostras de solo foram retiradas do horizon-
te A {12-15cm), de pontos escolhidos ao acaso,
posteriormente homogenizadas para cada lote.

Manuten¢do das amostras — Os solos de cada lote
foram colocados separadamente em sacos plésticos,
rotulados e mantidos fechados durante o transpor-
te, durante o periodo de trés dias. Verificou-se en-
tdo, novamente, a radiatividade dos solos mantidos
nos sacos, tendo sido registradas 1.500 unidades pa-
ra Ry, 1.100 unidades para R, e 800 unidades pa-
ra R3, que se manteve inalterada com o tempo. Os
solos foram colocados em vasos de ceramica e pe-
sados, mantendo-se seus pesos constantes por adicdo
de dgua a dias alternados, a fim de conservar o con-
teddo original de umidade. Os vasos foram alinha-
dos em prateleiras com cobertura, em érea ajardi-
nada.

Em todas as determinacdes realizadas sob condi-
¢Oes controladas de faboratorio, os solos foram pre-
viamente tamisados em malhas de 1 mm.

Material utilizado — Foram usadas substancias qui-
micas de fabricacdo Merck, Fischer, Sigma e NBC,
todas pro-andlise. O papel de filtro utilizado foi o
Whatman 1. O agar dos meios sélidos foi o Bacto-
-Agar da Difco.

Namero geral de microrganismos — A avaliagdo do
nimero geral de bactérias e fungos foi feita segun-
do o método de diluigdo em placa. Os meios usados
para a contagem dos microrganismos foram o de Ca-
seinato-Agar (pH 7.0) para bactérias e o de Martin
(pH 5.8) para fungos'®. As dilui¢des usadas foram
10" ° para bactérias e 10” * para fungos, sendo as
leituras feitas apds periodos de incubagdo de 48 ho-
ras a 30°C, representando os resultados a média de
5 réplicas.

Atividade celulolitica em condicées de campo — Foi
utilizada a técnica gravimétrica, que permite deter-
minar o grau de decomposicio de discos de papel
de filtro, de peso previamente conhecido e enter-
rados no solo, protegidos por tela de nylon'®,

Os discos foram enterrados nos mesmos lotes de
onde haviam sido retiradas as amostras, em valas com
cerca de 12 cm de profundidade, recobertas pelo so-
lo, de modo a manter estreito contato com o mes-
mo. Para cada lote, foram feitas leituras ap6s peri-
odos de incubagcdo de 50 a 100 dias no solo, com
cinco réplicas para cada leitura.

Atividades enziméticas — Atividade desidrogenasica,
feita segundo a técnica de Casida & cols,! consiste
em medir a reducdo do cloreto de trifeniltetrazolio
{TTC) a trifenilformazana (TPF), sendo o resultado
expresso em mg de TPF/g de solo. ,
Atividade catalasica, feita pela técnica permanga-
nométrica de Katznelson & Jerszowa, citada por
Kulinska®, onde se utiliza, como indicador da ati-
vidade, o volume de KMnO, 0,1N/g solo seco, gas-
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to nas titulagdes da H, O, residual.

Atividade ureédsica, medida segundo a técnica de
Hoffmann & Schmidt modificada (com adigdo de
MgO 10%)®, onde a uréia decomposta no solo -
bera amonia, que, com dacido bérico, forma borato
de amdnia, titulado contra HCI 0,1 N. Os resultados
sdo apresentados como a quantidade de N-NHj; pro-
duzida por a¢do da enzima/g de solo seco.

Atividade sacarasica, obtida pelo método iodomé-
trico de Hoffman & Seegerer®, onde a quantidade de
aglicares redutores produzida é avaliada pelo vo-
lume de tiosulfato de sodio 0,1 N, gasto na titula-
¢do.

Liberacdo de CO, do solo — Foi utilizada a técni-
ca de lsermeyer, citada por Kutinska®, onde o con-
tetido de CO, fixado por carbonatagdo é calculado
de modo indireto, pela titulagdo do Ba (OH), resi-
dual contra HC! 0,1 N. Durante os 66 dias do ex-
perimento, o solo foi mantido no escuro, & tempe-
ratura ambiente com grau de umidade corresponden-
te a 50% de sua capacidade de retengdo de agua. A
primeira leitura foi feita apos 3 dias de incubagéo e
as demais com sete dias de intervalo. Cada resuita-
tado, expresso por um ponto na curva, representa a
somatoria dos precedentes.

Resultados e Discussdo

Os nGmeros de microrganismos, nos solos exami-
nados, sdo apresentados na Tabela 1. A Tabela 2
mostra os resultados da atividade celulolitica “in
situ’’. Os indices das atividades enzimaticas sdo mos-
trados na Tabela 3. No Gréafico 1, pode -ser obser-
vado o contetido de CO, liberado dos solos exami-
dos, durante o periodo de 66 dias. O Gréfico 2, su-
mariza os parametros de atividade biologica do solo
que foram empregados, permitindo possam ser com-
parados entre si.

Apesar de apresentarem os mais altos niveis de
radiatividade natural do mundo, os solos radiativos
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nio exercem efeito visivel nos ecotipos da flora e
fauna na regido examinada. Tal é compreensivel, ten-
do em vista os resultados de Emmerich & Becker®,
que constataram que a radiatividade desses solos re-
presenta menos de um décimo da dose anual mini-
ma, necessaria para causar efeito mensurével no cres-
cimento de Pinus rigida, considerada uma das espé-
cies mais radiosensiveis conhecidas.

Umas das razdes gue mais motivou o presente
trabatho foi verificar se o nivel de radiatividade, in-
capaz de causar mudangas facilmente observéveis
em organismos superiores, poderia provocar modi-
ficacbes na populagdo microbiana sob sua agdo.

Tabela 1
NGmero de bactérias e fungos
Solo NO de bactérias (x105)/g | NO de fungos (x10%)/g
solo seco solo seco
R 86 75
Ro 43 36
Rj3 24 18

Os valores representam médias de cinco réplicas

Tabela 2
Atividade celulolitica
Decomposicdo da Celulose (%)
Solos
in situ
50 dias 100 dias
R; 16 100
Ry 27 100
Rs3 55 100

Os valores representam médias de cinco réplicas

Tabela 3
Atividades enzimaticas dos solos(*)
Desidrogenase Catalase Sacarase Urease
Solo {em mg {em ml KMnOg4 {em mi tiosulfato {em mg
TPF/g solo) 0,1N/g solo seco) (**) 0,1N/g solo seco) N-NH3/g solo seco)
Ry 29 0,8 6,8 8,4
Ra 28 1,3 9,4 13,8
Rj3 28 0,4 9,0 10,3

{*) Os valores representam médias de 3-4 réplicas
{**) Secagem do solo por um perfodo de trés dias, a temperatura ambiente, sendo os valores corres-
pondentes a perfodo de incubagdo de 2 1/2hs & temperatura ambiente.
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Gréfico 1
LIBERACAO DE CO, DOS SOLOS

10

CO; (mg)

TEMPO (dias)

Obs: Os valores representam médias de trés réplicas, com 10g de solo cada, expressos em mg CO,/g solo seco.

Graéfico 2
COMPARACAO ENTRE 0S PARAMETROS DE ATIVIDADE RICLGGICA DOS SOLOS
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Obs: Para feitura do gréafico, o solo R3 foi considerado com 100% de atividade, sendo os valores de Ry e R4 calcu-
lados dentro desta premissa. Tal foi feito objetivando facilitar a comparagdo na andlise dos resultados. O gréfico da
atividade. celulolftica corresponde aquela observada ap6s um periodo de 50 dias de incubac3o.
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O trabalho teve sentido apenas descritivo, em vir-
tude das limitadas possibilidades de se tirar conclu-
sdes, devido & falta de um sistema controle, ou se-
ja, solo com as mesmas caracteristicas pedologicas
e florfsticas, porém sem sofrer a agdo da radiativi-
dade natural elevada.

Foi possfvel apenas constatar algumas distingdes
entre os lotes estudados, que diferem apenas no grau
de radiatividade apresentado, podendo tal fato suge-
rir o possivel efeito da radiacdo cronica, natural, so-
bre os mesmos. Peto carater preliminar do estudo,
limitamo-nos ao exame de alguns indicadores gerais,
dentre aqueles mais freqlientemente usados para a
avaliacio da atividade biolégica do solo, quais se-

jam, densidade populacional, capacidade enzimatica .

de transformar a matéria organica (celulases e saca-
rase) e de transformar compostos nitrogenados (ure-
ase), bem como os processos de oxido-reducgdo (ti-
beragdo de CO,, atividade desidrogenasica e catala-
sica).

Os indicadores verificados, que caracterizam a
densidade da populagdo microbiana e algumas ati-
vidades enziméaticas, encontram-se, num sentido bas-
tante amplo, dentro das faixas descritas em trabalhos
realizados com diferentes solos “normais’’. Isto po-
deria significar que as técnicas utilizadas e os paré-
metros escolhidos talvez ndo fossem adequados para
determinar, de forma nitida, o possivel efeito da
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irradiagdo cronica, caso ele exista.

Ndo foi constatada regularidade nos efeitos dos
diferentes niveis de radiagdo dos solos sobre os di-
versos pardmetros estudados {Gréfico 2). No caso da
desidrogenase, contudo, cuja atividade foi idéntica
em todos os lotes, foram obtidos indices bem mais
elevados que aqueles observados em solos ““normais” .
Sendo este indicador, considerado por muitos autores
de grande importancia, por caracterizar a intensida-
de dos processos biologicos que ocorrem no solo,
tal resultado desperta a atengdo e estimula estudos
adicionais sobre a microbiologia desses solos e sobre
isolados dos mesmos.
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