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RESUMO

Este estudo efetuocu~se com esperos de bactiirias anae-

L > . . ~ . N . -
robias putrefativas isoladas de fantes naturais (carne, sardi-
nha, camarao, sclc e-almondega) do Estado d2 Sao vaulo e Clog-

e}
tridivm botulinum tipos A, B, £ e P,A, 3679. Estes esporos isc-
laides Je fontes naturais apresentavam muito 2m  comun com o

Clostridium botulinum conhecidos,

0 trabalho analisou 113 caracteres no tetal, morfolge-
. .. O . F . . .
gicos, fisiologicos e bioquimicos com o fim de obter uma ampla

informagag.

Os dados obtidos foram posturiormente comnarados en-

tre si e com os Clostridium conhecidos em um camoutador digital
utilizando o método dz Lockhart e Liston para determinar

jrau ce similaridacde. OUs resultados cemonstraram que das bacte-

rias isoladas, €6% tinham uma similzaridade de 95% com as Cloge
tridium botulinum tipo A, linhagem 497N e 109A, e S7% das bacte-
rias tinham 97% de similaridade com o Clostridium botulinum tie-

: < S - f ‘< > ’
no A, linhagens 240A e 68A, SO cuas bacté ias, as de numero 30
v

r
e 32 juntamente com a P.A. 3679, aprsssntavar uma similarvidade

-~ ' . ,.' . > L4
de 937 cam o Clostridium botulinum tigs 3. A cultura nimero 15
= °

B T3 e ;- . ~ P G177
com o Clostoidiun Zotulinum tico £ apresantarem  som2nie 9170 de

similaridade com o resto dos Clostridium,

. e ~ v ’, '
A Cclasslilicags0 baszaca en um nurere J2qucno w2 carac
. ,
teres nao fornace uma bca base a [““"U"lbO Ja similaryraale e
’, 1
wma bactonia com ootroe,

v



This study was performed with spores of putrefactivs
anaeroblc bacteria isolated from nmatural sources (neat, pil-

chards, shrimp, earth and meazt balls) from the stats of Szo Pay

lo ard Clostridium botulinum types A, 3, E and PyA. 3679, The
spores isolated from natural esurces exihib

to thaose of Clostridium botulinum alrz2ady knoun.

This work involved 113 morpholegic physiolaogical
o

al,
and biochemical characteristics in order to obtain complete ine

Tormation.

Finally, the raesulis on t s were compared with

h e
smach other and with those from the Clostrid

iun types on a digie
tal computer using Lockhart and Liston's fecniques to do

t
Ly PNk resuLlts showeu that, of the bac-

Lhe uBgree 0F Siimiliatll

teria isolated, 36% had 95 similarity with the Clostrigium bo-
tulinum tvoe A lineage 694 and 109A and 57% had 97% of simila-
rity with Claostridium potulinum type A lineane 2404 and 63 A,
Cnily tuc bacisria, numbars 30 and 22 togother with PLA. 3679,

3
showed a similerity aof 93; ridium botulinum type 3,

P

r
fne cultuve, numasr 15, and the Clostridium botulinum type £

pressntcd only 9170 of similarity with ths rest o Clostritdiyn,.

tariastics :a not nive =z coocd basis for relatin thz ginmilarity
& e o o 1. L .
of one bzctzriurm ho anothor,



1. INTROOUCAD

Este trabralho tem por finalidade contribuir na classi

Flcayao das bactérias anaeroolqo putraefativas isoladas ro Bra-

sil.
Trabalhou-se com @sporos de bactérias anaerobias ue
-
foram isclados de carne, canarao, alnoniega, sardinha e solos

do Esta do de Sao Paulo. Todas elas apresentavam caractores muie-

to simllares ao Clostridium batu (bacteria anasrdovia que

’
produz toxina letal) exceto na praodugzo de toxina.
Para sabar qu2 porcentagom de similaridade ecstas li-

gans tinham com relagac ac Closiridiunm totulinum, efetusu-se

lassificagao mediante a tecnicaz da Taxonomia Numerica a qual
mi

4
te a compdregao raoldu d2 um grande nimeroc de caracteris-

Para =2ste trabalbo, afetua

L}

am-se estudos dos caracte-

. . ‘ . . [ 4 . v .
res rorfologl s, fisiclogicos e bicguimicos destas bacterias,

juntamente com as culturas conhecidas de Clostridium wotulinum

ur
tipos A, B e £, de modo a  efetuar a comparagao palo uso

'1

ge cemputador. FPode-se, obier, assim, .a porcentagem de simi-
: 4 .
laridede entrae es bacterias en estudo e as linhanens conhe-~




2. REVISAQ BIBLICGRAFICA

Gereralidades

.
.

Entre as eubacterias, a cepacidade de formar andospo-
ros e uma propriedade evolutiva muito caracteristica. A forma-
dr

sobravivencia a ditas

4]

cao de ocndosporos confere grande poo

~
A

U]
[t

.’ . ~ : ~ . ’
bacterias. Com excegao de Snorosarcina ureas (quz 6 cocaceae)

lodas as produtoras de endosporos tcm forma de bastonetes (66).
. ’ . ~ ~ - . .
Algumas especies sac patogénicas a insetos ocu a ani =
. . . . ~ I . ~
mals superiores. A maioria sao saprofitas 2 saoc em bastonete

Gram positivo, moveis (51).

‘ : 13 3
terias em bastonete esporuladas dividen-se en

&
0

o}
segunde sua relagac com o oxigdnia:
u

8 qu2 sao asrobias estritas e anserobias faculta-

ue sa0o anaerobias estritas.

]
o3
ot
c
O]
cr
3
[
Q.
e
iy
2

a

m sao 1incapazes de

ual lhes e al-

-
(=]
0

- -~ 7
. Ecsas nao contam

to
pigrmentos heme e, cartanto nao tesw cainloss, Possuenm, entretan-
e

to, grapde quantiuzde de gnzimas, as flavinas, que en presenca
-~ (3 .

SJe oxigenic livre atuam cono oxidases com a consequente produ-

~ 4 . ~ ' ” A .

7ao d= soroxido Gz o hisrcginlic que e oacunula ate oroduzir-lhes

d
ajuctares e ouilras suo €1, agsen-
tes causauores ds doengas  quando introduzidas  em fervimentos



profundos. Estes organismos conseguem Cresc3r nNo corpo animal e
causar injurias ac hospedeiro, seja pela producao de toxina, sg
ja pela destruigao ativa de tecidos com as -suas 2nzimas proteo-

.

liticas, Dentre as espé01as de Clostridium causadoras de infec

coesem ferimentos tem-se : Clustridium tetani, Clostridium wel-

chii e Clostridium histelyticum. Os Clostridium toxigénicos sao:
-~ Clostridium botulinum, que nao se desenvalvem no corpo

animal, mas, Causa doznga através de uma potente toxina
'que produz durante seu desenvolvimento en produtos ali-
menticios, a gqual & depois ingerida (7, 66, 69);

- Clostridium perfringens, que € um causador de infecgao
alimentar (28).

Habitat do Clostridium botulinum

’, -
16 2 as ayuas Jdus  wdres, la=

4
T -
- ~—

0 habit

{v
-+
2

-+ '
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gos e rios. Foi encontrado em varios pontos, principalmente no
hemisferio Norte, ondse constataram-se muitos cases ds botulismo
como na Europa, Russia, Canada e E£stedos Unidos. Ffesquisas mais

recentss demonstraram presenga de Clostridiun botulinum, tamben,

na Argentina e no Uruguai (8, 14, 9, 70, 18).

C Clestridium botulinum tem sido isclado de numernsos

produtos, como, salsicha de onde provem seu nome (Botulos que

em latim significa salsicha), de pesixes defumnados, presunto,

"J

carnes curadas, frangos, hortalicas e frutas: enlatadas, todos

produtos com pH superier a 4,5 (20),

Cs intsrvalos de te2aperatura que parmitem crescimento
b

variam com a especie, Clostridium botulinum tipo A e .33 desenvol

vem-se desde 12 9C até 37 9C. 0 Clastridium botulinum tipo E
crzsce a temperaturas tao baixas quanto 3 oC (4, 27, 46, 55,
55)



Estudos radll7”'08 tem demonstrado que o Clostridiunm

botulinum tipo A e B8 sao relativaments resistentes ao efeito
inibidor do Eal, tendo um limite de crescimento em concentra-
goes de oito a daz porcento (22, 49), o que equivale a uma ati-
vidade de agua de 0,95 a 0,94 (47). 0 Clostridium botulinum ti-

po £ so resiste a concentragoes de sal de 4 a 5 porcentao, 0 que

equivale a uma atividade de agua ds 0,58 a 0,97 (2, 3, &).

0 pH em que o Clostridium botulinum se desaenvolve hem
t

vai desde 5,25 ate 7,6. ilas deve-se tomar uma margem de seguran
ga na pratica, esterilizando-se os produtos com pH acima de 4,5

para destruir os esporos destas bacterias (20).

Importancia e toxidez

A lmonrtan01a dada ao Clostridium botulinum desve=se

a sua capacidade de produzir uma potente toxina (mortal ao ho-
. . 4 Vs . ~
‘mem e animais) em viveres comestiveis quando encontra condigoes

favoraveis (23).

A toxina € uma globulina de natureza proteica, termo-
labil, sendo destruida por aguscimento durante 40 minutos a
90 oC ou por 10 minutos a 100 2C segundo Stanier & Doudorff
(66) ou durante 60 minutos a 60 9C, 1C minutos a 80 2C e imedia
tamente ac ferver, segundo Fyatkin (52). Estas temperaturas e

4

esta solubi-

(¢4

tempos dependen do tipo dz toxina e do meio em qu

lizada.

: ’ .
A4 presenga da toxina £ detarminada atraves do  teste

&

de sensibilidade em camandongos de laborator lO, de acordo com o

r . .
minxima para [HE-T

("

DL, DLSO. Um DOLM, (dose minima letal) &
tar um numero determinazo de cobalas e um determinado tempo.

L

Juzentas gramas de toxina A matariam toda a populacgao do

munda (32).



Envenanamentos preduzidos par Clostridium bBotulinum

Desde a antiguidade conhece-se o purigo de comer sale-
sichas (39). 0 imperador da dizantina, a cerca de " 1.000 anos
atrés, Leo VI, proibiu-o consumo d= chorigo. fa Alemanha, em
1918, Dickson (11) descreveu uma intoxicagao de botulismo. MNa
Rissia o botulismo ostava associado ao peix=2, Em 1818, foram
constatados sate casos fatais com sintomas de neuroparalizia,

depois de ter ingerido peixe salgado (37).

Tudo isto despertou uma associacan hisidrica com o
consumo de carne de paixe, pérticularmente nrodutos curadas e
defumados. No século XX tem sido associado a comidas enlatadas,
particularmanta vegetais.

0 primeiro surto investioadn de intoy

13
[..
(9]
N
«?)
PR
D]
3
b]
bl
[
-
9]
]
1

tridium botulinum foi em 1904, com onze casaos fa

t
tadt (29). Em seguida, nos Estados Unidos, onde, devido a enla-
tamento de frutas @ vegetais, houve oitenta e tr8s surtos de in
toxicagoes, com unm total deg 297 pussoas afetedas e 185 mnortes
entre 1918 e 1922 (40). Na Rissia foram registrndos 93 casos fa

tais entre 1934 ¢ 1936, devido ao consumo de peixe curado (37).

NN e

Na fFranga, houve mais de SCO casos entre 1940 e 1944, por con-
- - ’ . I »

suma e carne de porco (33). Tambem, a2ntre os esguimds, na Amé-

rica do horte, tém havidao botulismo, cam 18 surtos gpiuzmicos

(14, 16). lio Japao, em 1951, apresentaram-s2 mais de 50 surtos

i

(J

epiclimicaos (44).

P . . ~ . ' 4
Isto cundicionou a reelizagzo do graonde numars e pa3s
quisas a respa2ito, resultand tuslmente em asenas pouccs os ca

sos de botulisno 42). se sabe quais sao suas caracte-
’

I4 .
ristices de crescinento 2 suas toxinas.



Pelas reagoes imunologicas das toxinas produzidas, es
sas bacterias dividem~se em seis tipos atualmente conhecidos:

Clostridium botulinum tipo A, 8, C, D, E.e F,

‘

Os tipos A, H, E e F foram constatados no botulismo
humano, @ de alguns animais susceptiveis., Os tipos C e D foram
constatados em animais como patos, cavalos, gado (41) e as ve-
zes a aves e ao homem (50). 0O tipo £ foi primeiramz2nte descrito
em 1236, taca o homem e esta associado a enidemnia causada
pela ingestao ue peixes e mamiferos warinhos (24). Tem importan
cia econﬁmica, por produzir. botulismo em criadores de pales
de marta. 0 tipo F foi descrito em 1950 (43) e tem sido causa=-

dor de intoxicagao humana, pels censumo de paté caseiro,

Os sstudos sobre a Jdestruicgao dos esporos maostram que

os esporos de Clostridium botulinum tipo A e 2, sao particular-

mente resistentes ao calor e sobrevivem na agua fervente por va
rias horas. Tem um tempo de redugac decimal a 121 2C de aproxi=-

madamente 0,2 minutcs. Ko entanto, os esporos de Clostridium

. . ~ (4 . ? a
botulinum tipo E sao sansivels ao calor, sendo destruldos rapi=-
amznte a &0 2C com um tempo de redugao dacimal, a esta tempera

tura, de cerca de um minuto (54, 67). 0 Clostridium  botulinum

tipe F ocupa uma posigao intermediaria entre os tipos A, B e C,

- ~ . ’ - -
com alta resisténcia termica (15).

Taxonomnia bhactariana

A clessificagao das bactoerics, tem sido ecempre  um
-~ . -~ ~ ’ . . .
grende problena. Os sistemas de clessificazao biologica dividen

® -

C sistema HMatural ou Filogenzlico, baseia-se no paren

ca . . . . . » . ’ .
tecco evolutivo. C Sistema Artificial e zrbitrario, baseando-se
v s PN . ., . £ .
nos caracteres diversos: morfologicos, fisiologicos e bicquimi-

O



~

0 primeiro cientieta gque tentou classificar os micro-
bios foi o sueco C. Linnaesus. Clas:-ificou todos os microrganis-
w0s em um s9 génaro, o gZnerc Chaos, E&m 1786, o naturalista Da-

o intento de classificar as. hacte-

r
grupos: MMonas e Vibrio. Em 1827, _ o
zoologo rus identificou trés g2neros de micraobios

0
facillus, Vibrie Probtsus. Em 1833, o cientista alemao C, En-

renberg, subdividiy cs microrjaenisrmos en RBacteria, Yibrio, 3pni-
rillo e Snirochaseta., Ja em 1854, o botanico alenao F. Cohn Clas
sificou todas as bactsrias como plantas.

£, 1326,.0 cientista russo L. Tsenkovsky, apontou a
- - . . I4 R
similaridzda entre bacterias ¢ algas ciancoficeas, 2 classificou

os microrganiemos cizsntificamente baszando-se em sua evolugao.

‘o ano 1237, o botanico alamzo C. Nagelli, classificou todas as
k] 4 » : . ) * . .

cacterias dentro de um grupo de “plantas-microrganismos cha-

mando-os de Schizomicotess. Em 1871, F. Cohn contribuiu com a ta

xonomia agregando os gensros: Micrococcus, Uacterla, Dacillus,

Yibriog, 52irillum e Sairochacte (50).

Jurzante o szculc XIX acumularam-se muitos fatores re-

T2rentes as proprisZades dos microrganismos. A lista de micror=-

[
3
P
U)

mos foi-se encrandecendo & uma classificagac fazis-se ne-

i)
N

;:onada 2 substituida por malcs complesta e mo-
u2rna, a de U. targay,

8 manual ds Cfergey constituiu um osforgo para se cons

noulr um sistzme natursl, ocassado numa misturs



alcangou agora sua oitava edigao em 1974 e z2n todas as edigoes,

sofreu importantes modificagoes.

OQutros tipos de texonomia

Um novo modo de classificagao das espicies bhacteria-
nas, tcasela~se na relagao dos pares de basass nitrogenadas  do
Gdcido desoxi-ribonucl3ice (DUA) da bactéria (28). Parz sz deter
minar o Qrupo a que o icrorgzanismo pertence, estabelace-se pri
meiramente as suas propr izdadaes principais e, depoils identifica
se baseando na comp081953 do COHA. Posteriocrmznte, detsrmina-sa
a sua posigao na classificagac dos microbios de acordo com A
similaridade na molécula de Dri,con as aspé:1eo caonhecidas (52)%

Exermplo: . Relacan GC/AT ()
I .

loectridium pPETFTINGENS o o o o « » o o o o « o » 0,48

Stre t ICOCCUS o o o o o o s o ¢ o o s o o o o o o O,Sl

Jacilos de tUuberCuUloSe o e« o o o o 2 o o o o & o 2,0
bl

Sarcina .' [ ] * - - L] LN - L ] - L] * * . - L * . ‘. L] * 2’3’]
Qutro meic, gqua tem sifo usado na classificagao de
. . ‘s 4 .
microrganismos, e a deteriminagao J2 sua composigac quimica, par
ticulacmente de lipides, utilizando para isso cromatografia de
cas (1)
’, -~
30 de

}

-
£
o
¢9)
O
]

1

{e) felagao GC/AT= relagao mclar entre guanina + citocina e adg
a

8



Taxonomia luemarica

. 0y ’ - 4 ’ . ‘. .
Taxonomlia Numerica e o uso di metodos nritmeticos nae-

ra classiificar orqQznismos na base da similaridade de um com o

[

outro., fol primeiramente aplicado =2 bacterias, em 1956 por

Sneath (562). lMlessa epoca sua isdia occasionou grande interes

e

6]

it
(6]

s

di clussi-

entre os trabalhadsres rolacicnades cow os prohlen:

ficagao. Sneath utilizou a iidia ce idamson, a gue nao tinha si
do aceita em seu wampo, porque dava igual importancia taxondomi-
ca a todos os caracterss d=2 organismos. Além disso, os pesquiza
dores da época,‘deséonfiavam dos cemputadores, pois achavam que
poderiam substituir ac homem (36).

Agora, a as sao mais guantitati-

fote
0
o

S n
. > A . /
vas, e, 0 uso de computad cifundido. Grande ng-

~

Q
meroc 4de publicagozs tem de a aplicagec, cum suces-

I

s} 9]
ara problemas de clzssificugao, par-

[
-
T

so da taxoncmia numaric:

Os czracizres usados em clsssificacan de  bactdrias
d

c
nao poce, lo.oicamant2, consiszrar-ss2 ¢omo os de azs:s filogzne-

ticas, porgue cos calos de zcidouse. Em  con-

se2guencia, o0s taxcnonistas nurers de ca-

~

- - SN - ~ - JENE SN
ractsres 2 ora coiar Lre s uma  delinijao
g - - g . .

i taxa. =07 2stz colivo, 37 particolar-

oy, e S Ty T - 1 - -y e~ - - Y o -~ ~ [ —~ - [ =

SN 227 LTl uog 22 s e Do E LUHXKQNOL1E sacuzrliana LZ3 ) e

Um alto grau Z2 concorsancia tem-se Zaionstirado  ene

L - S AU N T P vy ] o e D o e
VT 0SS 3IuUnCe we suzCLievizs cofaoclzcican nzla taxoonmia nunGe
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A maioria dos trabslhos de taxonomia numarica, feita

con bactérias, até a data, tem sido baseado no preceito ae
~damson, 2m gue casa propriccaus do orgwenisco recsbe o M2 smo
agrau de impottancia na classifica;:o. A mznuira dz trabalher en
volve determipar varias proprisdades de um numero de ecpicics
cu linhagsns bactorianas e registrar 2stas ohsarvesoes en uma
tabela cnide cada filaira ropresente una econécie ou linhagen e,
os caracteres sao anotacdos em colunase. Ssta & , Dor suposican ’
ura menaira comunm para a tsbulucao dos dacos, para estudo de

bzciterias. Oegpeic, &s dz;cri;*es, Ja gm codigo, dous proprieda-
ies de cada especile, cwmﬂa acdas para

G
laridade entre cada par.,.

Normalmente isto se sfwetua determinandec o ndmero de
caracteres similares e diferentes, e, computando para cada par
de espécis a média numérica de caracteres similarss ao total de
caracteres comparados,. As vezes, sO os caracteras positivos preg
sentes, em ambas pécies, sao considerados similares. Em ou-

tras téc cnicas. amulamante usadas, os caracteres neaativos corre-
? =

latos, também saoc incluicos (25, 36).

g

A similaridade entro os pares da &

’ » .
neciss em zstudo
o]

s
nde ser determinada rapidamente com o uso 4 computador ele
p

oy . 4
tronico. £ possivel fazer este trsbslho a mag, mas demoraria de

-—

masiadamente. Com a ajuda do computador comparar um

U

I

U) Q
&]

&3]

-t

<

{0
[o

grande nlimero o2 espdcies, em poucos minato Agora, ss s=pcéci-
es ©ao0 ordenadas para formar grupos, ou conjuntcs d2 espscices

medir seu grau de homogerncidad2 ou relaclionamento dentro do gru
po e entre os grupos. Finalnsnic os QEUDUS aparscem em diagra-
mas taxonomicos acompanhadoe de descri g o definitiva dosg varios
grupos. Racomenda-se a inclusao de espacies ja denominadas nas
anélisus, nois szo de granJe ajuda na interpretaczo dos resulta

dos, como uma refarencia (36).

10



3. MATERIAL E METODOS

-

. ¢ .
0 presente trabalho fol efetuado com as bacteris

s es~

¢’ . o~ . . 0 A
porulantes, ancercbias .putreifativas isoladas de carne, almon-
dega, sardinha, camarac e solos do Estadc de Sao Paulo e Closg-

tridium botulinum dos tipos A, 3, £ e o Clostridium putrefativo

P, A. 3579, Estas Gltimas foram gentilmente fornecidas pelo Dr.
George K. York da Universidade da Cali?érnia, USA, Estas cultu-
ras formam parte da Cole;Eo do laboratdrio de icrehiologia da
Faculdade de Tecnologia de Alimantos da Univerdidade Estadual

de Campinas.

As culturas isoladas das divarsas fontes, num total
de 205 linhagens, foram agrupadas em 16 grupos de acordo com 0s
testes preliminares baseadcs em hemélisg, presenga ce lecitina
se, liquefagao de qelatina, fermaentagaos de glicoss, praoteases
em carne moida e reagac de vermelho de metila. Trés culturas de
cada grupeo foram selecionadas para este estudo taxondmica, exce

toas linhagens dos Clostridium conhacidas,

A produggo de toxina e sua tipificagéo haviam sido
feitas através ds inoculagaa em camondongos protegidpgs com an-
tissoro especf?ico. As cepas eram mantidas em terra esteriliza
da a 20 9C.

~
Nea - I —~ ~ > - ~ 1 + 3 s 4
2zra a exacugas d2csits trabeslhn wtilizaran-se natom
4 ‘ : v 2 )
riais comung em laboraicrio de lcrobiaolegla, alsn dos szguin-

1 - Jarras anazrobias (E5L) com sa2us respectivos cataliza=-
dores e envelcpas garadores de gases "Gas-Pak Anaerolbiic | Sy g=
tam™ (5),

2 - Conjunto p=ra cromatoorafia de comada delgada marca

"Dzsaga".

11



maode

3 - "anho termostatico de te
120/2 des 110 V. 1000 Ku.

m

D

(=1

peratura

controlada "Fansm"

contraste de fase "Nikon LKe",

4 - Microscoplio de

5 - Ccular micrométrico "Mikon tipo Filar",
6 - Conjunto de filtroc millipove.

7 - !licroscopio esteroscopico "Mikon SMZ.2".
8 ~ Computador digital ©&DP 10,

Y

s meios foram sempre

H

rante 10 minutos para asliminar o oxigéni

a
n

recemn nreaeparados ou fervidos du
dissplvido g resfria-

dos com agua de torneira imediatamente antes do uso.

Os seqguintes meics faram usados:

1 - Infusao d= cérabro e corasao; Difco, modificado
2 - Agar de Clostridia reforgada; UOxoid

5 - telo de motilidads - npitrato

4 - Agar de infusaoc d2 coracao

5 - dgar de goema de ovo ‘

6 - “elo de carne cozida; Difco

7 -~ sio de carnz picada

8 -~ Meio de clara de ovo

9 - Butrienta-galatina

10 ~ Czldo glicosado®

11 - !'zic para indol

12 - i'zio para tzagsts de lipase:

13 = sic para Las.z de c rboidiratos

14 = “=zio para feste de hidreo.ise de amido
15 - Leits litmus; Jifco

15 - “gar urea

17 - Agar de triplice agicar e ferro; Difco
18 - igar de peptona e ferro; Difco

19 - Agar de contag=m em glacas; Difco

12
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fstos melos an doscritos no apendl

O}
Q
]
[
©
(9]
]
G
o
L]
Q
o
[69]
cr
o
L3

i

-

ce., A maioria fol ligeiramente modificada pela adigao de clori-
. f s . . .

drato de cistzina camo agents rajutor. Cs meios for-sm estarili-

’ . " . ~ rs

zados em sutcclave a 121 °C por 1% minutos e as solugoss de agy

cares em 7Tiltro de membrana millipore,.

A incubaczo cnaeronia foi feits sm jarra anaercbia
"L ytilizando-se todas as vezas o catalizadaor e snvslope ge-
radaor de gds novo. Tembuanm, T4 wtilizado, 2m alguns casos, "Yas
-Par” dué’éruma mistura de vaszlina & para’ipa solida en propor

cao de 1 para l. Esca mistura era estzrilizada e adic

ionada as-
. ’ - ~ -
septicamente apos a inoculagaoc dos tubos com melos e deixando
solidificar,.
0s reagentes utilizados estao apresentados na ap2ndi-

2, n2 2, alguns com a dJdescricab o metolo de presaro.



Tatr2la n? 1

lLista de culturas putrefativas anaerchias iscladas das fontes

naturals, numero de iqgepntificacan, fonte de isglamento.

Gruno fo N2 Tientificaczo Fonte de isolamento

A 1 4742 Carne

A 2 4842 Carne

A 3 47.1 Carne

8 4 156 Carne

3 5 143 ‘Carne_

3] o 6 59.1 . Camarao
8+ 7 195 Carne

B+ R : R - 23 Seclo n2 1
B+ 9% 54,30 Solo n2 3
C 11 5 Carne

C 12 101 Carne

c 13 157 Carne_

C+ 14 60.,A2 Camarao
C+ 15 145 Carne

C+ 16 62 ) Solo n2 3
D 17 75 Solo n9 4
b 18 13 Solo n2 1
D 19 C 8 Almondeqa
E 21 9 Sardinha
"E 22 : 45,30 Sole n2 1
£ 3 o 37 o Solo n2 2
F 24 10 Sardinha
F 25 20 Solo n2 1
F 26 - 66 Suvlo n2 2
G 27 31 Carne

H 28 S0 Carne

H 29 5242 Carne

H 30 - 47 Solo n? 3
I 31 E442 Camarao

J 32 - 32 Carne

] 33 5 S50la n2 3
K 34 154 Carns

L 35 27 Solo n2 2
M 36 28 Solo n2 2
r 37 ‘ 43,30 Scla n?2 2

" ¢ Anaczrozia facultativa. ~

14



Tabela n2 2

Q
a
@]
‘—J

» ~ ’ . e . . -
Lista de culturas da colece borstorio de ‘iicrobiolcgia,

a
FTA=-UMIC1F, geltilrments  fornocidas por Dr. Géoroe K.  York da

.. . , . Ny . s
lniversidade da Califsrnia, 54,

re Mome nNe Tipeo da toxina
51 Anaerotia putrefativa P.A, 3679 -
52 Clostridium botulinum 69 A A
53 Clostridium Gotulinun 109 A A
54 Clostridium octulinum 240 A A
55 " Clostridium botulinum . 68 A A
c5 Clostridium, botulinum 6 B
S Clostridium botulinum 34 B
58 Clostridium botulinum 169 8
59 Clostridium betulinum Minnesota £



leativacao dos esporos

Os esporos foram r=ativados agregando 0,5 g de terra
contendo osporos em tubos com infuszo de corebro e coraqgo,sub~
metende-os a chogue térmico em um banho termostatico a 802C du=
rante 10 minutosQ,Imediatamante foram resfriados em agua com ge
lo durante 5 minutos. Depois, os tubos foram colocados em jarra
anaserdbia (5) e incubados em estufa a 302C durants 48 horas,

Dos tubcs guz apressntaram cres imento, inocculou-se

-~

. I > ~ : s
3,1 ml em outro tuba com infusao de cé

Le]
W

c
ebro e coragao e incubou

se na jarra anaserdbia a igual temperatura durante 43 horas.fs-
ta transfaréncia foi repetisa soar trés vezes para obter cultura

bem ativa,

Comprovagao des pureza das cagas

Semearam~se as cepas em placas de agar de Clostri-

dia refercada (Oxoid) em sstria pela tscnica do es ota“ento,
para cobter colonias isoladas, Depois, as placas foram colocadas
g7 jarra anasrobia e ilncubadas a 322C durants 24 horas. (Obser=-

varan-se as colonias com lupa, para comprovagan.

Incculou-s2 C,1 ml de cada ceoa oo tubns cuair infusao



N ’ 3 > 1 - . -
ir cerebro e corugao (Fervidos 2 resfriados) em triplicata.Adi-
r

[$0RN
| add

cionou=-sa 1,5 ml de "Vas-Yar" est 1 em cacda tubo (para mante-
los en anaerd ”D) e incubaram=-se a 209C, 259C, 3peC, 372C, e
4 .
422C até obter o cres cimento visivel. Deste modo obtiveram-seas
L]

melhores temporaturas de crescimento,

Reacao da Gram

Procedeu-ss o estudo da reaggo de Gram de cada cepa

usandio 0 mékado modificado por Hucker (63).

l- TratodU=8e”d esfregago durante 1 minuto com solugao. de cris
tal violeta-oxalato de amaonia de Hucker.

2- Lavou=-se com agua de torneira por 2 segundios,

3~ i'ergulhou-se em sclugao de lugol (KI + HZO)

4- Lavou-se com agua ce torneaira.

5- Descolorou-se por 30 segunios com alcool etilico 95%.

6= Tratou=se por 1lU segundcs conm solugao de safranina.
- Lavou=-se com agua ce torneira.
8-~ Sacoum=se,

9~ (bservou-se no micrascopio.

onoservar o Gram, procadeu-se a medida das
. ’ . . 4 .

’ sz um ocular micrometrico no microscopio.

sitas a3 m2didas 2 comprimento e larqura das mzsmas.Pa=-

~

- , .
rizs por cepa e obteveese a nedia

©
5]
M
0}
1
o}
O
{3
15}
19
(]
U]
e
k()
3
i
©
)
J
o
U

- . \ ’ N . ~ ’
Semzaran~sa2 2o duplicata, tubos com infusao de cere-
g : . N . ; . (4
oro & coragags recem fer os & resfriaics, com 0,1 ml de ino=-
e

v
. .
culo de cada cepa. Incubaram-se em. jarra anaerobia a 309C duran

17



~-se um esfregago e observeu-se diretamente em micros

contraste de. fase, em lamina para ver a presenga de esporos.

Teste de motilidade (ir viva) (63)

Foi Ffeito madiante o método da gota pendente,colocaﬁ—
do-se uma gota de incculo em uma laminula com vaselina enm suas
bordas. Sobre esta, colocou=se a lamina especial (com uwa conca
vidade) e invertendo-se obteve a gota suspensa no meio ¢ obsar=-

(4 - 3 »
vou~se as bacterias "in vivo",

Coloraczc de flag=los (34)

3 . ’, -
Foi feita pelo metodo de Leifson usando culturas com
. ~ . . ~ ’
24 e 48 horas de incubagao em meio de infusao de cerebro e cora
R g —

~ 3 ’ .
rAan e nhsarvadns nn micraoscnnin,

Teste de catalase (51)

Sobre as colonias desenvolvidas nas placa

o
4
5 o

s
Clostridia reforgada de 48 hcocras, agregou-se H702 a 10

he]
8y

observar a presenga de borbulhas de oxigénio.

>

’ s . L
Caracteristicas de crescimentio em slaces

Semeou=-sz2 em duplicata, por estrias, em placas ce Pe-

tri com égar de Clostridia reforgada e incubou=~sz2 em jarras anzx
[ d . - .
robias a 372C durante 24 horas. Para evitar o espalhamento das

~

rixarar=-se as piacas sscasanm a 372C durante tres ho-

8]

colonias,

ras antas da semcadura. Apos a incuba 20 obseruaram-;e acs pla=-

cas com microscépio estereoscépico "rikon", com um aunanto de
as s :

. 4 .
10 a 30 vezes., Observaram-se equintes caracteristicas:

18



a) O nUmero de coldnias (sO0 se observou se seu Crescimenﬁo
era abundante ou escasso).

b) Tamanho das colonias

c) Pigmantacao

d) Forma

e) Elevagao

f) Margens

qg) Densidade

»

Teste de motilidade

®
[OR

o de nitrato (68)

radug

A partir. de uma cultura na infusao de ceérehro e cora-
cao de 48 horas, .inoculou-se com fig de platipa, tubos com meio
de motilidede-nitrato, Fol feito em triplicata. 0 fio de plati-
na foi introduzido somente ate um tergo deo meio para apreciar se
as bacterias crescem e difungem pelo meio mediante seus flage-
los. Incubou-se na jarra anaerdbia nor 5 dias a 309C.

Para qeterminar se ha reduggo de nitrato, agregou-se
um mililitro de reativo A e um mililitro de reativo B.

Reativo A- Alfa paftil-amina, 0,5 g en 100 ml de acido acétigo
S5No

Reativo Be Acido sulfanilico, 1,0 g em 125 ml de dcido acetico
SN "

0 teste fol consid vo se {for ohservada uma .
o)

~ -
ctoloracao vermzlha. Se tes VC AOregou-c2 zinco en
3 Oreg
, . -~ d
po para gque -eduza o nitrato. Se, ainsa, NaC aparecsr a Cor Ver

n . . o~ e . .' « - L .

melha, significou gue o nitrato ja € reduziso a nitri=-
o~ . W [l

to e outras suostancias como uuz, hHB

prosiciveoe S2 &c atregar zinco, houvaer formzga

melha, 0 teste foi consideraco negativo.
s

.

Teste de hemclisz (17)

Foi f=2iio szmeando en linhaz, por triplicata, em pla=-
cas de 5gar sangue, racam greparadas. Incubou=-se en jarra

19



F ~ ¥ o .
anaerobia a 309C por 24 hcras. A formagao ao redor das cclonias
» (4 -
de um halo incolor mostrou presenga da beta hemolise pslas bac-

’ .
tariase.

Teste de lecitinase (38)

. 4
Semzpu-se cada cepa em placas de agar gema ds ovo,em
- » . - ’ 3
linha, e por duplicata, e, incubou~s=2 em jarra anaerobia a 30°C
por 24 horas, Depois observou-se a presenga de um halo opaco ao

N <. . N ~ £ .
redor das colonias, produzido pela precipitacgac dos lipides,

Teste ds goelatina (21)

0 meio foi gelatipa nutriente com 0,1% dz glicose . s
0,05% de cloridrete ce istefna. O0s tubos de gelatina foram in=
cubados com as cepas em duplicata e incubados em jarra anaerdbia
a 309C por 24 horas,., Depois disto, foram colocados na geladzira
durante 10 horas para permitir a solidi?icé;go da gelatina, ca=

s0 nao tenha sido hidrolizada.

Teste de lipase (58)

Depois de pronto o msio, foi distribuido em placas e

tubos. Os tubos foran insculzoos por picada e as nlacas dividi-
o

a en cada divisan., De-

[ 9]

t

Jas emn 4 partes e incculauas com uma g

PR

- .O . . ’r 3 e d : -
is foram incubados anzercoicaments2 a 302C durante 21 dizs. A

i
@
[

recsencga de uim halo eo reuor des colonias significou que o tes-

5
[ » >
te e positivo,

’

N . . - ., ’ . (4
Teste em leite litrmis {(12) (Hidrolise da caseina)

As reacoocs gu2 acontecem neste tasie envolvam a lace-
‘3‘ ‘ -
[ 4 .
tose, caselna & outrcs comconentes do leite,



Os tubos de leite com litmus foram inoculados com c,l1

b4 . -

ml de cada cepa e lnCUbdan anaerobicamente a 3092C durante 5
. . ’ . “ ~

dias. fFoi possivel observar a proteolise e a fermentacao da lac

tose pela mudanga da cor do indicador de pH,

Teste no meio de carne_cozida (12) (Cooked meat medium Difco)

=1

Os tubos de meio d2 carne cozida foram inoculados en

triplicata com U,1 ml de cada cepa e incubados anacsrobicamonte
) ’ - -
a 3092C durante 10 dias. A presenca da protedlise foi detectada

pela digestao da carne a qual ficou como um po fino no fundao.

Teste Je cigestao ue clara de cvo (45)

Cs tubo com infusZo de cérebro o coragaoc e ovo cozi=-
do, em triplicata, foram innmladnae com 7,1 ml de cada cooa a
incubados anasrobicamante a 308C durante 10 dias, Hos tubos po-
sitivos, depois de 10 dias, a clara ds ovo era digerida, indi=

. [4 .
cancdo a presenga de enzimas proteoliticas,

Teste de indol (53)

Os tubos com caldo de trintofano foram incculados, em

triplicata, com 0,05 ml Zas diversas capas 2, incubacos =m anae

ropiosas a 2020 durante 1, 2, 5 2 10 diaes., # presansa de indol
fol testaca adicilonendo 0,2 ml de reativo de Kovacs: em cada tu-
bo. luando o indol estava precente, aparecia um anel de cor

[ 4 .
vermelha na superficise,.

&}

Teste de vaernelho de netila (192)

Tnoculou-se, em triglicata, o
~zaptona com 0,05 ml Ze cada cepa e incubou=ssz anazsrcnbicaments
5 2!

20°8C durante 5 dias. Adicicnarams-ss

-
L



melho de metila e se fez a leitura imedizamente. Uma cor verm

el

lha indica teste positivo e amarela, negaiivo,

-

Teste de urea (10)

) ’ 3 .
Os tubos de agar-urea foranm inoculados e incubados am

’ N ~ P . 13
Jarra anasrobia a 302C por 48 horas. Se o teste for positivo,nos

tubos agarecamn cor de rosa.

Teste de H,S em_agar de triplice azucar e ferra (19) (ts1)

. . . * [
Inocularam-se todas as cepas em triplicata em anar de
triplice agucar e ferro e incubaram-se an=zerobicamante a 309C
durante 5 dias. Juando havia produgao de 1,5, o fundo de tubo

aparece preto.

Teste de H,S no agar de peptona-ferro (35)

’
Inocularam-se os tubos de agar <e peptona e ferro anm
triplicata e, incubaram-s2 anasrobicaments durante 5 dias a 300

Ce Os tunos positivos adquirem o funda pretao,

Teste de fermentacoes (59)

Usou=-se y
diversos carbolidratos foran =s

cicnacdos &0 m2lo assepticamente,

Depois, os tubos de cada carboidrato, em triplicata

0

Jt

r
Foram incculauos com 0,05 ml de casa cszpa. o tubos foras so

.

dos com Vas-par esteril e incubados a 30°2C Jdurante 10 diase. NoO
tubos en que o carboidrato era ferrentadc, o indicador dz pH v

ra de cor vermalha para amarela,



“as, como foi constatado, em azlguns casos, o indica -
dor (vermelho de fenol) era degradado pelas bactérias o nao era
ijescolorido pela viragem de pH. Procedey-se entao a adicao de 5
gotas de ccrante no momento da leitura, para var se havia mudan

ca de cof.

fina com os tubos testacos. Fa
silica -gel 60, e a

cou~-sg2 a placa na ¢
para oodsarvar ausencla

u presaenga de carboidratos.
a

O0s reveladno-es usadios par 2lagaoc de carboidratos

r=

aparecen na tabsla n% 3,

Teste de hidrolise de amido (61)
’ . . -~ .
As placas ce agar-amido, por duplicata, foram ino-

culadas ex linha e, incubadas em jarra anaerobia durante 24 ho-

]

ras a 302C, Depois foram cobertas com alcool de 952 para obser=
. 4 . N “ W ~ . ~
var a hidrolise do amido. Tambem foi usada a solugac de lugol.
llas placas hidrolizadas havia formagao de um halo in=-

color ao redor das coloniease.

23



Tabela n@ 3

Reveladores

uUsadcs3s para

Carboidratao Ravelador 1 . Ravelador 2 Rovslador 3
HZSDq N AgTOB +
K,Cr,C., Antiina KCH + Acetona

(tanitol +

Lactoce +

Szcarose + +

“altose +

Salicina +

Glicerol +

Arabinose +

Xiloce ) +

Esculina +

Glicose + + +

Frutose + + +

+ Indica gue o revelador e aaequado para o teste

[



Incubagao de placas em jarra anaerobia.



4, RESULTADOS

¢ . .
Qaracterlstlcas culturais

0 meio usado psra a reativagao Cos esporos (infusao
de cérebro e coragao) deu Otimos resultados, ja que depois de
feito o chogue térmico e incubesos, obtave o crescimento em qua
se todos os tubos em 48 heras, com uma marcada turbidez do meio
e praocug 30 da gas. Cam a transferencia rapstida de indculo nes-
te maeig, obteve-se bon crescimento em 24 heras, e a presenga de
esporos em algumas das cepas em 48 horas.

Trabalhou-se¢ com as culturas que apresentaram crescl
mento satisfatorio. Semeou-se zm placas con agar de Claostridia
refargada o que percitiu descocorir alguns contaminantes,os guais
meaiante sucessivos isolamentos foram eliminados,obtendo-se nas

nlacas colonias purase.

m Lo ompmm & m e - - e e N - fa ] B T T T i L e vl -

w Vir d D de b e lans e R A LR N WD w G A G i U e e e Rl

. . ~ . .
crescimanto em prescnga de oxigenio. Comprovou-se que a cepa nu

~

mero nove era anaerobia facultativa, mas nao se eliminou, para

ver que porcentacen de similaridade apresentava com o resto das

R4

. L4 .
cepas que s20 astritamente anasroblas,.

—

‘c estudo do intervalo de temperatura de crescimento,

deixaram-se os tubas a 20, 25, 30, 37 e 42°9C, por um tempo aque

~

variou de 24 horas ate 10 dias. 0s intervalos de temperatura pa

s, . . L - = .’ -
ster otimo cresci ento Jdas diferentes culturas {oram varia-

ra oo
vzis. A raicria Jas cuituras cresceu bzm a 308C exceto as c=2pas
de navmro 4, 7 e 23 fu2 crasceran ~oclhot a 372C (ver tabala 4).
Clostrivcium botulirurn tino A cresceu bem a 30°9C 2
279C; o Cleost-idium hotulinun  tipo 3 (n@ 56) crasceu lentamen=-
te a tevporaturas de 202C a 378C, obiendo melhor crescimento  a
428C% o Clostridiur botulinum tino B (n2 58), por outiro lado,
craccou hen a 2020 2 372C e nao crasceu a 42203 o Clostrizium
botulinusm  tipo £ zoresentou rmelhor cozecismento a 202C e 252C
gue a 37°C, mas tambem cresceu a 429C,

25



Tabela n? 4

- 3 ’ .
remparaturas de crescirento e 2 temoo que as bacterias demararan

para Crescer.

Crescimento em 24 hOTES seseese +b
Crescimento em 48 hOras seecsses +3
Crescimanto em 72 hOras  eceseses +2
Crescimanto em 95 hGras seessss +1

Crescimento 2m 120h0Tas seessee +

Crescimento em 10 dias cesesee +d
Sem crescimento T
Ne da TEMPERATURAS ‘
Cultura 209C 252C 308C 372C 429C
1 +3 +3 +4 +4 +3
2 +2 . +4 +4 +4 +4
3 +1 +3 +4 +4 +6
4 - +2 +3 +4 +4
5 +3 +4 +4 +4 +4
6 +3 - +4 +4 +4
7 - - +3 4 +3
8 +2 +2 . 4 +4 +4
9 +4 +4 +4 +4 +4
11 + +4 +4 ' +4 +1
12 + +4 +4 +4 +
13 - +4 14 +4 +
14 +1 +4 + 4 +4 +4
15 +3 +4 +4 +4 +4
16 +3 + 4 +4 +4 +2
17 +3 | +4 +4 +4 44
lé + +4 A +4 +4 +4 .
19 F +4 R +4 +3
21 ' +3 +3 + O 4 +4
22 +3 +2 + 4 +4 +2
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o da TEMPERATURAS

Cultura 208C 25¢C 3paC 372C 42280
23 “+3 +4 +4 +3 +2
24 +3 4 +4 +4 +3
25 +3 3 +4 +4 +4
26 +3 +3 +4 +4 +4
27 +2 +3 b G +4 ' -
28 2 C 43 £3 " 3
29 ) + +3 +4 +4 + 4
30 +3 +3 +4 +4 +4
31 + +3 +4 +4 +4
32 +2 +3 +4 C+4 +4
33 +2 +3 +4 +4 ' +4
34 o+l +3 +4 +4 +3
35 +1 +3 +4 +4 -
36 + +3 +4 +4 +3
37 +2 +3 +4 +4 +4
51 +2 +4 +4 +4G +4
52 +1 +4 +4 +4 +4
53 +2 +4 +4 +4 +4
54 +3 +4 +4 +4 +4
55 +4 +4 +4 +4 +4
56 ‘1 2 +2 +2 +3
57 +2 +4 +4 +4 +3
5 +3 + 4 +4 +4 -
58 4 + ‘ +3 +3 +4

~

A reagao Je Gram efotusde as culturas de 24 horas

anresentaram resultados positivos para todas as cepas.



~ td
edicao cas bactorias
0 resultado
mas esfregagos usados
tados na tabela n2% 5y
mento e da larqura uvas

id -
tura de 10 bacterias p

da madigao das células, utilizando os mes
para var a reacao de Gram, estao ;ﬁresen-
Al est3do aprescntadas as nadias do compri
hactérias. Esta média foi tirada da lei-
or esf{ragago,

Tanela n? 5

Médias do comprincento e largura das bactérias

M2 da cultura Comoriranio {(nm) Laraoura {nn)

1,62 C,45
1,44 C,72

3 1,17 0,72
4 2,03 0,55
5 2,29 0,58
6 2,03 0,59
7 1,98 0,68
8 2,12 0,70
9 2430 0,52
11 2,80 0,55
12 2,32 0,58
13 2,10 0,52
14 2,5 0,48
15 2,35 C,65
16 2,48 0,54
17 2,34 C,70
13 2,26 0,79
19 2,23 . G,30°
21 2,28 2,54
22 2,05 3,70

N
T3
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P

da cultura

Comprimento (nm)

Largura (nm

)

L

23 -
24
25
256
27

34
35
36

51
52
53
54

2,43
2,20
2464
2,59
2,60
2,44
2,29
1,99
2,19
2,15
2,21
2,12
1,65
2,23
2.73
3,21
2,25
3,15
3,33
2,44
2,07
3,42
4,05

2,563

C,61
0,48
G,56
0,75
3,57
0,54
0,69
0,53
0,82
0,60
0,59
G,66
0,50
G,58
n.s5
0,52
0,58
0,65
0,54
0,51
0,50
1,04
1,30
0,66




Dresenca e posicano

o
%]
89}
[6)]
71
»]
r3
o
v

Todas as cepas apresentaran csporos a 72 horas de in=-

s
~

cubagao em infusao de cnx »bro e ccragan, na cuservagao com  mi-

’ .

croscopio de contraste de fase. Yerificou-se que todos os baci-

los possuiam esnorcs subterrinais, exceto as cepas 4, 23 e 28

que tinham-no indistintamente em posicao subtzrminal ou central,

. 4
' 0s ‘teites Feitos cem agar mctilidace e com metodo de

gota pzndente mostraram que todzs as bactérias sao moveis (63).

Caloracan de flacalos

Trabalnou-se usando método de Leifson para coloragao
de iflagelo e foi observado que todas as bacterias possuiam fla=-

nelo paritriguio (34)

1
Pl

4

Caractoeristicas Zas colonias

A aparencia das colonies de Clostridium betulioum e

]

- : - ’ . ’
as cepas relacionzdas apresentaram variagces de especle a espe-
cie. 0 tipo ma comum de colonia em placas de agar de Clostri-

i
dia reforgada a 24 horas de incubagao foi de um diemetro de 3

a % nm, orilhamta, gquase circular con supuociicie plana, elevada
no ceniso, Onue 4fd 0paca ©h CorEragas Com 26 dordas  gue eram
transparentes e irregulares

A cor variava de transperents a branca e a densidade
. ’, . .
variavae de translugcida nas margens a apaca no centro, as mar-
g2ns variavan de irregularaes lisas a altsrmorte filamentosas,

30



0 maior numero das gepzcles cram similarses a colonias

‘de Clostridium botulinum  tipo A (n2 54, 55) deu margens rizoi-

des e elevadas na centro.

. N 4 . ; o .
Crescimentu =aspalhado sobre a superficle 7o agar, 0l
a

comum para ltodas as asmecies, gspecialmente se o agar astav
’ o . - -~ ~

Omico. Colonias similares foram descritas cor Dolman (13). Ao
mesmas variagoes foram observadas em placas de agar de gema de

ovo e agar sanqgue., Muitas das culturas eren planas trans 140 idas,

com uma zona opaca e o centro elevado, Coms QruiO.

’

s € . .
Caracteristicas bioquimicas

Menhuma das culturas reduziram o nitrate a nitrito e
nem produziram urease, Para mecir a atividazde proteolftica fo-
ram usados cinco mzios~ gelatina, leite (lsite litmus), carne
mof.a (chopped meat), clara de ovo e carne picada., A atividade
proteolitica foi intensa e a maioria das culturas digeriu a pro

1

(4 s .
teina de quase todos 0s ma10s,

Todos os Clostridium botulinum tipos A e B Zigaeriram
> k4
rapidanente o leita, gslatina e carne molda e, lentamente

n2 picada e clara de ovo., O Ciostridium botulinum tipo E, dige-

riu rapidamente a gelatina, carne picada e nao digeriu e ne
atacou a clara de ova ou leite.

Entre as culturas desconhecidas, a atividade sroteoli
tieca foi marcante, Sé a cultura n) 9, gue era anaerébia faculta

ca, mas cla digzolu

p-e

tiva dzmanstrou nan tar atividade protecl

a gzlatina em 48 horas.

: . .. . !
Tosjas as culturas desccnhecidas Jigegriram a carns Mol
-~ ~ . L4
da e e3 Lres culturas neo digsriram carma wicada. A proisina
do lzite fod digerica por todss as tures em 24 horas{na cul=-

A gelatina foi ligquefsite por todas as culturas,



:

A atividade prqtuolitica sabre a clara de ovo fol va-
riavel bhavendo guatro culturas que nan e atacaram,e o rvesto das
culturvas demorou entre 10 z 15 dias par

A malioria das. culturas produz & henolise ao
redor idas colonias em agar com 5% de san

Quase toigas as bactoerias produziran lacitinase em
agar gena de ovo, A enzima lipase s foi produzida por sete cul

turas desconhzcidas, .uma cultura de Clostridium betulinun  tipo

A e tré@s culturas de Clostridium hotulipum tiso B.

»

~ b s . .’
A fermentagao de cartoidratos foi variav=2l, A glicose

foi fermentada por todas as culturas, com sxcegao do Clostri=-

dium nztulipum tipa B (n? 598) e por P.A, 3579, A maltoze fermen
. : ’ > i

tada por todas as culturas. 0 glicerol so foil Ffermentado pelo

Clostrivium botulinum tips A (n? $5). A fermentacao de manitol

e sacarcse ol 2scassa € nzstes cascs nmuito fracas. A lactose

. . ~ ’ ~ . . Vd ’

Foi Ffermentada so por tres bactarias, as de nunero 9, 21 e o0
£o A

Clostridium botulinum tipo £, fermzntagao de salicina e fruto

- . . 7 Ao . e . . ~ . 3
se foi variavel, Amido, aracinosse 'e xilose faoram raraments ata=-

I4 . . « o . .
cados. A hidrolisas da esculina fol abundante.
) 0

i N
A reacaa de vermelho “z2 moetila, ol fracaments positi

Y b —_—
&

va na bacteria de n% 21 e multo fracaes nas e n? 31 ¢ 335, Entre

os Clostridium botulinum houve dues reagooes duvidosass: os nf2

12

u
52 e 53, 0 Cloctridium botulinum tipo B n2 57 & o Clootridium

botulinum tipo £ foram positivos

’ N e s . s - .
S0 oz Cisstridicm botylinum tigo A, 3, £, eram  toxi-

9!
]
[
L]

A. tavala n® & apresenta 0s resultzcos dos testes bio-

[4 . ! [4 (s . . - .
guimicos, caracteristicas culturais e toxiciovace das cultiuras,

32



rurxo] ep odtj
BpeRITXGL 1 } 1 ! i ! E t i I ) 1
esoutgeay | v vy v b ey iyl
BEOTTIX | ! i 1 1 H ) 1 ' i 1 H 1
asognayf + | | + | * A + 1 = | + | *
OpTUY | .y | ] 1 i 1 1 ! i L ! !
- :
TOIBITIT| i 1 ! 1 i 1 i 1 i 1 1 i
BUTATTIRS | 3 + i 1 + + 1 + i - 1 § +
eoonten| F 1 v | F Tt PR R R R D
1 i
agDILLBG ! g l 3 I 1 1 ! 1 i 1 ' ! 1 i
. .8003087 i 1 I i 1 1 i 1 + 1 1 i 1
- TRTLIURE ] 4 1 ' ! ' ! 1 1 1 ! } 1 !
9903_”‘('[5\ + + + + + + + + + + + + +
BUTTNOBZ | + + + 1+ ]+ ]+ ]+ o+ 1 + + | o+ |+
*rege] wa SGH
2 ENN B R N R T R RS A N 1 I
tefelg we g° |
g Hi + 1 + 1 + | + l + ]+ 1+ ]+ ]+ ! + |+
eseaiIn | 1 ! i T ! i 1 1 } ' I i
& S —— RO, S SV SN AN S S
esetijeg| ¥ i 1 : 1 i ! i + i H 1 !
BTT28Y 2P *Af 1 $ ! 1 ! f 1 1 1 ! H 1 1
10pul 3 i + H “+ i L i 1 1 ! i ]
03BRIITNY ¢ 1 1 t I I 1 ! 1 + ' 1 } H
-~ =
0Ag B8P BIBTT 4 | & + +l+ |+ 0+ T
BUT1EBT39 + + + + + + + +
537187 + + + + + + + i + < + +
BpE3T4d 8ulej!l + + + | + | + ! ! + + + | +
QPTOH GUIEJ + + + +- + + + + + + + + +
condTi - v v by e e e b 1 vl
ACEUTITO87 H F H i + + i + + + + + +
D [y ~
SBSTTOWBH | + | + + o+ |+ ]+ i 1] o+
GpIeRTTTING + + « ) + + + + +
soxode3l »n | o molunlunloluonlunlolonlunlon
weang | + | + |+ i+ + e+ ]+
A e Tau
O WOl *T8|lcjlacla|lala]lalo] ] e | = |
vInang
A laimnlgln]jolciolala]lwinla
- Nl e )
eg &il




~| BUTXO}] &8p adr],
o
- apEnNIXol 1 ' " {
o asouTqgely ] 1 : :
5 55071
o SOTEX i l. + i
' £303NX 4 + + . + 1
. GREWY L by o s
o TOI83TLY i § i {
BUTOTTBS | | 1 o | .1
o eso03TeY Flo + 1o
o3 8S0IRIRG P ! !
o “ag0q087] 1 1 1 !
:‘) » o 2.
5 To3TURY ! ! ! !
o 8300TT9 [ # | + | + | +
?'_‘.; UL e =
o SUTTASST | 4 |« | .
‘,;'\ [ ] L . ”18 C
= I°G6°*1 wWa 674 I A
- : -
Iebe 14 wa g*H | + | + | + | +
R | 4
o o 1 1 1 '
E.‘ u)\-?\.‘f(./\.h”
i
s asetTejlR ' 1 1 1
& (e3=23
ke BTTI8L 8P °*A | 1 ) :
i Topuy | 1 | 1 V1
- Q33T T 4 | 1 i
i
= ong 3p 2IBIJ | ¢ | + I
.
= euT1eTay + ] + 1 +
‘ 83I8 ] |+ | + | + | +
o Bp2oTd BUIB] | L | . | + | +
N eoTol suIe] | o+ ) o+ | o+ | o+
semdm [ |
= BocuUt4t08 1| + | + | + | +
~—
O 8STTOWBH | , o+l -
i BP2CTITa0 | + | + | « |
tety .
'ﬁ S830C33} s |l | 5 |
- wRIg s |+ |+ |+ -
i A
5;! g woo 88| <« | <« ez | et =< |
BIN3TN)
1y < n 0 o~ [0a -~ < n
CO 5N — ~ — — —t —~ o~ ~N o~




erTxoy ap odr}
‘ epepYxol 1 i ' 1 : i ' ! : 1 i
. BsOUTGRaY i i i § ! i § i i i !
g QROTTX, o v oo v bbb b oo
e ES03NI ] .8 i 1 H ] » + H ] ]
N " A
R OpTLY O N N R ’ 1
o [0I83TTY 1 1 1 1 1 ! t i ? i !
. .. - EaanN N
; BUTITTES ! t ] 1 + 1 1 ! ! ¥ 1
L ol S e
. BS0GTE + -+ + + + + + + + + +
L
; 85042905 5 ! : 1 1 v i I 1
’ s g
~ TTTTES6% 02 i i i ] I i i ; 1
-
- . " ~ ¥
= M-S S I TN TN T T R T N G O U SO T Y
o
- B86GOTTY + + + + + + + + + + +
o SRR SR | IR B U O T R A N T A T IR B I R B
\E = - =
& *{*5*l we gvi 3 1 ! + + + ! 1 + + 1
. 5] 4 + + + + [ + + + + + +
- gebe *7°g w - g
Zeoe *7°d wWa §UH :
- SB[ i ! ] : 1 i 1 ' i ' 1
F BsEIR1En ! i i I i ! t ! ! 1 1
N - ° N ~~
i 2{T38l 8P °j t ! | [ SN B ! 1 t [ S
~. N
: TODpUT v |0 i t + ! 1 1 1 ) 1
ejeIqTi i t ' i 1 t 1 1 t i 1
P2 OA[ ep eleil + + + + + + + + + + L
[
: cuTlIBTael + + + + + “* + + | +
agTeyl + + - + + 1 + | +
- 20T auaRg + |+ + t o+ ]+ ]+ + 1 o+
: TRTON BuUIRg + + |+ 1+ |+ N
BETELY N 0+ f : ! i + |+ !
B «.‘G"QUT.'.}'FC\ " + . b + + + + + e 4 +
- esTTOvIey 1 t 1 ] R R DA +
B
; s l,- “tT'{_'(",(J" s + = “+ - - - -+ 4
. . . , - i
. T e ooy : i
! S0I0USE 1 lnuwt v o v | v | > n | w;
O e t
- LeJIn N I O e B DR S B
;
| Z
e e .
) g wos 1oy < | Tl la ] e axla | alacl]ea
2Inying
~lolalolm]loaimnlaslnlo]es
e O 5o N N o~ M D M M Y N M M
i
35




3 odTA BUTIXO] =

g odry eurxoy = eTgoIscuUe = y

< @} il

y odry vuiIxoy =

Tezquso ozodss = 3 entgubou ocdeod = =
TeUTWIB}-gNsS 0I0US3 = § enTyTscd ogdvad = 4+ f
] AR ERE R LT B (D £ N .+ N D ) U S N N I +M -l 4] 4] ol +} v
g SRR N N A TS I N A N Il ol Bl Bl R o B T B A B +1 G+ V 04
o S EE R E S PO [ PO I B B e o I e I R IR R B R ~ + 4 iM s+l vl 2g
i
S N S PO B T A B B I e A I I N B N B O B .m N I AR 96

el =]t jmlm =t |+ ]+ [=]= == =i+ 4|+ +]+t == *+]| 5

+
Y

+ By -1, - | - o | - v + + S e | o -] |+ R ) . O I K \!
- I = e M A B DI I AOTN  al oy Koy M jut o Tl o lai=le oo e i rlhmloobimyery OO
= IS I S = R I o R VR LR B O IR Rl I N3 ] B3P qe S laio ol o |® [r-to ] OO0 O +3 [0 I
R =l clre] et o 0 DY e 1 O ] WV et Dlarlo [ e v e oy o2 e 'R bt | =
0 ol eelol oo fer]e |OIC el |l o (i o et D10 1 el O O3 . ct
aiclcie|jolo s ic |0 |- o nial=lol—=|ofjo jerlal € (O |1 SRR C
o. @ 0 N EAR S o B RO N IO G R = gjolE ot e ol EEE o Rl B O
O C o i1 c o o Pvlao |3 © | = O lo 3 u I O Tl e Qe
= v} n -~ O Mm@ Qo =] O AN BNOT ES o
—~ 4o . e o 0y | b 0 o
0 ] o= [ - ] ; (s8]
x N . . - < ol )
e - o o o
3 . (VR
£ w0
&
v
SR PR 0 s pRr - N em b v ~ ST T T
- VAR ! B —— W [ [T S) s hd -

w0

w0

UNICAMP

BIBLIOTECA CENTRAL

A1

z 7



3!
[ ]
W)
ot
%)
f]
W)
o
peY]

jo

0]
)]
]
0]
[
).4
cr
]
(1
Q
[6)]
L
o
[67]
O]
X
m
3
n
3
[®]
=3
™

’ » - . s -
ologicos, fisiologicos e

4 PR 4 o
bicguaimicos coniuzicos Ccom as Bucisriacs anasrobias putrefativas

isnlanas das Taontes nai:rais, “.A. 3679 e Clostridium botalinum
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o3 tipos A, 3 s de acordo cem a recomen

dazan do Lockhart e Liston (36) para ser :nalizade palo conputa

dor digital. A tatzle n? 7 posirs o esguzma usado. Un total de
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carnnctarce foram conaiderados para a analisz.
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rabalho de Lockhart & Liston (36) e esta aprusa ntado na tabel
¢ 3, As modificagoes in !

norama farem para que

0s caractares negativas

similares alen dos positi ilares, ao contrario daquele
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tipo A, linhagens 694 ¢ 109A 3, 20 (57%) zaresentaram 975 de si

milaridade cum o Clostridium botalinum tipo A Linhagem 240A e

.\ - YT . . . :
668A e, 30 (86)%) aprazsentaram 93 de similaridade com todas as

quatro culturas de Clostridium botulinum tipo A estulzdas, As

culturzs de Clostridium botulinum tipo 3 e B,A, 3679 juntamente
. " " . yed ) . . .

can duas linhagens dosconheciduas apresentacam 93% de similarida

de antre si. A cultura n? 15 juntaemante com 2 cultura de Clos-

n
trigium botulinum tipo E apresentaram similaridade ce apenas9l%

a
g & cultura n? 31 apr=z=santou 92%,.

Wow

2t

et
o
[N
]

£ssas resulitados concordam com a analise ge

a o
Y}

5

L]

n
r at=~1dium b +001 4 - ) rOoanlenng v\,lf.\. SAnardnoae aanrpen + o
Closorigium DOTelinum & ogrganlsemies Trelacidnasos aprecenca

Q
-
[,
i

i

nann (31, 32), exceto a linhegam £.A4. 3679 gua nas
+

clacionade com o Clostri<ium botulinum-tipo. A

SJ‘
Ly}
o

ando a distribuicac dos grupos preliminarments
Al
dendrograma de figura n® 3, poide-se verificar
! reliminar nao reprasantam um agrupamnans-

to rzal das bDactariszs. Isso indica gue a classificagaoc baseada
em soucos testes morfologicos, fisiolegicos e biloquimicos, fre-
nte usados na descricao de linhagsns, nao da suficiente

=)
szngranca para um agrunamento fszal yelo manas no caso Clostri-
H -4 H b ——




iab

ela n% 7

e parcentagem

~

P 3 - ’
Fequema dos caractzees utilizados para o calculo d
dge similaricade pelo computador,

~

Caracter P . .

“;0 Cavacteristices e descrigao

Vi & W N

7

CORFOLOGTA CELULAR

o

- Conmorimento (75% ou mais em uma ca

con o ocular micramatricae, tipo fi
pio Hikon, estimaua de 10 células).
<£a 9,5 nm '

0,5 a 1,2 nm

1,3 a 3 nm

>3 nm

comprimento variavel (75? das células

categorias acima).

~ Larqgura )
Longas, comprimento x largura 3:1
Curtas, comprimentc x largura 2-3
Qvais, comprimento x largura 1l:1

. s '
Largura variavel (< 75% en alguma das

Curvade
Espiral
Coco~=bacilo

Coco {esfirico)

alula de ponta quadrada
a

de poenta rz=donda

ggoriag mecida

. 4
€m MLCroc&ECo-

em algumas das

categorias

aCima) .
- Forma da c2lula (757 ou mals ern alguma categoriasse
et ‘ - ’ . .
menos de 75, passa a categeria plecmorfica.
Reto

em alguma das categorias acina)



Caractieric rrl«ao
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26
27

W W
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37
38
39
40

-
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s
“Celula agugada,

Célula fu

pontiaguaa

sifarme

ad N . Lad 4 N
Formacao de esporos (Em meic do infusao de cerebro

Y

-

1

\ da)'

§]

0

2

e

m

cr

0

e

a gsen

S

[

sparangio inciado (paredas da

ESDJLQH io norial {pareces da célula Paralelas)
i;poro terminal dentro Jda célula

&spor“ Suh-terminal lcocalizado dentro da calula
Reacac a celoraggo de (Cram

Reacao de Liram nogativa

Reasao dz Gram positiva

Reagao ce Gram variavel (> 75% em algquma das cate-

Anrins acina)

misto
toria (como aspiroqueta)
izante

AGRUZACNTD

CZLULAR

75, em alquma das seguintes

Celulas isoladeas

Células em paras

Cavzeins curtas de colulaz, mencs de 9 célulzs
Cad%ias longas de celulas, mais ce 5 células

Cacho da cocos -

Haco te &e Ccocos

Filamcniosas (8 nm ¢e covsrirmento o rela;go compri=-
mento-larcura ze 20:))
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52
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figrupamentos variavels

TIR0 D5 COLOMIA

.

. ~

(fara a definigao dos

Topley and Wilson, 25).

Tamannn
<2 mm
2

a % om
> 5 mn

Forma (elevacao)
Plana
tlevada

Convaxa

w
por
(6]
<
W
)
2
0

ny - sy evs
Mals de uma

Bordas

Inteiras

colonias

n
ranspgarentes (ss2 pode

ia colonia)
’ . ’
Translicida {(luz e visivzl atraves da

41

termos procurar ilustracgao no

4
var um papel impresso atrawes



Caracter

10 Caracteristicas o descrigaon

‘Laranja

o o
N

Amarelo

63 VYerde
64 Roxa
55 darran
56 Preto
&7 Azul

. . ’ .
- PBiaomentoe difusiveais
68 Amarelo
69 Yerde

70 larron

71 “reto

72 Fluorescente {baixos raios ultraviolatas)
73 Luminoso

FISICLGGIA

®
3

- Temperaturas de crescimento (As cepas semeaias

(LN

N D

. ~ -~ . ’ N ~ -~ .
infusan dJe carebro e corajgas, faram wncubadas

o Q
i}
!

(]

~ 1

rcbicanente a btemperaturas de 20, 25, 30, 37, &

durante tempos aque foram de 1 a 10 dias para ver a

temoeratura minima e méxim@ de crescimanto).
74 Crescinzrto a 208C
75 Creccimento a 2520
74 Crescir=nbto a 32€C
77 Crescimonto a 37¢C
78 Crescimerto a 428C
canasTrafsrican arcuuinicas

3
: . 4 4 . . o
79 estz da catalasc (com agus oxiganada 1C70)

L4 -
80 Aarobia
’ . ~ s .
81 Anaegrnbia fac:ltativa
~ 2 7 : :
52 Anascreooia aostroita
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- Caracteristicas e descrigao

Enzimas rrctpulltlca
Taste de hemolise
Alfa-henodlise
Beta-hsmolise
Liou:?agzg de gelatina
Digestao de carne moida {cooked meat maedium)
Digest%o de carne picada (chooped mzat medium)
éaptonlzmggo em leite (lesite litmus)
Fefnenté;go do leite (leite litmus)
Reducao do litmus em leite (leite litmus)
Digestgo Zz clara o2 avo

- 4
Enzimas linidicas
Jresenga ve halo gpace ao redor das colonias

H
i3

TESTZIS GERAIS

Testes
Reaucazo de2 nitratos
Te de indol
Vermal dz2 metila
Precsenga e uresase

~ 'S
Procugao o HyS (em T.35.1. agar)

-nf . -

srocusac a2 H.3 {em agar de pegtona & ferro)

N

FERCENTACAD D2 CARITIDRATOS

~
- e i ; <

Fermentagzo do manitol
~ R

Fermentagzao da l=actose

43



106 “Fermentacgao da maltose
1307 Fermentagao. da salicina
108 Fermentacao do glicecol

Ferimrent ahgo da frutaose

Fermentagaon da xilose

Fermentacao da

, e 4 . < 7 . .
Hidrolisa do amico {=m placas)

113 Teste de toxicidade (camandoncos)

Tabela n2 8

Pronrama ‘de comnputacag

~-COMPUTE CERCENTAGE SIMILARITY (S) OF SMEATH
F 1

C

C~FOR 44 STRAIMNGS WITH 113 ATTRISBUTES EACH
C-CONED é:’EGATIUh,l:QJ ITIVE

C-FORTRANIY FOR SCURADUGHS POOLD DIGITAL
C-DEFINE DATA AREA

")

A
carLt IFTLE(1l,'2A:205
- ~L R

1 READ(1,2) )R, T
2 ForoAT(214)
DO 6 IJ=1,NT

3
£
g o
20 ,5X, V0., 20X,

10 Formst 210X, 'R



D0 & J=1,NR
DO & I=J,HR
NS=0
ND=0 )

C-COUMT SIFILARITIES AMD DISSIMILARITIES
DO S =1 ,NT
ITOT=122T(1,)+10AT(3,M)
IF(1TNT=1)8,7,8

7 ND=hD+1
50T TE S

"o s

8 H3=M3=1

CaONTINUE
X3=NS
XHS=11D
S=(AHS¥100,0)/(XHS+X%ND)

C-0uUTPUT OF S(I,3) ’

Py

)
~

N
il <

i

4 PRINT 9,1,3,5,5,iD
9 FORMAT(L9X,15,4X,15,15X,F10.4,3X,15,7X,15)
‘ G0 TO 1 |

)
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6o CONCLUSGES

Das 35 linhagans reprasentando zs 205 culturas iscledas de

difarentas fontss naturais cdo £stado dz 5ap Paulo, cerca e
7 . . ~ .

86% eram similares a Clostriaium botulinum tipo A, nas 95

i s e R S o . P S o ¢

ttas suas caractercisticas morfolegicas, fisiologicas e biogqul

micas.

0 Cleostridium botulinum tipo £, assim como duas autras linha

Qens %so adas de fontes naturals apressaniara
de dpwnéh 51%%, indicando saer bastante distin
racterfsticas comparadze com as ¢emais anaer

VacsSe

. - ~ 4
A classificagao em grupons censiderando um pequs numeroc ue
caracterss nao {ornace base sagura quantic a simi idades e

glssimilaridades Jdas linhagens CoONS1u2rasas.

. . ’ 0] »
0 Clostridium bhotulinum tipo £ 2 bastante diferente dos ti-

(03]
o]

a
nos A e 3, e encontra- agrupado a eles so pela importancia

iznda a sua capacidate d2 produzir taxina letal ja que emss2us

’

. . 4 - ~ . ’ . - s e
testes bicquimicos,fisiclogicos e morfologicos ¢ muito dis-

tinto a ditos Clostridium,

[

U



Meins e 0o seu rrenaro

~ \ rd - ~
1. Infusao de carebro e coracao

a) Composigao:

Infusao de cérebro de bezerro 200
Infusao de coragzo de boi , 250
Proteose peptona 1o 9
Glicose | 2 Q
Cloreto de sddia 5 o)
Fosfato dissodico 2,5 o}
Cloridreto de cistaina | © 0,5 g
Agua destilada 1000

ml

b) Preparo: '
Dissolven-se os ingredientes (ou 37 ¢ de B,H.I. Difco de-
siurata.o agreganda-se 0,5 g de cloriireto de cisteina)em
1000 ml de dgua dsstilada. Cistribusme-sa 5 ml emn tubos
com tampa de rosca e esteriliza-se a 12192C durante 15 mi-

nutns em autoclave.

2. Agar de clostridia reforgado

a) Composicao:

Ixtrato de levedura ' 3 Q
Extrato do carne 10 .g
reptona ’ ' 10 0
Anido soldvel 1 g
Glicose 5 9
Clori<retn de cistalna G,5 8)
Clorsto <o sddio 5 Q
Acetato de sddio 3 g
Agar ' 15

fgar destilaua 10ae ml



b) PFreparo:
Agregam-se os ingradientes {ou 52,5 g de Agar de clostri-

dia reforgado Oxoid) em 1000 ml de adgua destilala e aque-
ce-se ate dissolver, Ajustar o pH a 7,0 e distribuir apro-
ximademente 250 ml ep frascos Erlenmever d<e 500 ml e au-
toclava-s=2 a 1152C durante 20 minutos. Depois e esteril

tribui~se o meic ainda lfquido enn placas de Petri (20

is
ml) e deixa-se solidificar,

Extrato de carne bovina 3 q
fzptona 2 g
“itreato de potéssia 1 9
fgar 3 g
fcua destilada 1090 ml
D) HT233ros

Agregam=-sz 03 ingredientes e aguace-se atd dissnlver, Disg
tribue-se 5 ml em cada tubo e esteriliza~se em autoclave
a 1219C cecr 15 minutos.

4, Agar de infu
a) Composigao
infusao de coragac dz boi 500 g
Triptosgce 10 g
Clo-ato oo sidio 5 g
Clzridrzia oo cistelna £,5 o
Agar 10 C
f-uz zs85tiluda 1060 ml
Sungue doefibrinade 5 Ve
5) Presparo:
JicsolvsTese os 1rg:wdientés (ou 40 ¢ d2 Agar e infuszo
de corzsan Difco e ,5 g de claoricdreto -2 cis.2ina) en

. - . . . . hd L.
1007 ml &z agua destilada. Aguece-so =iz dissolver o agan

o “iNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL



Distriouem~se 250 =l em frascos Erlermeyer de 500 ml, au-
toclava~-se a 1212C durante 15 minutos, resfria-se até
50-559C e adiciona-se 5% de sangue de ovalha desfibrinado.
domogenisa~se e distribue-se 20 ml em nlacas de Petri dei

xanco~se solidificar.

Agar de gema U2 0OvVo

a) Composiczo:
Sroteose paptona 40
Fosfato dissddico 5

- . ) , .
fosfato monopotassico
Cloreto de sodio

+ : . -
Sulfato de magneslc 1

Glicose

N & N =~
[l 16 B Ue B Ve BERNT® BN Ve B Ue B Ve S tw)

Cloridreto de cisteina v 0,5
ARgar ‘ 25
fgua destilada 1060 m

b) Preparo: .

. ’ . .
Agregam-s2 o0s ingredientes a 100C ml de agua destilada,
aousce-se ate aissolver, ajusta-s2 o pH a 7,0 e distribug

-se 250 ml em fras
ein autoclave a 1218C ¢
na

50-559C ¢ adicic

e 500 ml, Esteriliza-se

u nutos. Resfria-se ate

-se 10% Ze susoenczo estéril Je gema de
2

ova, nhomoganiza-se e distribus-s2 28 2l en plecas de Pe-

tri o deixa-sz2 solivificer, A susparsao de nema d2 ovo 8
sresarasa ratirando-ss asgapilcamsnis 2 g2@a £ Ul 0vo
fresco, misturanuo-sg com ilgual volume de soluggo salina
esteril a 0,85

“eio de carne plcada

a) Composigaos: .
Infusso do CHresro = corasao JeH.l.) 1008 ml
Cloricreto de cisizoina b,u Q
Carme e el pilceda 200 »

A
o~



b) Preparo:

Prepara-se @

. ~ - v N N 4
infusac, adiciona~ss ¢ cloridreto de cisteie

na e distribue-se 5 ml an tubos contendo ¢,5 g de carne
de boi sem gordura, nicaca. Esteriliza~se a 1219C. duran=-
te 15 minutos em autoclave,
7. “eio de clara de ovo

a) Conmposicao: ‘
Infusao de cérebro 2 coracao (B.H.I.) 1000 ml
élara de ovo coagulada de 6 ovos
Cloridreto de cisteina 0,5 g

b) P:

. . 4
de cistelna

Prepara-se a infusao, agrega-s2 0 cloridreto
e padagos de clara de ovo cozide (0,5 g por tubo).fsteri-
liza-se a 12192C durante 15 minutos, em autoclave.

B. Nutriente-gelatina
a) Composigaoc: .
Extrato de carne bovina 3 g
Ceptona 5 9
Gelatina 120 g
Glicose 1 g
Cloridreto ce cisteina 0,5 g
-gua destilaca 1006 ml
b) Frecaro:
Acrzgam=s82 1728 ¢ ds gelatinz-nutriente Difco 2 os demals
ingradientes e 1000 #l uo agua cestilada, Anuece-se  ate
cissolver, Jdistribue-s2 5 ml por tubo e esteriliza-se em
aucaclavz a 12182C curantce 15 ninutos,
‘2, Cal:o glicosado )
&) Compcsiczos
Fosf

N
NG



l().

11.

[38]
e

iia

Glicase - ; 5 g
foua destilada 1000 ml
Preparo:

Dissolvem~se os ingredientes na agua = sistribuem-se 5ml
em tubos. Esteriliza-s2 cm autoclave a 1212C  durante 10

minutcose.

2io para indol (51)

io ‘para testar lipase (55)
» P S LA

Meio basal para testes de cavboidratos (57)

Le

-
~

@

s

Composigaon:

Agar nutrientz Difco ' 1000 ml

Amido solavel 0,2 a

Preparo: ‘ '

Dissolve-se 23 g de agar nutriente em 50C ml de agua e o

amicdo sollvel dissslve-se em outras 530 nl de égua.ﬂque-

ce~-se lentamente agitanzo, Depcis qus o anidfo estiver dis
alvido junta-seui0 agar nutriente e agusce-ss2 um pouco

mais. Desgpcja~-se em um frasco EZrlenmeyer e estereliza-se
A

g a 121eC Zurante 1% minutos. D=ixa-sa esfriar
tri

o
fos
®
i
[43]
¢t

slacas de Fetri s deixa-se

ite litmus Difco {(12)

ar urea Difco (10,12)

Agar de triplice aglicar e ferro Difca (T.S.I. azar) (12,19)

Agar ce peptonz = ferro Jifco (12,33)
igar ¢2 contagem em placas Jifce (G.T.L. agar) (12,63) .
“eio de carme cozida Difco {Cookad mosi mezdium) (12)



Reagentes

1. Agua oxigenada a 10%

2. Solucao de vermelho de fenol a 0,005%

3. Solugao alcoolica de vermzlho de metila

a) Composigzo:
Vermelho de matila
£tanol 95%

ﬁgua destilada

ACEMDICE

. L -’ .
4, Carboidratos em go Difco e HMerck

5., Revalador de nitratos

a) Composigaa:
Soluggo A
Alfa-naftilamina
ficido acetico 5N
Solugao B
ficido sulfaniiico
fcido acético SN

-

6. Zinco em po

0,1

30ca
200

1C0

125

ml
ml

N . ~ . ’ .
7. Reagantes ncrmalis usados na coloragao de Gran segunuc tecnie

ca de HUCKeET (61)'

8., Reagasnte usacdo para rev:zlar presenga de amido
+ + ¥

Alcool 957 e ocu solujac de lugol

9. Silica . gel 60 da ierck



100 nl

a-s2 .a 1219C por 15

rgao de l:1 esterili

10. SolugZo salina estéril (para diluigao de gema de avo)
a) Composigaoc:
Cloreto de sddio
Asua destilada |
b) Preparo:
Dissolve-se o sal na dgua e esteriliz
minutos em putoclave,
11, Vas-Par
Mistura de vaselina e n.rafina na Dropo
zada a 1219 C por uma hora.
12. Solvs=ntes para desenvolver placas de crumatografia de cama=-

da delgada.

a) Composigao:
Nepropanol
Acetato de =2tila

Agua destilaua

13, Reveladores de agécares
1 - Soluggo
a) Composigzo:
Dicromato de p

o
cido sulfurico 4C5
T

- Anilinz ftalaio "erck z=zm spray
- Sclucso (p.23% Thin=layar chroratoor
a) Composigao:
Witrato uz grata

o

Vs ’ . , . .
Hidroxido de socdio
a

4 . .
ngua destilada

ut
[%s}

6 parted
1 parte
3 partes

g
120 ml
.k, fZgon~=Gtalh)

g

23C ml

280 ml

9

2 ml



14, Reagente de Kgvacs

a) Composigao:

P-dimetil aminobenzaldeido : 5 g
flcool amilico o 75 ml
fcido clorfdrico concentrado 25 ml

15. Reagentes para ccloragao de flagelos

a) Composigao:

KAL(S0,), « 12 H,0 ou H,AL(S0,(, o 12 H,y0° solugao
'aqto§a saturada ) 20 ml

Acids "tamico (20% em solucao aguosa) 10 ol

fgua destilada 10 ml

flcool etilico 95% 15 ml
Fucsina bésica (solugso saturacda em alcool etilico 95%)-

3 ml

Qe tacpicasg utilizadiss fForanm ?SC”Cf:lCZT nara enoorc-

bios e, dentro do possivel utilizou-se meios prontos das marcas

Difco, Cxocid e BBL.
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