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RESUMO

1. Para se pesguisar a ocorrencia de . perfringens em produ

tos alimentares vendidos em Campinas, Sao Paulo, foram examinadas
50 amostras de carne moida de bovine, obtidas de mAquinas moedoras
de agougues, 50 amostras de carne de sulno, em pedagos, 50 amos
tras de corvina, 50 de frango j& cortado em pedagos, 35 amostras
de lingiiga fresca, 31 de salsicha e 31 de coxinha de galinha, to
das obtidas em diversos retalhistas, com excegac da corvina, colhi
da em atacadista.

As amostras, apos homogeneizacao, foram isoladas em placas
com &gar-sangue e a confirmagac do microrganismo foi feita no meioc
de WILLIS & HOBBS (1958).

Para a pesguisa do C. perfringens em carne bovina, suina,

frango e corvina, foram usados trés procedimentos: num, © homoge
neizado foi semeado diretamente em agar-sangue; noutro, a mesma sg
meadura fol feita depois de um aguecimento a B09C, por 10U min; e,
num terceiro, o homogeneizado foi inoculade em caldo de carne cozj
da, aguecido em banho-maria fervente, por 60 min.,incubado e de
pois inoculado em agar-sangue. A fregquéncia média de amosStras posi
tivas de carne bovina , nesses meios, fol de 10%, 2% e 4%, respeg
tivamente; de carne sulna, foi de 20%, 0% e 6%; 153%, 0% e 2%, para
frango; e 4%, 0% e 0%, para corvina.

Para a mesma pesquisa em salsicha, lingiliga e coxinha, foram
usados apenas dois procedimentos: num, nomogeneizades idénticos de
salsichas foram incculados diretamente em placas; e, noutro, enri
gqueciam-se primeiro os homogenelzados em caldo de carne cozida e

depois inoculava-se esta em agar-sangue. A fregiiéncia de amostras

ml_..



positivas foi de 3% e 6%, respectivamente. Identicos procedimentos
em lingiica evidenciaram 6 e 60%; e 3% e 6%, em coxinhas.

No sxame de 120 estufas e posteriormente de 118, que manti
nham produtos para pronto consume, encontramoes, respectivanente,
38,6% e 49,5% com temperaturas entre 309 e 489C, condigac esta fa

voravel ao desenvolvimento de C. perfringens.

2. Tendo ocorrido uma intoxicagdoc alimentar num  refeitdrio,
foi distribuide um guestionadric a parte de 2,016 pesscas que toma
ram a refeigac. O inguérito revelou gue 88,2% das pessoas tiveram
diarreia; 74,2%, dores abdominais; 16,1%, tonturas; 14%, prostra
cdo; 9,7% nduseas; B,6%, vomitos; 6,5%, febre., A mediana do tempo
de incubagac foi de 13 horas. A duragao dos sintomas foi de menos
de 24 horas, em quase todos os doentes.'ﬁ contagem de C. perfrin
gens nas fezes dos deoentes fol maior do que & das pessvas n@rmaist
0 alimento mais suspeito de ter causado a intoxicagao foi uma maio

nese, cujos principais componentes eram corvina e batata.

3. Em face das dificuldades na evidenciagao da lecitinase,
atraves dos processos até hoje descritos, procuramos obter um nove
meio. No presente estudo, foram comparadas guatre culturas de (.

perfringens: no meioc de WILLIS & HOBBS (1958): no mesmo, modifica

do por HALL et al. (1969); e no meio de WILLIS & HOBBS, por nds mg
dificado. 50 neste Altimc as quatro culturas mostraram a reagao de

jecitinase, de forma clara, indubitavel e em apenas 24 horas.



1. INTRODUGAD

1.1l. O OBJETIVCO DESTE TRABALHO DENTRO DA SITUAGEO HISTORICA

Muite embora ¢ agente da gangrena gasosa j& tivesse sido deg
coberte, somente em 1895, pela primeira vez, foil relacionade a uma
deoenga caracterizada por dores abdominais, diarréia e vimitos pou
co comuns. KLEIN,; que descreveu dois casos destas deengas, apareci
das num hospital, isolou nas fezes dos pacientes ¢ nicrorganismo
{fapud 81i}.

Em 1899, ANDREW (6}, no seu trabalho, cita trés surtos de
diarréias spidémicas de curta duracac, gue apareciam de noite, sem
forma alarmante na maioria dos casos, quase sempre sem vomitos, mas,
em alguns casog, Com mUco e até sangue nas fezes. Achou que a ocor
réncia era "provavelmente causada por infecgdo por pudim de arroz

feito de leite portador de Bacillus enteritides sporcgenes”. Esse

germe, gue ANDREW examinou, juntamente com ELEIN, nas fezes e no lei
te gue chegava ac hospital, era anaerdbio esporulado. Tomando a
temperatura a gque era submetido o leite na cozinha, verificou que
a meédia era de 90 a 329C e nunca excedia 989C, o que o levou a
concluir gque, sendo os esporos resistentes aoc calor de
1009C, poderiam resistir ao aquecimento e passar para a  alimenta
¢cdo das pessoas, sem serem destruldos. E considerava ainda TUe,
existindo como saprofito, a cocgdo do leite podia eliminar o5 ou
tros concorrentes ou ainda conferir a este microrganisme um  poder
toxico. Masg isso, afirmava, era "um grande e promissor campo para

futuras pesqguisas”®.

Em 1943, ENOX & MACDONALD (%3) relataram que um molho de came

e



provocou diarréias e vOmitos em pessoas, duas horas depois de almo
garem ou ac fim da tarde. O molho tinha sido preparado de véspera
e deixado na geladeira, em recipientes de dois galdes e *o mais es
pantoso”® era que a sua temperatura s tinha baixado a 25,5%%9C. no re

frigerador. Constatou também que © molho continha 30 a 50 milhdes

de Clostridia por centimetro clibico e ndo tinha aerdbics. Os Clos
tridia que este autor isolou nzx0 eram sSampre OS MESNOS, mas en

dois casos existia o Clostridium welchii, sendo uma das estirpes

toxigena e a outra naoc.

Fora da Inglaterra, McCLUNG, nos Estados Unidos da América do
Norte, em 1345, degcreveu guatro surtos de intoxicagao alimentar
com & mesma sintomatologia dos da Inglaterra, ocorridos depois da
ingestac de frangos com molho, preparados de vespera. Neste, sem
pre encontrou um microrganismo gue mostrava as reagoes do  Clostri

-

dium perfringens. Embora ¢ trabalhe nao merecesse a devida atengao

na época, anotou este autor o gue hoje & tido como muito importan
te, isto &,que 0% surtos pareciam ser eliminados com cuidados de
limpeza da cozinha e com a fervura do molho antes da ingestao. Mg
CLUNG nao conseguiu demonstrar a produgao de toxina em ratos e co
baias e conclula gque o fato de aparecerem os citados microrganis
mos nos alimentos ndo significava nacessariaéente gque fossem 08
causadores da doenga, porgue eles eram ublguos (107).

Todos estes casos, em regra nac mortais, inclusm-se hoje no

tipo A do Clostridium perfringens, mas, na Alemanha, de 1%47 a 1949,

apareceram casos mais graves, caracterizados por enterites hemor

ragicas e algumas mortes, outras vezes sO diarréias  acompanhadas

de dores abdominais. Nestes casos fol isolade o Clostridium per

=

fringens das fezes e das lestes intestinais, o gual, mais tarde,

- —



velo a ser colocado como tipo F e depois como C {79, 8l, 163). cCa
505 semelhantes, relacionados com a ingestdo de carne de porcos pe

los indigenas de Papua, Nova-Guind, em 1966, tambdm foram inclul

dos no tipo C do Clostridium perfringens (117, 118}, como o foram

casos da Austrilia e Uganda, também em 1966 (71).

Em 1953, estabeleceu-se um marco cientifico no estudo de que
nos ocupamos, gquando apareceu o trabalho fundamental de BETTY O,
HOBBS com mais guatro colaboradores (8l). Apresentavam surtos da
Inglaterra e Pals de Gales, aparecidos entre 1949 e 1353. Os auto
res apontaram valores das contaminactes em alimentos e em fezes de
pessoas normais e doentes, fontes da infecgao, morfologia das cold
nias e do microrganismo, experimentos em homens, modo de infecgao,
a toxicologia e a sorclogila, o gque tornou indubitavel a etiolo
gia da deenga. O microrganismo, devido i fraca poténcia de toxina,

a, &s falhas de produgadc de toxina teta e & producdo varijvel de

hialuronidase, levou~csg a inolul-lo no tipo A de Clostridium per
fringens, onde ainda hoje permanece, apesar da termorresisténcia
gue apresenta.

Em 1959, MCKILLOP, em Glasgow, apresentou cascos de intoxica
gao provocados por ingestdo de frangos pré-cozidos, em que o Clos

tridium perfringens era hemclitico § e termossensivel {107).

Em 1963, HALL et al. (59) conclulram gue muitos microrganis
mos igolados de taxi-infecgbes alimentares, nos Estades Unidos.eram

Clostridium perfringens sensiveis ao calor, pertencentes ao tipo A

classico (59, 92). SUTTON & B. HOBBS também comprovaram a existén-
cia dessas estirpes na Gra-Bretanha, em 1966 o 1867 (168), e na mes
ma altura a mesma observagao fol feita no Canada (75).

Se bem que houvesse comunicagoes epidemiclbgicas oficiais so
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bre o C. perfringens desde 1359, nos Estados Unidos, ainda em 1962

se lamentava que, fora da Gra-Bretanha, pouce interesse se tivesse
devotado até& entao ac microrganismo, poer ser anaerdbic de diflicil
estudo, por falta de meios adeguados de isoclamento e também porgue
s poucos laboratdrios se dedicavam ac seu estudo. Isso fazia com

gque surtos com sintomas gue inculpavam ¢ . perfringens nac fossem

identificados comeo tais (7). De apenas qQuatro surtos registrades
em 1959, passou-se a 29 em 1967 e 56 em 1368, com 5.966 casos e
15.698 pessoas em risco (35). Nesse ano de 1268, num banguete ofeg
recido a 1.800 pessoas, 560 adoeceram por essa causa. A situagao
comegava a esclarecer-se: diminula o nimero de casos de etiolo
gia desconhecida, os guais eram ocupados, entac, pelo C. perfrin
gens; este, de terceiro ou guarto microrganiszmo em importéncia:
passava para segundo em surtos, em 1968, mas primeirc em nimero de

casos (49,4%) {35). Em 1970, nos Estados Unidos, 29%9,7% dos cascs

de toxi-infeccles alimentares foram atribuldos ao C. perfringens,

20,4% a Salmonella e 19,8% a Staphylococcus (28).

Na Inglaterra, desde a década de 50, ia se sabia que o germe
era o grande responsavel por toxi~-infecgoes alimentares e, em 1968,
foram notificados 56 surtos, envolvendo 6.000 pessoas (163). Ja
s& observara, em 1963, que o nimero de casos ultrapassava agueles

ccasionados por Salmonella, que era, até entac, o primeiro {78} .

Em 1970, na Inglaterra e rale de Gales, eram notificados 32 surtos,

envolvende 1.263 pessoas, estando o €. perfringens, nesse ano, clag

sificado em segundo lugar, depois da Salmonella (80).

Na Inglaterra e Pals de Gales, muito embora haja 62 laboratd
rios pertencentes aos "Public Health Laboratory Service” e existam

laboratdrios nas proprias indlistrias, n@o havia, até 1973, padrces

—f— .



microbioldgicos para C. perfringens. Seu nimero, todavia, come ©

de Escherichia colli, era considerado importante, sendo os varios

resultados obtidos através do tempo comparados, para — COMProOvagio
da eficdcia dos processcs de limpeza aplicados & indistria de ali
mentos {(80}.

Nos Estados Unidos, porém, o Estado de Oregon estabeleceu pa
droes para contagem global e de E. coli e impds os testes para (.

perfringens, embora nac fixasse padrées para aste microrganismo

{136} .

Mo mesmo pals, para refeigoes usadas em viagens estratosféri-
cas, em conseguéncia da diminuigac da convexdo e condugac e da
fonte de calor ser de 69,49C, os alimentos sac elaborados cuidade
samente; dos estudos sobre tempo de geragac, limitou-se o nimero

de C., perfringens a 100/g, dado que os alimentos ou sap desidrata

dos ou congelados e ficam aguecidos 3 temperatura da multiplicagao
do microrganismoe, no maximo duas horas, antes de ssrem consumidos
{15}1.

Em 1975, o Canadd estava elaborando uma lei com padrces para
carne moida e serd um dos primeiros palises a possulrem tal regula
mentagdo. Para carne bovina molda e nac congelada, prevéemse nomaxi
mo 10.000.000 de microrganismos p/g, 100/g de E. celi, 100/g de

Staphylococcus coagulase positivos e 0 de Salmonella (47}.

Entre nds, no Estade de Sdo Paulo, o Decreto n9 52.504 de 28
de julho de 1970, em NTAL, estabelece: "a carne exposta 4 venda co

mo carne crua, preparada ou moida, nao devera conter Micrococous

pyogenes variedade aureus em 0,1 g; Proteusg em §,01; Escherichia

coli em 0,001; Streptococcus faecalis em 0,001; Clogtridium sulfi

to-redutor em lg; nimero total de bactérias vivas mesdfilas  aerg

-7



bias saprofitas no maximo 500.000 por 1g®.
No Brasil, no entanto, nao conheciamos qualguer estudc ou pu

blicagao a respeito do C. perfringens como agente de  toxi-infeg

¢oes alimentares, até 1971. Por isso, nesse ano, iniciamos nossc
trabalho, com o intuito de avaliarmos se ocorria a contaminagao de
alguns produtos habituais da alimentacac, bem como tentarmos obter
guaisquer outras informacoes adicionais, gue pudessem situar © pro
blema entre nos.

Considerando as dificuldades de importagao, proguramos montar
um laboratdric, o maximo possivel com recurseos nacionais, me smo
sendo necessario adaptar ou criar aparelhos, embora tendc em vista
que a primeira elaboracdo dum equipamento & muitas vezes deficiente
e a testagem pode levar a modificagles demoradas. A  COmpensagac
desse trabalho seria a de podermos, no futuro, oferecer meios  f&
ceis, acessiveis e imediatos para a pesguisa em institutos e indis
trias nac tao bem aparelhadas.

0s primeiros isclamentos foram feitos em 1871 e o acerto da
montagen dos aparelhos e o estudoe das reagtes foram feitos sobre
275 amostras de alimentos {carne de vaca, boi, frango, salsichas,
coxinhas de galinha, croquetes, lingllicas, quibes,”esfiha”, mortade
la, sardinba) e fezes humanas. A este nimero de amostras devem adicigp
nar~se multiplas repicagens e testes de evidenciacao da prova de
lecitinase, melhora das condi¢oes de anaercbiose, a inesperada ini
bicao de desenvolvimento gor uma neomicina que nos forneceram e o

controle das guantidades de amostra a homogeneizar.,



1.2. REVISAC BIBLIOGRAFICA

1.2.1. Morfologia do Clestridium perfringens e caracteres das

colonias

O Clostridium perfringens (VEILLON & ZUBER} HAUDUROY t al.

m— b

(20) & um bacilo de extremidades arredondadas (17, 187) ou  aguga
das (31), reto, de 0,9 a 1,3 por 3 & 9 micra, podendo, em meios
convenientes, come © caldo de carne cozida contendo 10% de Bangue
integral, produzir uma c3psula bem evidente (21, 77, 187). £ gram
positivo, imdvel & os esporos sac subterminais, raras vezes situa
dos no centro do bastonete. Nio s30 muito incomuns formas vegeta
tivas em filamentos longos, formas cocdides pequenas e is vezes ag
sociadas, formas de bacilos alongados e chelos, mal corados, todas
podendo aparecer em fase de esporulagaoc (81).

Em agar-sangue, as coldnias sac geralmente circulares, intej
ras, lisas e poucas vezes rugosas, as vezes umbilicadas com perife
ria chata, mostrando estriagCes radiais, sem tendéncia a espalha
rem-se; as formas translicidas sao nao esporuladas, mas QUOrren
formas opacas gue sao esporuladas; o tamanho das coldnias varia
entre 2 a 5 mm, podendo ser menores (26, 42, 76, 77, 81, 83, 187).
As coldnias rugosas apresentam~se &s vezes com limites qual folha
da parreira (3;).

As colonias diferentes apresentam diferencas sorcldgicas e as
semelhantes tém comportamentos soroldgicos iguais (60).

Og trabalhos iniciais s8 mencionavam estirpes ndo hemoldticas
e gue podiam, depois de alguns dias, apresentar palida hemOlise em

sangue de cavalo. Com a descoberta de gue as estirpes termolibeis



também eram causa da doenga, a situagao foi revista em 1968 e o i

po A de C. perfringens foi dividido em: 1) estirpes c¢lassicas, he

moliticas B em agar-sangue de cavalo, que formam esSporus raramente
resistentes a 1009C por mais de 10 minutos; 2) estirpes nioc hemoll
ticas, resistentes a 1009C, por mais de uma hora, gquando em
caldo de carne cozida, e gue sO produzem tracgos de lecitinase; 3)
estirpes sensiveis ao calor, ndo hemoliticas, produtoras de gquanti
dades variaveis de lecitinase (82).

Ha, contude, muitos casos de sobreposicio entre as trés cate
gorias e ha registro de casos excepciconais, dos guais se resumen
alguns: coldnias hemoliticas B, asporuladas, deram coldnias hemoll
ticas B esporuladas, com a forma de ovo estalado, e os esporos, apa
recidos em Aagar-sangue, mantiveram-se por varias culturas; estirpe
hemolitica B & resistente ao calor produziu em subculturas cold

nias hemoliticas 8, lisas e nao esporuladas e também deu sutras

nao hemoliticas e hemoliticas, esporuladas, varidveis em tamanho,
forma e textura; e um simples esporo produziu cinco tipos diferen

tes de coldnias (82).

0Os efeitos hemoliticos em agar-sangue nac sao perfeitamente
consistentes e podem variar com as sucessivas produgoes do meio
{25); e, mesmo, se esses efeitos nido aparecem no primeirc dia, po
dem tornar-pge visiveis, se se deixarem as placas a temperaturs am
biente mais ou menos por guatro horas, depois de salrem da incuba
gdc em anaerobiose (5%). Também podem as colonias nac ser hemoliti
cas no primeiro isolamento e virem a sé-1lc nas repicagens subse
guentes (81l). Também se tém observado estirpes iscladas de alimen
tos gue produzem menos guantidade de lecitinase e sac menos hemno

1iticas do que as gue provém de fezes ou solo {148). Este polimor
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fismo de comportamentc deste génerc torna seu estudo mais dificil

e mencs atraente para alguns pesquisadores.

1.2.2. Esporulagadc e Resisténcia ao Calor

Duma forma geral, a esporulagdo é dificil de se obter em la
boratdric e, para se conseguir, necessitam-se meios especiais. Eg
pontaneamente & dificil de se cbter, embora haja estlrpes excepcig
nais que a possam produzir. Um meio de esporulagdc muitc usado g o
de ELLNER (43). Este meio d& pequena porcentagem de @sporos e o
gque se obtém podem ser atipicos e diferentes dos esporoes produzi
dos em outros meios (163). A melhor temperatura da esporulagac &
entre 37 a 409C, sendo que abaixo de 329C ou acima de 409C $6 algu
mas estirpes esporulam (130). Os meios de KIM el al. (81} e o SEC
(7) {vide guadro V, p.52 sio inferiores, embora este permita ok
ter uma boa porcentagem de esporos resistentes ao calor (41). Po
rém, o melhor meio conhecido até esta data & o de DUNCAN & STRONG?*
(413, Os resultados com este melo podem ser melhorados, scbretudo
para estirpes sensiveis ao caleor, se se realizar um agquecinento
prévic & germinagac (a produgac de esporcs no melo aquecido e nao
aquecido guarda a proporgac de 2.000 para 1)} e, ainda, se se subsg
tituir a peptona por protecse-peptona (1) .

A esporulagdc no intestino realiza-se facilmente e nas fezes
a percentagem de esporos, entre as células, & muito variavel, PO
dendo ir de 0,04 até 100%, sendo aguelas formas de resisténcia qua

se ansentes numa dieta de Lactabacillus acidophilus, leite e lac

tose (25).

* Comunicagdo pessoal de H. Riemann
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Desde os estudos de HOBBS, B.C. et al., em 1953, vem sendo re
petido que a esporulagao nac se di em alimentos cirneos. Todavia,

em 1872, congeguiram-se altos niveis de C. perfringens esporulados

em carne bovina assada, carne molda com molho cremoso, peru e ]
bretudo em hamburgos, gue, depois de cozinhados e inoculados COm
formas vegetativas, foram colocados a vacuo, em sacos de polietile
no laminado, com baixa permeabilidade ao oxigénic e incubados a
259C ou 469C ou, de preferéncia, a 379C (34). As estirpes resisten
tes ac caler 580 menos comuns que as termossensiveis, embora sstas
nao se encontrem nos primeiros trabalhos, devide nidce s& ac fato de
serem mais facilmente destruldas nos processos culinirios, mas, s8¢
bretudo, porgue as técnicas entac usadas nac as detectavam. A sen
sibilidade ao calor destas Gltimas pode nao ser grande e ag estir
pes apresentarem Dg, na carne igual a 60 - 200 min (168); mas, en
tre as resistentes, h@ as gue suportam muito mais calor, como foi
o caso de uma isolada por HOBBS, B.C. et al., em 1953, gue ndc re

sistia a seis horas de fervura, mas resistia a cinco; e outra ag

tirpe que resistiu & aglo do vapor durante uma hora, mas nao & au

A

toclavagen a 1179C por 10 minutos (81).

Esta resisténcia dos espores varia até dentro da mesma estir
pe. Verificou-se gue, em certas estirpes, antes da ingestac experi
mental, s¢ 0,1-0,2% podiam scobreviver & temperatura de 1009C duran
te 4 minutos, enguanto gue, depois, tinham uma resigténcia maior
{75). Também ha o5 Cascs em gue a resisténcia & devida & concentra

4 de microrga

5

¢ac microbiana, como num cbhservado em gue 1,4 x 10
nismo resistiram 10 minutos a 1009C, na concentragao de 1,3 x 10
guase atingiam 20 minutos; e suportavam 8 horas a 1009C, se a con

&

cemtraqﬁc era de 1,8 = 10 (26). Também varia a resisténcia, segun
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do os meios usados, como no caso do fosfato tampdo, gue aumenta a
resisténcia (57). Porém, sempre se deve considerar a interferéncia
de cutros fatores, COomo a presenga de dgua, © pH, certos catides, a
idade do microrganismo e substdncias guimicas (13). Experiénciasg
mostraram gue esperos com resisténcia ao calor perdem-na, guando
a carne que os contém & aguecida a 709C por 30 minutos; mas nac a

perdem, sensivelmente, em caldo reforgado para Clostridia (10). Ve

rificou~se em 1975, para seis estirpes, gue a temperatura na gual
os esporos se formam nio tem influéncia na sua resistencia térmica,

embora as estirpes variem entre si na suscetibilidade do calor

{(130). Com temperaturas mais baixas, 05 esporos guase nac sac afe
tados, mas as células vegetativas, a 59C, 109C e 159C, sac reduzi
das numericamente a 1/3, ac fim de 13 dias; e a 19C sac reduzidas
a 1/5; a temperaturas abaixo de zero, na carne bovina a pH 5 a 8,
sio destruldas muitas células vegetativas a 59C, mas s20 menos deg
truidas a 209C; guantc aos espores, sofrem pegueno decréscimo a
209C, mas a 59C sofrem um pouce mais (10). A ~ 17,79C, a Tecupe
ragac de caélulas vegetativas contidas num molho de frango, farinha
de trigo, leite em pd desengordurado e sal, era de 4,29%, no maxi
no, ao fim de 20 dias, e 3,69%, ao fim de 180 dias; mas, se 05 &g
poros eram tratados cam solo e secos, & sobreviveéncia era de 37,9%
e 10,9%, respectivamente (183). O choque frioc sobre as celulas faz
~ge sentir mais na fase exponencial, enquanto gue na fase estacio

niria as célulag sao mais resistentes e mostram menor letalidade

{175 .
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1.2.3. Reagac de NAGLER

Quande wn microrganismo produtor de lecitinase €, como, por

exenplo, gualguer tipo de C. perfringens, cresce em meio contendo

lecitina, a enzima solfivel difunde~se a partir das colbnias, ataca
aquela substBncia na ligagao glicerpl-fosforilecolina e cinde-a em

fosforilcolina e em diglicerideo.

MOLECULA DE LECITINA*

CHzO - €O . R

CHO . CO . R!

i

[ 0

I

l ! N

CH L e - - - ]
2O ? O CH2 CH2 N (CH3)3
///ﬁ E

lecitinase OH

Fig. 1. Local onde & atacada a lecitina.

Forma—-se, assim, um precipitado, composto principalmente de
proteina tornada insoliivel, cujo resultado visivel & o aparecimen
to de um halo opaco & volta das colonias (187}). Originalmente, eg
sa reagac observada por Nagler, era feita em meio de cultura con
tendo soro humano, mas, mais tarde, verificou-se gue um meio, con
tendo 5 ~ 10% de uma emulsao feita com uma gema de OVe & igual
gquantidade de solugac salina {108, 185), produzia uma teaq&m for

te‘v

* Transcrito de 187



A lecitinase é excretada pelas células para o meio gue contém
o germe, porém as estirpes gue produzem esta didstase em peguena
gquantidade retém aproximadamente 50% dessa substancia dentro das
células (30). Sabe-se gue as boas condigoes ﬁara multiplicagao do
microrganismec nao SA0 necessariamente as mesmas para a  produgao
da lecitinase (118)}).

A extansac do hale de lecitinase varia de estirpe para estir
pe, de harmonia com a produgdo de toxina o que lhe & propria (119,
188}, tendo sido verificada uma relagac inversa entre a resisténcia

térmica do C. perfringens e a atividade da lecitinase. &ssin foi

verificado gue & menor a atividade nas estirpes resistentes ac ca
lor e maior a atividade de lecitinase nas menos resistentes (185).
De tempos a4 tempos, OCorren variagoes dentro da mesma estirpe (188),
embora se tenha verificade que, em alguns casos, a pradugio de le
citinase n@c se alterava mesmo depois de doze transferén
cias diirias da cultura (185). Varios autores acham que o calcio é
necessaric para a atividade da lecitinase e a Stima atividade des
ta dependeria Ga natureza do tampaoc (88).

Hi que considerar ainda a existéncia de estirpes nao  toxige

nas de C. perfringens, que, portants, provocam reacoes de Nagler

negativas (180} . Quandc as placas que foram incubadas em anaerobio
se sao postericrmente mantidas no ambiente de asrobilosze, aparecen
zonas adicionais externas, a volta da opalescéncia primitiva, sem
demarcagées pem nitidas, mas apresentando ¢ limite externo de tom
mais intensc gque o restante da area opalescente (108, 190).

HA Cleostridia gue necessitam varias passagens em caldo de car

ne molda e cozida, para produzirem a reagae caracteristica de leci

tinaze (182):; da mesma forma podem produzir essa reacao por transfe
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réncia, com intervalc de 6~8 horas, em caldo de soja~tripticase
{B.B.L.} wom 1% de proteose-peptona n? 2 (Difco}, a pH 6,7 (102).

Além de espécies do género Clostridium (. oedematiens, C.

sporogenes, C. haemclitycum; C. botulinum, etc.j, também outros

miororganismos apresentam reacgao de lecitinase, como 0O Bacillus

lacticola, B. tumefaciens, B. megatherium, B. cereus, B. mygoides

e espécies aerdbiasg ﬁa'qénera Actinomyces ¢ Aspergillus {(104).

1.2.4, Atividade da Lipase

As lipases dos Clostridia nao cindem compostos gordurcsos oo

me a lecitina, mas consaguen esta agée sobre gorduras livres exis
tentes na gema de ovo, produzindo glicerol e acidos graxoes, subg
tancias insoliiveis no meio de cultura e algumas outras com pontos
de fusao acima de 379C. Assim, produzem opacidads ne meio, usual
mente sO na parte inferior das colonias, pelo gue este fendmeno
se diferencia da reacgac difusa da lecitinase. Complementarmente, os

Clostridia lipoliticos tambeém produzem uma pelicula com brilhe de

madrepérola, gue cobre as coldnias e ds vezes se estende além de
las, mas pouco alem (187).

Além destas distingtes em relagaoc ac halo de lecitinase, acres
cente~se gue este 314 se observa em 24 horas, ao passo gue a ativi
dade da lipase demora 48 horas para ter a maxima evidéncia e, ain
da mais, a pelicula de brilho aparentando madrepérola pode ser pog
ta a flutuar sobre agua gue se deite na placa de meio com gema de
ovo {187)}. Com tripsina, que dissolve a opacidade criada pela leci
tinase, ou usando uma solugdo saturada de sulfato de cobre, que da
aos scidos livres uma cor verde-azulada, pode-se também fazer a

distincao entre as duas reagoes enzimaticas apontadas (83).
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A opacidade restrita e a pelicula com brilho de madrepérola,

duplo aspecto resultante da atividade lipolitica, sao produzidas

pelo C. sporogenes e pelo C, cedematiens tipo A, mas este ainda
produz lecitinase, sendo, sob este triplice aspecto, o Unico entre

os patogenicos (187).

1.2.5. Mecanismo da Agac do Germe

Desde os estudos de 1957 até ao fim da década de 60 nao havia

gvidéncia da formagao de enterotoxina pelo {. perfringens. Admitia

-3 gue somente grandes guantidades de microrganismos deveriam ser
ingeridos para produzirem a sintomatolegia da doenca (78, Bl). Ad

mitia-se ainda que a lecitina dos alimentos podia ser hidrolisada

pela fosfolipase produzida pelec €, perfringens, com formagao de
fosforilcolina gue produziria diarréia. Isso se provou em animais
e nac no homem (78), mas, posteriormente, também neste se conse
guiu provocar a diarréia (40, 82). Tambem ningudm conseguia repro
duzir, em animais e no homem, ©s sintomas de doenga, administrando

filtrados de culturas de C. perfringens contendo as toxinas entaoc

conhecidas (82). Admitia-se gue havia uma relagao entre a toxigeni
cidade das células vegetativas e a resisténcia ao calor dos  espo
ros; e gue as estirpes com alta producac de lecitinase teriam gran
des variacbes, de experiéncia para experiéncia {120} e gue as  que
produziam pouca lecitinase eram freglientemente produtoras de doen

9 & 6 x 10° de cilulas vegetati

¢a, pois, administrando~se 4 x 10
vas com leite fervido, cinco pesscas apresentaram a gintomatologia
& sete cordeiros também a apresentaram de forma suave, embora a

estirpe empregada g5 tivesse tracos de toxina o (66, 81), No decurso

das experiéncias, guando se produzia a doenga no homem ouU no cor
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deirc, & imunizagao com sore contra a toxina o nao  impedia sua ing
talacao (82).

Em 1969 admitiu-se gue o fator toxico estava localizado nas
células e no meic de cultura {(141). Nesse mesmo &ano conseguiu-se

provocar diarréia em coelhos, com injegdo de C. perfringens no 14

mem intestinal do Ileo, mas ndo se a obtinha por via oral, o que
ge atribula a fatores antimicrobiancs do estOmago; admitia-se que
as possibilidades de se obter diarr@ia dependiam do nimero de célu
las e da forma como se obtinham, sendo a melhor guando se inocula
va um meic de esporulagao (39, 52). Loge a seguir, em outro traba
lho esclarecia-se mais o problema, pois obtinham-se diarréias e acil
mulo de fluido no lleo, ndo sb com extratos de células, mas também
com filtrados sconcentrados de cultura (40). Provou-se que existia,
nas duas formas de injecdo, um fator tdxico sensivel ao calor de
6090C durante 10 min., mas nao de 559C durante 5 min. Assinalou-se
gque extratos produzidos a partir de tioglicclato fluido inoculado

com €. perfringens nac provocavam aumento de 1iquide ne ileo, mas

este liquido se obtinha se se partisse de um meio de esporulagac
inoculado; chservou-se tambem que o fator toxico era ativo ao fim
de 5 dias de armazenamento a 379C, 49C ou ~21¢C (40). O pH entre
£,0e 11,0 nio o afetava, mas havia completa perda a pH 1,0 e 12,0
entre 3,0 e 5,0 havia alguma atividade; a tripsina, lipase bacte
riana, lipase pancreatica e amilase nac © inativavam {40), mas a pre

nage e protease de Bacillus gubtilis inativavam-no (51). © fator

pesquisado -~ a enterotoxina - & antigénico, presta-se ac  preparo
de sorcs antitdxicos em coelhos (S1). Pode manter seu poder toxige
no no estomago, se estd presente em grandes guantidades de alimen

tos, pois estes funcionariam como elemento tampac (51). Sape-se,
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ultimamente, que a enterotoxina do tipo C de . perfringens € iden
tica a do tipo & (154). H

As possiveis enterotoxinas (128) ou a enterotoxina sdc prody
zidas nos meios de esporulagdc e nao aparecem nos meios asporogéni
cos (32, 38, 42} & voltam a ser produzidas quando os mutantes aspo
rogenicos reverfem a forma esporogénica (51).

Sao de esperar-se grandes progressos no futuro, pois o estudo
da enterotcxina pode ser feito no cachorro (11} e no macacc (38).

A esta altura das pesqulsas, estava provada a existéncia du
ma toxina, mas, nac cbstante estar evidente a etiologia da doenca,

ainda se classificava o C. perfringens como uma infecgac, em 1371,

admitindo~se, parém, que, provavelmente, seria uma intoxicagéo (8},

Conclula~se em 1971 que as discrepancias havidas até entdc se
deviam, em grande parte, ao fato dos investigadores nac terem oh
servado se as células se encontravam em fase de esporulagac ou nao
e acrescentava-se que a enterctoxina gue se forma nos micrébios,
no intestino, se liberta apbs a lise dos germes, causandce aumento
de permeabilidade capilar, vasodilatagao e movimento do fluide no
intestino (693 . Ela tambeém provoca eritema na pele da cobaila e le

talidade no ratinho; o soro ohtido do coelho imune neutraliza &g

-

888 agaes, enquanto gue as antitoxinas gque costumavam existir nos

soros para diagndstico especifico dos tipos &, B, T, D, B, de C.

perfringens nao as neutralizavam {(161).

0 antissoro produzide em coelho neutraliza a entercotoxina "in
vitro", mas © anticorpo circulante "in vivo" tem pouco ou nenhum
efeitec sobre as enterotoxinas do limen intestinal (51, 63%), embora

exerga agaoc scbre as gue entram na corrente sanguilnea (69).

No meio de esporulacac de DUNCAN & STRONG, a enterotoxina per
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manece no interior das celulas nas primeiras 6 horas (178), aumen
ta até 10-11 horas, quando as primeiras toxinas extracelulares co
megam a aparecer (51), e podendo continuar dentro das células por
16 horas ou mais (178). A extragac da enterotoxina por tratamep
to sbnico realiza-se principalmente & horas apds a semeadura (178).
Um chogue térmico de 759C por 15 a 20 min. ow a exposigdc das cély
las a tratamentc sdnico suave, antes de se introduzirem no meio de
esporulacgao aumenta o teor de enterotoxina (51). Oéorrem variagoes
do teor da entorotoxina com a esporulagdo, bem como:cam as diferen
tes estirpes e, como se conhece ja que hd formagac de esporos em
churrasco de frango e hamburgos fechados em vacuo, tambem pode
ocorrer a formacac de toxina em produtos alimentares & preparados
{51, 52}.

¢ grupe de investigadores de Davis, na California estudando os
anticorpos de estudantes brasileiros, verificou gque estes tinham
titulos mais elevados gque os do local (31). Verificaram também que
pessoas empregadas na sala de abate em Belo Horizonte tinham titu
los maiores gue o5 empregados em outros locais do matadourc, aléem
de gue o gado revelava altos titulos*. Ainda verificaram que 75%

dosg tipos A de C. perfringens isolados de fezes ou carcagas de bo

vinos, 60% das estirpes isoladas de fezes de aves e 50% das do ho

mem produzem enterotexina (51},

* Comunicagao pessoal sobre manuscrito a publicar de BRANT, P. C.;

FRANTI, C. E.; TORRES-ANJEL, M. J.; BEHYMER, D. & RIEMANN, H.
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1.2.6. Reagbes Sacarolliticas e Proteollticas

Ugam—se aqﬁcares {especialmente glucose, sacarose e lactose) a
1% em agua peptonada, como mais uma forma para diferenciar  espé

cies do género Clostridium.

0 uso dos aglcares, por um lado, e de um meio para ver a ati
vidade proteolitica, como o Agar~leite a 10%, por outro lado, permi
tem uma divisdo em sacarcliticos, em proteoliticos e em uma coisa

e cutra conjuntamente, como mostra o quadro I.

QUADRO I*

DIVISAQ DE CLOSTRIDIA, SEGUNDO AS SUAS PROPRIEDADES

PROTECLITICAS E SACAROLITICAS

SACAROLITICOS E proTEOLITICOS SACAROLITICOS IRATIVOS
PROTEOLITICOS
C. bifermentans C. histolyticum C. perfringens C. tetani
C. sordelli C. oedematiens B
C. sporogenss C. oedematiens A
C. septicum
C. tertiun

* Transcrito de (187).

O €. perfringensg e o C. tertium, classificados como altamen

te sacaroliticos, fermentam a glicose, sacarcse, lactose e maltg

se {quadrc II, p. 22) e pode-se ver gue todos os Clostridia apre

sentados no quadro I como proteoliticos e sacaroliticos, fermentam
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50 a glicose e maltose, pelo que se pode estabelecer gue os  Clos
tridia fermentadores da lactose raramente sao fortes protecliticos
{187). A maltose & o aglcar gue permite maior formacic de gis pelo

¢. perfringens €,se atribuirmos & glicose ¢ pardmetro 100%, a mal

tose sera 101%, a frutose 55% e a sacarcse 45% {1397,

i.2.7. Sorologia

Desde a altura em gue se estabeleceu gue © C. p2riringens era

um dos agentes das toxi-infecgoes alimentares, tem~se tentado re
correr ac auxilio da sorologia para a diferenciagac de estirpes
que eram indistinguiveis pelas propriedades bioguimicas ou toxicg
1égicas.

A forma comum de preparacac de soros & aplicarem—se, endoveno
gsamente, $¢i$ sucessivas e crescentes doses de suspensdo bacteria
na em coelho, com intervalos de 2 a 3 dias {74, 8l). Os testes de
aglutinagio, 34 em 1953, HOBBS, B. et al. (81} os faziam em laminas
ou em tubos, com incubagac de 4 horas em banho-maria a 43-439C e,
depois, deixados 18 horas ﬁuma sala fria e mais 2 h, em outré, a

temperatura amblente.
BETTY HOBRS tinha preparado, ja em 1967, dezessete tipes soro

1ogicos 80 para estirpes de C. perfringens resistentes ao calor

{168); em 1968, dezoito (e vinte nao resistentes ao calor); e, em
1873, o numerc dos resistentes ao calor 33 tinha aumentado para
mais de vinte®.

Nog Estados Unidos, em Atlanta, no "National  Communicable

Disease Center®, 32 havia 78 antissoros, em 1969 {17).

* Comunicacaoc pessoal de BETTY HOBBS.
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Estes numeros continuaram aumentando, em virtude de noves &g
rotipes que apareceram dentro do mesmo pals, bem como em cutros.
Em 1966, agrupando-se estirpes de diferentes partes do mundo, obti
veram~-se 57 lotes de antissoros e verificou-se ainda que 8o um ter
co das 171 estirpes isoladas de fezes de trabalhadores de alimen

tos eram tipificaveis pelos antissoros (60).

1,2.8. Caracteristicas do Crescimento
1.2.8.1. Temperatura

E mesma temperatura, o crescimento do C. perfringens depende

da idade da cultura. Uma cultura de quatro horas, servindo de ind-
culo, depois de lavada em solugac tamponada, apresentou  o© max Lmo
crescimento ac fim de 6 horas; cam a mesma cultura, mas de 15  horas
de idade, o maximo crescimento j& apareceu mais tarde, em 10-12 ho
ras; com uma cultura de 20 horas, o maximo crescimentc alcangou-se
ac fim de 20 noras (48). Também podem existir condigdes ad
versas para ¢ microrganismo na altura da repicagem e, conseqﬁentg
mentera sua resposta, a mesma temperatura, serd diferente de outra
repicagem do MesSMO microrganismo (157} .

Fatos como estes, existentes para © mMesSmo germe, nais s ne

tam gquando se estudam dados nao concordantes entre os varios autg

res, mas de estirpes diferentes de C. perfringens.

Em 1961, foi demonstrade gue havia comportamento semelhante
de quatro estirpes hemoliticas e nao henoliticas; a 379C  nenhuma
apresentou fase"lag” e multiplicavam-se rapidamente dentrc de 5 hg
ras: a 439C havia apenas um ligeirc crescimento; & 239C ocorria

uma diminuicdo do nimero de germes até cinco horas e depois um au
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mente em 24 horas; a 539C as contagens calam logo de inicio (26).
Todavia a 479C havia aumento imediato gue se contipuava por 5 ho
ras, em trés das estirpes, mas uma delas, hemolitica 8, mostrava
gueda inicial e, ao fim de sels horas, alcangava a contagem .daﬁ
restantes, enguante gque a 509C essa mesma estirpe declinava mais
gue as outras (286}.

Anteriormente, em 1957, para outras estirpes fora encontrado
dtime crescimento entre 37 e 449C e, j& em 1828, usava~se a tempe

ratura de 489C para isolar o £. perfringens de fezes (28).

Em 1963, para cinco estirpes estudadas ¢ malor crescimento si
ryava—se entre 35-459C, tendo acima de 459C duas estirpes mantideo
o tempo de geragac e as restantes o aumentado muito, mas  nenhuma
crescia a 159C ou 559C (155).

York, por sua vez, verificou que trés estirpes de C. pexfrin
gens naop cresciam a 109C, mas a 209C & duas apresentavam malor
crescimento gue uma outra (193).

Em 1975, estudos conduzidos scobre cinco estirpes apontavam
que nenhuma crescia a 59C, mas a 15@C cresciam duas, a 229C creg
ciam tres, de maneiras diferentes. Este estudo demonstrou ainda
gque a 309C & 409C cresciam todas as culturas, mantendo—se  popula
gaes elevadag durante 6 dias; a 459C também cresciam todas, mas
decresciam as contagens ainda no primeiro dia; a 509C nao cresciam
duas e as outras cresciam pouco; e todas tinham O menor tempo de
geracae entre 30-409C {130).

Do conjunto dos dados destes autores se conclul gque a temperag
tura de 449C & a gue se mostrou melhor para gquase todas as cultu
ras e, No Caso em gue nao era Otima, tampouce era inibitbria, e

gque de 159C a 509C ainda ha crescinmento para algumas estirpes, em
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meios artificiais de laboratério.

A temperatura tem importdncia ainda na ativagac dos esporos.
A ativagio aumenta entre §09C e 759C, atingindo o Stimo em  759C,
se mantida para alguns minutos, mas decresce depois, até alcangar
809C, havendo variacdes de estirpe para estirpe, quando ¢ pH esta
situado entre 5,5 e 7,0 (2). A germinagao da-se entre 79C e 469C,
mas a melhor temperatura parece ser a 309C, principalmente se es
+30 incluldas no meic cisztina e cloreto de sddio e excluldos o ex
rrato de levedura e &cidos provenientes da hidrdlise da  caselina,
gque sac inibidores (2).

para ANDO, a germinagdo & mais evidente em solugoes de Ca Cl,,
NH, Cl1 e Na C1, sendo necessarios os cloretos (5), chogue térmico
a 759C por 10 min e incubagao a 409C (4).

Convem notar gue uma boa temperatura de crescimento pode nao
ser necessariamente Otima para a produgac de toxinas e pode aconte
cer que a 509C a maioria das células perecam, mas as sobreviventes
poderac entao comegar a se multiplicar em grande nimero (fenlmeno
de fénix) (157).

A equipe do laboratorio de anaerdbios da Universidade de Vir
ginia, nos Estados Unidos, menciona 459C como a temperatura boa pa
ra o crescimento destes microrganismos em melos de cultura em incuy

bagao (181).

1.2,8.2. eH

Nas experiénecias de SMITH, & pH 5,0 @ a pE 8,5, nao havia

creseimento de gquatro estirpes de C. perfringens; e entre &,0 e

7,5 occorria um crescimento muito bom (155) . Nas experiencias de

FUCHS & BONDE, © crescimento otimoc situou-se entre pH 6, 75 e 7,5
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(48). YORK estudou também a influéncia da variagao da temperatura,
verificando, entre trés estirpes em estudo, que uma a pH 4, 4 e &
temperatura de 309C ji denotava crescimento, contrariamente ac que
sucedia a 209C (1%93).

0s valores de pH tém sempre gue ser considerados em relagac &
atividade de Agua, sendo que baixos pH tinham menos efeitc sobre a
inibicac do crescimento a baixeus Aw, do gue a altos (165).

Efeito interessante & o da capacidade de o Streptoceoccus dia

-

cetilactis inibir ¢ crescimento do C. perfringens na proporgac de

90%, em leite, e 99,9%%, em calde latico, o gue pode ser devido a
efeitos tdxicos dos &cidos produzidos, além do abaixamento do pH
{32).

De importincia epidemioclogica, deve~se ressaltar, como se fez
éuandc se analisou a temperatura, gue © Ootimo pH para multiplica
gdo pode nd3o o ser para produgac de toxinas (157}.

Com o pensamento veoltade para o fato de o C. perfringens, quan

do penetra no homem, ter gue passar pelo estdOmago, inocularam-se
estirpes produtoras de intoxicagao alimentar e nac produtoras em
meio de DUNCAN & STRONG e foram~se tirando amostras & sujeitando-
-as a pH 1,0 e 2,0. Tal exposi¢do provocava a redugac dos
microrganismos provenientes da fase inicial do crescimento até &
de esporulagac, mas, logo gue esta comegava (por volta de 5 horas
no meioc de esporulagdo), a redugac se tornava menor {46}. A pH 4,5

a redugao era ainda menor.

1.2.8.3,. Acidos Aminados e Vitaminas

Az necessidades de acidos aminados e de vitaminas variam i

pouco com as estirpes. Seraoc necessarios 13 a 14 como media {151,
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156), ou mesmo 15 (157). HA também necessidade de 5 a € wvitaminas
(151, 156) ou de 7 {162). Variam as opinides entre os autores 8O
pre determinadas substdncias. Por exemplo, a riboflavina e adenina
nac tém gualguer agadc sobre o crescimento (48, 157) para uns, mas
h& guem as considere essencials (151, 158).

Entre as vitaminas tem sido consideradas essencials é biotina,
pantotenato de cdlcio, piridoxal, riboflavina, adenina, nicotina
mida, uracil. Na ausencia da nicotinamida, os microrganismes  per
dem a capacidade redutora dos sulfitos; a bilotina estimula grande
mente o© c¢rescimento, mas este também ocorre na sua auséncia; a
nicotinamida e o Acido nicotinico nac terac gualguer efeito estimy
lante sobre o crescimento, mas observou-se gque depoig de varias
passagens em melo rico neste doido, algumas estirpes crescem me
lhor guando em presenga das duas substincias (48). O &cido ascorbi.
co pode funcionar como agente redutor, mas melhor agac  obtém-sze
com o Acido mercaptoacético (48}.

Quanto aos acides aminados, o melhor crescimento obtém~5e ba
tanceando~08 no meic, bem como os lons de $64i0 e potassio (48). A
lisina e a glicina tém efeitos sinergéticos, mas a adigao de seri
na tem efeito antagdnice, reduzindo a agao dos deis primeiros e,
em meio contendo todos os aminocacidos da caselna, aumenta-se ot
cresciments de microrganismos, removendo a prolins {48) .,

Em 1975, pela omissao de nutrientes individuais, verificou-se
que 11 amino&cides e duas vitaminas eram essenciais para © cresci
mento: arginina, acide glutamico, histidina, isoleucina, leucina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptofanioc, tirosina, valina,
Acide pantotémico e piridoxamina (147). A lisina, em meios labora

toriais, ndo & requerida nem estimula grandemente o crescimento
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{147} .

0 fato & que o C. perfringens necessita de multos aminoacidos

e fatores de crescimento, qgue sO alguns alimentos tém condigdes de

oferecer: carne, peixe, ervilhas, feijao, leite (156).,

1.2.8.4 Alimentos

Ji em 1953 houve a preocupagac de se verificar o crescimente

de C. perfringens em alimentos, tendo-se estudado este parametro

em meic de carne cozida. Partindo-se de 50 esporos, obtinham~se
45.000 formas microbianas por mililitro de meio, em & horas; e 48
nilhSes, em 24 horas a 379C, enguanto se obtinham somente 25.000, a

229C (B1).
Em 1965, verificou-se gue um indculo de 40.000 a 80.000 célu

ias vegetativas de (. perfringens, feito num molho de carne bovina,

demorava 4 & 5 dias para que @ seu numero fosse 100 vezes maior,
guando a temperatura era de 18,39C; e gue para cada 2,89C de aumen
to de temperatura, até 29,49C, havia um dia de diminuicac para a
contagem ser a mesma; a 469C eram precisas somente 4 horas ou me
nos; a 499C havia ripida morte e entre 59 e 159C estabilizagaoc ou
morte lenta (58} .

pepois de cozidos, conforme os alimentos e a temperatura, a
multiplicagdo das células pode ser 30 rapida gue se forma uma no
va geragado a cada 12 horas (32).

0 estudo do crescimento em carnes verdes foi feito guands  em
pacotadas a vacuo. A 159C nac havia crescimento, mas existia a 209,

25¢, 309 e 379C; no entanto, em meios laboratoriails, 34 se  obti

nha crescimentc a 159C (138).
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A influéncia das condicdes de venda de carne nos Estados Unj
dos também foi investigada. 3,178 kg de carne foram empacotados a
vacuo, em "cry-o-vac" e em seguida sujeitos ac congelamento pax
cial por nitrogénic liguide (o que provocou a formacac de uma crosg
ca guperficial de gelc de cerca de 0,5 centimetros); depois a car
ne foi acondicionada em caixas de "STYROFOAM", as quais foram arma
zenadas a 229C por 72 horas ou 29C por 21 dias. Em seguida a carne
foi cortada em fatias, gque foram acondicionadas em travessas de
pléstico, embrulhadas em celofane e armazenadas a 309C, sob luz
<lucrescente., Ac fim desta experiéncia, concluiu-se gue ¢ processo
de congelamento e transporte pode ser feito sem perigo, usando-se
a tempsratura de 29C por 21 dias, contrariamente ao gque sucede a

229 por 3 dias, © gue provoca aumento de C. perfringens {129).

A carne bovina vendida nos Estades Unidos da america, aguela
que s& necessita de um cozinhamento adicional, & moida em  discos
com furcs de 2,4 mm, juntada a polifosfatos, sal e protelnas, empa
cotada num invOlucro fibrosc e submersa enm dgua a 88QC por 15 minu
tos e depois resfriada e congelada a -239 a —-289C. Ao exame aprg

sentou 37 % das amostras com C. perfringens,usando-se & técnica de

enriquecimento (33).

Também Se procurou saber qual era o comportamento do . per
fringens em meios de cultura, quando se substitula carne ou tripti
case por produtos de soja. Em melo de tioglicolate sem dextrose,
substituindo~se tripticase por proteina de soja (92% de proteina),
proteina de cobertura (80% de proteina) ou glicina de soja (80% de
proteina) , ocorreram tempos de geragido mais curtos (23, 24). Ou

tras protelnas da soja deram tempos semelhantes aqueles gue se ob

tinham com tripticase, a farinha de soja e caseinato de
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s5dic, sobretudo, apresentaram-se como mais inibitdrics para o ci
tade microrganismo (23,24} .

Tude parece indicar gue os produtos de soja, menos concentra
dos em proteinas (aproximadamente 50% - 55%), agem de forma inibité
ria, talvez porque nao lhes tenham side removidos produtes inibide
res ou se lhes tenham sido juntados alguns cu porgue as protelnas
nio tenham sofrido modificagCes gue as tornem mais assimildveis ao
microrganisme ou asg tornem solaveis {23).

A tripticase em relagiic & proteina de soja também aumenta  a
germinagac de esporos ativados pelo calor (24).

Em bolos de carne bovina, a adigao de carne de soja  (1:3)
(23) ou proteina de scja nas proporgoes recomendadas no comércio

(146) n3o modifica substancialmente o tempo de geragac do C. per

fringens. O mesmo produte preparado com carne de peru permite cres
cimento lente dos microrganismos, mas a adigao de glicinina da s8¢
ja ou caseinato de sbdio eleva o crescimento aos niveis dos da car
ne bovina. Em resumo, a adigac de soja i carne de vaca ndo parece

alterar o crescimento do €. perfringens, contrariamente ac gue Sy

cede com a carne de peru {(23). Semelhantes experiéncias em bolos
de carne de bovino de 7 x 7 x 4,5 ecm, usando-se 125 a 150 g de car
ne e 6,25 g de varios tipos de goja, mostraram nac haver diferen
cas significativas usando-se ou nao a soja {142).

Se forem cultivados B. subtilis em 3% de caseinatc de sddio,
por 12 horas ou mais, reduz-se de 3 horas a fase "lag"de C. perfrin
gens al posteriormente incubado. Se a inoculagao do B, subtili;
for em selugéo de proteins isolada da soja por & horas, ou mais,
a fase "lag"do clestridio reduz-se de 1,5 horas, dando impressao de

gque no melo aparecen proteinas por este mais facilmente assimild
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veig (143, 14%).

1.2.8.5, Saig e Outras Substédncias

A temperatura de 309C, cbteve-se crescimento de C. perfrin
gens em meio contendo 6% de cloreto de s8dio e nio se obteve com
6,5%; pordém, trabalhando-se com outra estirpe, jd nao se  obtinha
crescimento mesme a 4% observou-se também que as concentragoes
que tinham efeito bacteriostitice podem nac ser bactericidas e gue
os microrganismeos podiam recuperar-—se, se colocados posteriormente
em outros meiocs mails ricos (193). |

0 efeito inibitdrio dos sais anda de par com o efeito inibité
ric do pH, sendo as estirpes mais sensiveis a um também mais sensi
veis ao outroc (193); guanto &s temperaturas, a inibigaoc pelo
sal & menor entre 25 e 379C, mas malor fora destas faixas de tempe
raturas (156). Adicicnalmente, se deve observar gue o5 esporos
mais resistentes ao calor também sac mais resistentes aoc sal (1586).

O catido sbdic & indispensadvel para ¢ crescimento do C.  per
fringens, como © & o magnésio, bem como O jon amdnio (48). C fosfg
to de sddioc,o de potissic e o cloreto de aménio, de ferro e de
magnésio, quando presentes em concentragdes Otimas, dispensam o uso
de outros nutrientes inorganicos (48). Culturas em melo de tiogli
colato fluido, a que se adicionou cloreto de potassio ,tém maiores

fases "lag" e menor crescimento (165} .

yUsando-ge 5 estirpes de esporos de C. perfringens, inoculadas
am solugdes de 7,5% a 17% de cloreto de sédio, 3.700 p.p.m.oa 23.000
p.p.m de nitrato de sddic e 370 p.p.m a 2.300 p.p.m.de nitrito, ve

rificou~-se gue guatre sobreviveram pelo mencs 48 horas. A 809C, por
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6 horas, em 10% de cloreto de sédio, 3.000 p.p.m. de nitrato e
1.000 p.p.m de nitrito, houve sobrevivencia de células vegetativas
{55} .

A carne molda de sulno, contendo 3% de cloreto de sddic, 500
p.p.m. de nitrato e 200 p.p.m. de nitrito de sddio, inoculada com

esporos de C. perfringens e aquecida a 8U9C durante 60 minutos, de

pois de permanecer 3 dias a 39C, mostrou sobrevivéncia destes mi
crorganismos, embora houvesse diminuig¢do de seu nimero (55).

Presuntos pulverizados com 17,9% de cloreto de sddio, 1.500
p.p.m. de nitrato e %80 p.p.m. de nitrito de s6dio, curados duran
te 7 dias,a 39C,numa cuba com salmoura, contends 15,8% de cloreto
de sddio e 1.300 p.p.m. de nitrato e & mesma guantidade de nitri
to de sbdio, atingindo posteriormente, em defumagao, 619C durante
uma hora e, na seqgiléncia, injetados com salmoura contende 20 espo
ros por mililitro, mostraram sobrevivencia do microrganismo nos
varics estdgios da cura, (55).

Esterilizado por filtragdo, o meio de tioglicolato £iluido,
que continha 6% de cloreto de sédio, 10.000 p.p.m. de nitrato e
400 p.p.m. de nitrito de sodio, inibiu células vegetativas (55).

Em meios laboratoriais e ndc em carne, estirpe nao resistente
ao calor e sem ser sujeita a injuria térmica prévia tinha o  creg
cimento inibido a pH 6,0 e 0,04% de nitrito de sddio, enquanto que
a pH 7,0 precisava de 0,4% de nitrito para ser inibida. A mesma eg
tirpe termossensivel,; sujeita a uma injiria de 909C por 5 minutos,
era mais sensivel, precisando scmente 0,02 e 0,1% aos pH  citados
(94). Para estirpes resistentes ao calor, verificou-se gue tambeém
havia maior resisténcia ac nitritc de sddio.

Noutra experiéncia, em melo quimicamente definido, 80 a 400
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p.p.m. de nitrito de s0dio a pH 6,3 inibiram o crescimento de sete
estirpes, enquanto gue, a pH 7,2, a concentragaco necessiria era de
BDO a 1.500 p.p.m. (131).

Quanto a gexminagéo,ela anda de par com o aumanto da concen
tragao do nitrito, o aumento da temperatura da incubacgdo e © abai
xamento do pH (36). Em laboratdrie,verificou-se gue 0,01% a 0,32%
de nitrite, & temperatura de 379C, permite a germinagdo de uma es

tirpe de L. perfringens em 36 a 48 h; que, com 3,45% de nitrito, a

459C e ao mesmo pH 6,0, a germinagdo demorou sG 1 hora (37). Na
mesma experiéncia, a pH 7,0, a germinagac diminuiu muito; e a pH
8,0 foi nula. Mesmo 4% de nitrito a pH 7,0 ainda permitem a germi
nagao {37).

Quanto ao cloreto de sddio, as concentragoes acima de 6% pPre

veniram a germinagac de uma estirpe de C. perfringens em meio labo

ritorial; e entre 3 e 6% houve germinagao (37).
Em 1975, num meioc guimicamente definido, verificou-se gque a

inibigac do C. perfringens era mais facil se o melo fosse autocla

vado, sendo necessaria uma concentragao de nitrito 20,3 vezes maior

para inibir o €. perfringens em meic esterilizado por filtragao

(126, 134). Admitiu~se que haveria uma reagac do nitrito com a cé
iula microbiana, tornando-a incapaz de se multiplicar e verificou-
-ge que as células recuperadas de um melo com nitritc mostravam-se
incapazes de iniciarem a multiplxgagéo num outro melc sem © mencio

I

nadce sal (133).

Em meio quiﬁicamente definido, a pH 6,3 ou 7,2, se se adicip
nava o nitrito, depois da esterilizagaoc por filtragdo, o conteldo
dc sal mantinha-ge mais ou menos 0 mesmo; na incubagac de 18 - 24

horas, a 439C, o nitrito reduzia-se em 50 - 65%; se autoclavado,
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havia logo uma radugéo de 30 - 50%; e, se depois era conservado a
439C, reduziam—se£ ainda 35-90% {135).

Por isso, nac se cra gue o nitrito reaja com ¢ microrganismo;
mag aceita-se gue se forme um composto, com © aguecimento, & sabe
-ge gue ele ndc & uma nitrosamina (135, 184).

Ultimamente, verificou~se gue, num meie com nitrato, nitrito,

cloreto de sddic e glicose, o Streptococcus faecalis reduzia muito

o) crescimento de duas estirpes de (. perfringens, mas nao havia
redugao quando © meio ndo tinha os dois sais e glicose, a gqual o
8. faecalis, em anaerobiose, converte em grandes quantidades de
acido laticeo, que talvez seja o inibidor (171).

O tamanho do indculo tem import@ncia, sendo os indculos maig
res mais dificilmente inibidos pelos nitritos (131, 133). Também &
importante ¢ tempo de aguecimento do melo com nitritos, parecendo
gque surge um inibidor tanto mais efetivo quanto maior ¢ tempo de
autoclavagem (131, 133). Com ¢ aumento da concentragdao da glicose

nos meios com caseinato de sddio ou de protelna isclada de soja,

aumenta também a fase "lag" do C. perfringens; por outro lado, a

+ ot e

adigdo de tripticase, Fe'© Ca e Mg ~, tem agdc oposta a da gli

cose {1445,

Também se verificou que a adigac de sorbato de potassio (0,1%)

i massa de salsicha nao provoca gualquer modificagdo em relagdc ac

compor tamente do €. perfringens (174).

1.2.9%. Habitat
1.2.8.1. Fezes

Em 1953, guande ainda se supunha gue 56 as estirpes resistepn
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tes ao calor eram as causadoras de toxi-infecgae alimentar, 8O se
encaontraram 2,2% de fezes positivas em pessoas normais, 15,1% £I0
pesscas idosas em hespitais, 53,3% em pessoas gue ingeriram alimen

tos contaminados por €. perfringens, mas gue ndo ficaram doentes,

e 89,9% em pessoas envolvidas em surtos (81).

Verificou-se gue, com © passar do tempo, decrescia ¢ nimero
de pesscas com fezes positivas. Assim, de 19 pesscas com a intomxd
cagao e com os germes nas fezes, apGs 13 dias, s6 6 eram positivas
entre 10 examinadas; apds 26 dias, sO 1 em 4 examinadas; e, apds
38 dias, 50 1 entre 6 examinadas, registrando-se o caso de um <ozl
nheiro gue eliminou o germe durante varios meses (81).

Na Austrdlia foi verificado gue criangas de 4 a 11 anos, pou
co associadas com alimentos preparados na escola, & pessoas com
permanéncia nao superior a & horas em hospital apresentaram 1,5 a

6% de amostras de fezes positivas para . perfringens resistentes

ao calor, enguantc gue pessoas de 10-18 ancs, que comiam alimentos
preparados na escela ou gue estavanm ha mais de 18 dias no hospital,
assim como as aborigines mostraram 15,1 a 25% de fezes positivas
para o mesmo germe {16&). Nao se encontravam diferengas com rela
géo AC SexO nem com & estagéo do ano. Na mesma familia, o mesne
sorotipo pordia ser portado por duas ou mals pesscas € 5 a lU sema
nas mais tarde podia existir uma estirpe diferente da gue houvera.
Familias com pouca higiene revelaram 92% de casos, havendo nelas
uma pessoa ou mais com o microrganismo, enguanto que as familias
com boa higiene s& denotaram 20% de cases positivos (168).

Frn surtos estudados na Inglaterra, entre 1549 a 1952, em 129
exames de fezes de doentes com toxi-infeccgao, 116 foram positivas,

enquantc que de 385 pessoas ndc em risco s 20 tinham . perfrin
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ens registentes ao calor (8l). Os dejetos eram muite contaminados,
gendo 40 a 1l00% das amostras portadoras daguelas estirpes (8l).

Na It&lia, foram examinadas fezes de 302 trabalhadores de uma
inddstria de supergelados e verificou-se, por técnica de enriqueci

mento, gue 19,8% eram portadores de estirpes de C. perfringens re

gistentes a 1009C durante 60 minutos (104).

Com as tecnicas atuais e mais acuradas de isolamentc, o nime
ro de amostras positivas e muito mailor, pois elas incluem o8 ter
mosgensiveis. Em Louisiana, encontraram-se 171 cascs humanos posi

tivos (78,1%), quase tantos como para Escherichia celi (79,9%) (60).

Neste caso, 62,6% das amostras acusavam apenas uma estirpe, 37,4%

tinham duas ou mais e s0 9 amostras das 171 revelavam €, Eerfrin

e

gens resistente &o calor por 1 hora a 1009C.

Para outros autores, as estirpes sensiveis sac encontradas am
quase 100% das amostras de pessocas sas (26, 77, 167).

Na Inglaterra, em Cinco toxi~infecgOes devidas a germes sensi
veis ac calor, verificou-se numa das toxi-infecgces gue, am 17
amostras de fezes analisadas, 15 apresentavam contagens gque ian de
7 x 105 a 2;5 =% 10?jg; numa 22 toxi-infecglo, as fezes coletadas 7
a 9 dias mais tarde mostraram gue, em 11 amostras das 21 examina
das, havia a média de 2,5 x 102; num terceiro surto, todas as amog
tras eram positivas, denotando contagens de 1,7 X 107 2 5 x 187/g;
num guarto surto, em 6 amostras, havia de § x 10% a1 x 108fg: num
gquinto, havia de 2 x 10° a 3 % lﬂ?lg, em 11 amostras (168). BEm ou
tros dois surtos de estirpes resistentes e nio resistentes aoc ca
lor, houve contagens medias de 107/g em um e 106/g em outro (168).

As maicres populagdes do microrganismo em fezes de PesSsSoas

acometidas de toxi~infeccao por C. perfringens foram comparadas,
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mais tarde, com as populagOes constatadas em pessocas ndo doentes

ou pessoas com diarreias simples (167):

QUADRO IIX

DISTRIBUICAO DAS CONTAGENS DE C. PERFRINGENS POR GRAMA DE FEZES DE

PESSOAS SES, COM DIARREIA E INTOXICAGAC

. . Pessocas com Pessoas com
C. perfringens/g Passoas sas ‘ . -
diarreia intoxicagac
3
5% 10 20 35 25
3 5
5x 107 a bx 10 25 31 38
5 % 107 A 15 189
Contagem média 7,5 x 10° 1,5 x 10% 8,5 x 10°
a fregiiénecia de amostras de fezes positivas para C.  perfrin

gens em trabalhadores de restaurantes em Belo Horizonte* foi de
44 em 50 8 em matadouros de 43 em 50, nio parecendo haver diferen
ca entre sexos e idades {o que concorda com ¢ gue se passa na Cali
fornia): nessas amostras, %4% das estirpes sac tipo A. Para 200

pess0as, também de Belo Horizonte, a distribuigac das contagens

* Comunicacio pessoal de P.C. BRANT & H. RIEMANN, em 1373, sobre
manuscrito de BRANT, P.C.; FRANTI, C.F.; TORRES-ANJEL., M.J. &

RIEMANN, H., a publicar.
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era de 30 amostrasg com mencs de i03/g, 28 amogtras entre]ﬂ3 e}ﬁéﬁg,

5-10§/g; 30 amog

50 amostras entre 104 - lOS/g, £§2 amostras entre 10
tras Ccom Mais Ou Menocs a lﬁs/ga

Ma EscOcia, © tipo A de £. perfringens predominaz sobre 08 ou

tros tipos nas fezes: entre 1.147 culturas de fezes de oito  esp@
cies animais e 4o homem, 1.134 eram do tipo A, 3 do tipo B e 10 do
tipo D {173). Por outro lade, 18,4% das amostras de fezes dosg sul
nog sao contaminadas por estirpes resistentes ao calor, bem COmo
14,6% das de ratos e camundongos e 1,7 das de bovinos (81l}). SALANI
TRO et al., em 1974, verificaram gque na microflora cecal dos fran

o8 ha 15,7% de Clostridia (140).

Caes, gatos e outros animais domésticos abrigam C.perfringens

no trato digestive {(77).

1.2.9.2. Soles, Posiras e Moscas

Segundc SMITH & GARDNER (apud 151), o nuimero de C.perfringens

no solo & relativamente grande, podendo variar de 110 a 56.700 por
grama, conscante os tipos de solos examinados. Tambem nos solos, ©
tipc que predomina & o A. Assim 2 que, de 196 culturas de 43 amog
tras de solos examinadas, 189 eram do tipo A e 7 eram do tipe D
{1735 .

De poeiras de cozinhas foram isolados C. perfringens em quase

0% das amostras {109). Mesmoc em hospital, na sala de operagoes,

com ventilacio-exaustao de ar, foi  encontrado (.  perfringens,

sendo mais alta a proporgac de amostras positivas no tempo Seco.

Mas a contaminacio se excluia,se a ventilagdc era feita através de

filtros (100).
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Fato a apontar & a inibigdo de toxina oun mesmo do crescimentc

do Clostridium botulinum na presenga de C. perfringens, em solos

{158) .

Moscas colhidas com isca mam hospital, agougue, loja de peixe
frito, matadourc, depdsito de lixo, e examinadas em lotes, sempre
se revelaram portadoras do germe, O gue sugere, peis, gue estas de

sempenham um papel importante na éiasaminaqéa do microrganismo {81).

1.2.92.3. Alimentos

0Os alimentos gue deram causa acs primeiros surtos de ‘toxi-in
fecgdo alimentar que foram bem descritos, entre 194% e 1852, eram
rodos de carne bovina cozinhada de véspera. Num Caso em Jque se consg

7 . .
microrganismes/g; &, em

guiram restos do alimente, havia 4,5 x 10
outros quatro surtos, o diagnbstico 0 foi feito pelos sintomas e
contagem nas fezes (8l). Os seis surtos, apresentados em 1959 por
McEILLOF (108), todos foram veiculados por frangos, mas 80 em dois
casos houve possibilidade de se obter ¢ alimento gncriminado e 8b
em alguns houve possibilidade de se obterem as fezes,

Num caso descritc na Itdlia, em 1966, a carne de porco conti
nha apenas 106 microrganismos/g {(180).

AtE& 1967, varios alimentos tinham side incriminados em surtos:
empadas de carne de vaca, carne de vaca enlatada, de carneiro, pas
ta de peixe frito {("Agekamaboko"}, frango COm aspargos, caldo de
carne, molho de carneiro, presunto moldo e fatiado, ensopado de
cordeire, carne de vaca assada, peru assado, galantina, carne de

porco, frango, peixe cozide (77}, figado de vaca, 1ingua de  wvaca

e carne de vaca molda (168).
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Porém, sendo o £. perfringens um germe ubiquo, tem sido encon

trado em muitos alimentos, mesmo sem terem sido causa de surtos de
toxi-infecgao.
HOBBS, B.C. et al. {8l1), com té&cnica de enriquecimento das

amostras, constataram que 20% de carne sulna e 24% da bovina eram

contaminadas com estirpes de C. perfringens resistentes ao calor.

BEm 1959, ainda HOBBS, B.C. & WILSON, I.G. encontraram as mesmas esg
tirpes em 4,3% de amostras de carne de vaca resfriada e 10,3% em
carne congelada e desossada, importada pela Gra-Bretanha ({apud 77).

NARAYAN (123}, na Bungria, estudou dois grupos de bovinos, unm
com 103 animais, em descanso de 4 a 6 horas, e sem ingerir alimen
to havia 8 horas: e outro, de 26 animals, em descanso de 24 a 48
horas, acs quais ndo fora dada alimentacdo 12 horas antes do abate
2 Agua & horas antes. Depois do abate, quando se quebwram as barreiras
naturais & infecgdo (183}, foram tiradas amostras profundas de
carne, depois de se esterilizar a superficie, e verificou-se que

havia 85,63% de carcagas contaminadas com Clostridia no 19  grupo,

enguante ne 29 grupo havia somente 7,69% (123).
A invasio dava-ge nos musculos {61,36%), nos ganglios linf3
ticos mesentéricos (57,95%), nos rins (37,5%), no figado (31,80%),

no bago (23,86%) e nos génglios linfaticos musculares (21,59%), sen

do que, na maioria dos casos, a contaminagac por Clostridia era

abaixo de 10 por grama.
JAGAEWSKII (194) demonstrou que a incidéncia do ¢. perfrip

geng depende também do estado sanitario dos animais:
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QUADRO IV

INCIDENCIA DE C. PERFRINGENS EM CARNE DE BOVINOS APRESENTANDO

ALGUNS ESTADOS PATOLOGICOS

Frequéncia de C. Perfringens
Estado de Salde n® Animais Populagao

xn

Figado Rim Igmgﬁ%ms Misculos

Pericardite traumi

tica 12 123 8 3 16° - 16°
Contusio muscular 26 0 4 7 11 10 - 10°
Fratura de coluna e
5 4 2 2 1 10 - 10°
8 6 1 5 2 10% - 104
Sadios 20 31 2 1 1

Em 1963, STRONG et al., examinando amostras de carne moida de
bovino, encontraram 16% positivas; em amostras de bovinos em  cor
tes, 8% positivas; e, em amostras de carne de poreco, 4% positivas
(164). MILAV et al., em 1970, em amostras de carne de vaca e de
porco, moidas comercialmente, tambem encontraram 33% positivas
{1l11}. Em 1974, sem enriquecimento das amostras, em carnse de vaca
moida comercialmente, LADIGES et al. (95), em 95 amostras encontra

ram 45 amostras (47,4%) com C. perfringens, assim distribuidas: 33
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amostras continham populacgao microbiana de 5 a 100; 6, de 101  a
200; 4, de 201 a 300 1.4e 401 a 500; e uma,601 a 700/g. A viabilji
dade do germe decrescia para 3% ao fim de 4 meses de armazenamento,
g -209C.

HALL et al. (58), em 1964, incubando 262 amostras de carne em
meic fluido de tioglicolato e, separande cada amostra em dois ty
bos, sendo um aguecido z 1009C por uma hora 2 outro usado sem agug
cimente, sncontraram 70% de amostrag positivas de carne bovina,
58% de frango, 37% de porco, 47,6% em embutidos (lingliga,
“‘mettwurst®) e 4,7% em carnes preparadas para comer, sem necessida
de de agquecimento {carne em fatias, sanduiches). Das 180 estirpes
isoladas, 20 uma tinha resisténcia ao calor de 1009C por 1 h.

IENISTEA et &l., em 1974, em 20 amostras de carne de  porco,
20 de salsicha e 5 de frango, encontraram respectivamente 2, 5 & 3

amostras em Clostridia redutores do sulfito, com contagens inferig

res ou iguais a 10 germes/g (84).

STDORENED et al., em 1968, em 1000 amostras de carne de vaca,

encontraram que aproximadamente 30 - 50% continham C. perfringens;

e, de 275 amostras de massa de emputir, 48 a 100%, conforme a espé
cie, também alojavam o microrganismo (152). Também NICHIPERUK, V.
(124}, em salsichas pasteurizadas, defumadas ou semi~defumadas, en
controu diminuigio dos germes depois do tratamento térmico, mas re
gistrou crescimente, guando postas 3 temperatura de 18-22°9C.

A penetracac de (. perfringens através dos invélucros naty

rais ou artificiais usados nos embutidos também se estudou:  colo
cando-ge salsichas numa suspensis llguida, notou-se a  penetragao
através de 1% dos invdlucros (152).

SELIGMANN, entre 1360 amostras de carne & produtos de Carng
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examinadas, encontrou 92 com C. perfringens, tende 21 mais de 100

microrganismos/g {149%).
Carnes enlatadas gue mostraram estofamento, so §,14% tinham

¢C. perfringens, segunde KAFEL (89). Balsichas de uma produgac nor

mal, gue tinham sido injetadas no centrc com 50.000 a 500.000 ceélu
las, depois de pasteurizadas a 709C, por 20 minutos, e armazenadas
durante & horas a 129C, nic mais apresentaram microrganismos em 1
g {89).

Na ItAlia (180), conservou-se, em temperatura de + 49C, uma

carne ensopada, gue tinha 106/g de C. perfringens e dera origem a

um surto de toxi-infecgdo, verificando-se gque, ac fim de 12 meses,

3 3

a contagem era 10” a 2 x 107; e, ao fim de 4 anos, ainda =ra 0,01 -

0,15/9.

STRONG et al., em 1963, analisando produtos alimenticios sem
enriquecimento, enconiraram 2,7% das amcstras positivas entre as
congeladas (empadas de peru, de carne, etc.}; 1,8% entre as prepa
radas em casa (carne de vaca com milho; feijdeo com hamburgo, ate. s
s 16,4% entre carne de vaca, de frango € peixe, em conjunto (164} .

McRILLOP, em 1959, em cultura direta, examinandc 6 amostras

de peixe cozido, observou que s8 uma continha C. perfringens

{109} .

0 C. perfringens nio & um habitante normal da flora do peilxe,

contudo, se estes vivem em Adguas poluldas, podem—se contaminar. Nes
te caso, na primeira hora O numero de microrganismos aumenta em
um ciclo logaritmico; depois, © numero declina durante 120 Thoras,
para se€ manter constante ateé 288 horas, pelo menos (106} .

Em 1974, em West Point, no Estado de Washington, verificou-se

gue 38,3% de amostras de sedimentos marinhos, junto a locais onde
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se langam dejetos, eram positivas para ¢ nicrorganismo; am local
mais afastado, ja ocorriam scmente 26,2%; e, ao largo da costa, a
850 m de profundidade, eram negativas. Idéntica situagao se consty
tou com o conteldo do estdémago e intestinos de peixes capturados
nesses mesmos locais (99, 106). Em cutras oportunidades e no mesmo
estado, coletaram~se amostrasg de sedimentés durante 3 anos suces
sivos, verificando-se ndo haver variagtes com as estagoes do ano e
admitiu~se que todos os microrganismos fossem de proveniéncia ter
restre (atraves dos rios, dejetos, descargas de fabricas), pois as
aguas marinhas tém temperaturas no limite das possibilidades de
multiplicag@o dos microrganismos; no verao, hd poucas possibilida
des de multiplicagio junto da costa e isso & impossivel nos  sedi
mentos fora da costa, onde as temperaturas raramente excedem 109C
{1483} .

Qrorre, porem, contaminagao posterior 3 captura do pescado e

INAL et al., em 1974, encontraram 4 peixes do mar, em 60, com con

tagens menores ou lguais a 183 de C. periringens (85). SOQHN el al,
(159), em 653 amostras de peixes e mariscos examinadas, encontra

ram 242 positivas para C. perfiringens.

porém, STRONG et al., examinando 11  peixes crus, nac en
contraram nenhum contaminado, mesmo usando técnica sem  enrigueci
mento {(164), mas MCKILLOP, em 6 amostras de peixe preparado, encen
trou uma contaminada (108). BUROW (21, 22}, em 1974, em 24 peixes
apanhados fresces e vendidos alguns vivos =m Istambul, encontrou
29% contaminados. Outros 70 peixes trazidos resfriados sob gelo de
ancara, descongelados posteriormente e lavados vez por outra du
rante a venda, apresentaram 20% positives. No 19 caso, havia 9 a

500 microrganismos/g; e no segundo, 10 a 15/g.
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Em frangos, McKILLOP (107), em cultura direta, encontrou s&
uma amostra positiva em sete examinadas. LILLARD, em 1871 (98}, vg

rificou que ¢ numero de ¢, perfringens era menor gue lO/cmz, na su

perficie do peito de frango,depoils de sair do tangue de resfriamen
+o. Antes do frango entrar no tangue de resfriamento, logo de
pois da lavagem, ndo se encontrou o germe, mas logo a salda do tan
que de resfriamento, usando técnicas de enriguecimento, encontra
ram~se 10% das amostras com ¢ microrganismo alojade na superficie
do peito. Porém, no pescogo, a contaminacgdo encontrada foi em 38,5%

das amostras (98) ou em 40% - 50% (53); a contagem de Clostridia,

no pescogo, chega a ser atd 1000 vezes malor gue no peito {110} .
As maiores contagens em frangos encontram-se nas penas e, por is

so, no tangue de escaldamento ha mais C. perfringens gue no de reg

friamento por agitagio mecdnica; e neste, mais do que no que naoc
tem agitagdec (110). LILLARD, em 1973 {97), encontrou varifveis per
centagens de C. Eerfringens, consocante a fase do abate. No cora
¢do, figado e papo, achou, logo apds o abate, 0%, 0% e 36,4%, reg
pectivamente; depois do escaldamento, 18,2%, 50% e 50%; antes da
inspecdo, 0%, 14,3% e 14,3%; depois da inspecac 4,5%,  18,2% e
22,7%, respectivamente,

ROBERTS, em 1972, aplicando o métedo de enriquecimento e
amostras de frangos congelados, encontrou 3% positivas (137},
GIBBS, em 1971 (54}, verificou gque 19 a 35% dag carcagas de fran

gos estavam contaminadas com Clostridia.

Em frangos cozidos, McEILLOF {109) encontrou, num total de 46
amostras enriguecidas, 24 positivas. Continuando a invastigaqao
para saber a causa de tdo elevado nimerc, verificou gque os 3 fran

gos eram resfriados i temperatura ambiente, de um dia para © OUtro,
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dentro do molho. LILLARD; em 1971 (98), com técnica de  enrigueci
mento de amostras, encontrou so 2,6% positivas em frangos cozidos;
e, nas mesmas circunstdncias, SELIGMANN (150), em 121 amostras,
encontrou 2,5% positivas.

Nas experiéncias realizadas por ROBERIS, 38 frangos assados

S T

tinham 3 amostras com menos de 5 x 102/9? &, entre 10
1 tinha mais de 104/9, Ainda em frangos, conservados am estufa
gquente e examinados 8 horas depois da salda desta, foram encontra

dos 4% com C. perfringens (127).

0 condimentos, de tac largo uso no processamento da carne e

peixe, tambem mostraram ccntaminagéc pelo C. perfringens: 4 micror
ganismos ?or grama em paprica, 4 em pimenta branca, 4 em pimenta
preta pulverizada, 12 em pimenta- cumarim e ¢ em pimenta integral
molda {87, 155). Os invdlucros naturais, usados em enbutidos, 5ao
contaminados em 86% dosg casos; & 08 artificiais, scmente em 2%
(152) » |

Em 1974, sem técnica de enriguecimento, encontraram-se 33,3%
de amostras positivas em pimenta desidratada e 52,3% em canela
{96) .

Em sopas desidratadas provenientes de diversos palses, usando
-se enriquecimento das amostras, encontraram-se 18,2% positivas,
embora tivessem como preservativos sulfito de sddic ou fosfato
cilcio: molhos misturados com espaguetse (constituldos de sal, agi
car, amido, alho, cebola, vegetals desidratados, gqueijo, leveduras
e, 45 vezes, carne bovina desidratada) eram muito contaminados; sg
pas & base de carne de povino, frango, peru, "hacon” | eram pouco

contaminadas {1 em 28} {121).
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1,2.10. Isclamento

Embora haja, ultimamente, um interesse sempre crescente pelo

estude do . perfringens, sobretudo em produtos comestiveis, © seu

isolaments e contagem ainda nao constituem um processo de rotina
e controle de qualidader em multos paises do mundo. Isso, por cer
to, sera devido & natural dificuldade técnica, & falta de instru
mental e 3 caréncia de familiarizacgao dos microbiclogistas com  eg
tes germes, contrariamente a0 gue sucede com OB asrdbios.

A falta de equipanento adegquado para a producac da anaerobio
ge, as dificuldades de importaqée dos aparelhos ja consagrados e ©
prego dos produtcs importados (como geradores de hidrogenio), as
dificuldades de isolamento a partir das coldnias e a de manter a
pureza das culturas (27}, a consequente falha de resultados dos
exames bioguimicos formam um gquadro que tenm desencorajado o estudo

da microbiclogia alimentar dos anserobios.

1.2.10.1. Tratamento das Amostras

0 principio geral do r3pido manuseio das amostras de que  se
guerem pesguisar anaerSbios e até mesmo a manutengas na auséncia

do ar & importante para Clostridia sensiveis ac calor, mas nac o e

tanto para espécies aerotolerantes, como o . perfringens. Afir

ma-se atd gue e desvantajoso homogeneizar em ambiente sem oxigenio,

porgue se reduzem as contagens de C. pexfringens (12).

O walor da-solugée tampao de fosfatos para homogeneizar as
amostras foi contestado, preferindo-se-lhe 0,1% de peptona {712} .
Tem sido muito utilizada a solugac de Ringer, concentrada 3 wm

gquarto para homogeneizar fezes a 1/5 ou 1/10 e, posteriormente, fa
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zerem~se diluigdes em poténcias de 10 (167). & comum, para  exame
de fezes, usarem-se trés técnicas de preparagao das amostras: 1)
suspensac das amostras em 1/5 ou 1/10 em solugac de Ringer, dilui
goes subsequentes e posterior contagem em placa; 2) agquec imento
da suspensdc a 809C durante 10 minutos e diluicdes posteriores em
poténcias de 10; 3) aguecimento (de um caldc ae carne contendo 1 grama de
fezes) a 1008C, por 60 minutes ou 30 minutos, seguido de imediato reg
friamento, e posterior incubagdo durante a noite e finalmente ing
culagdo em placa (167, 168). Usa-se este iltimo processo cam caldo
de carne, porgue as estirpes resistentes ao calor, por se encontra
rem em pegueno nimerc, podem nac ser detectadas sem © enriguecinen
to previo (167, 168).

O tratamento das amostras em banho-maria a 809C durante 10 mi
autos nao se pode UBar para &sporos termolibeis, como o tipo E do
¢. botulinum, mas constitui uma pratica usual para destruigac das

—n

formag vegetativas de C. perfringens (83). Isto quer dizer guse G

degenvolvimento do germe gue oCorrer posteriormente ao tratamento
rermico serd devido aos esporos e que, se 08 n3c houver, nac have
ri desenvolvimento. Por vezes, semear O indculo sem prévio  trata
mento tdrmico pode ndo ser Gtil, porque ha um grande desenvolvimen

to de contaminantes como o d¢ BE. ¢oli, que pode encobrir ¢ £. per

fringens.

0 processe de diluigCes sucessivas tambem deve ser usado &m
alimentos implicados em toxi-infecgdes alimentares, porgue nelas
se admite que haja alto nimers de germes eventualmente implicados
(167); mas, em alimentos nic envolvidos em toxi-infecgoes, © nlime
ro de microrganismos pode ser inferior & 10 por grama e entao © en

riquecimento, antes da inoculacao em placa, assegura malores pos
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sibilidades de se encontrar o (. perfringens (21, 167y, Tendo en

vista a possibilidade de ocorrerem baixas contagens de germes no
alimento, também se procurard fazer as amostras da forma mais con
centrada possivel. Porque os alimentos cozidos dificilmente tém es
pores, em virtude de ja terem germinado, nac se lhes deve dar tra

raments termico (78, 81).

1.2.10.2. Meios de Isclamento e de BEnriquecimento

O processo do leite-litmus 5 bastante usadc na Inglaterra e &
preconizado pelc Ministério da Salide e Habitacaco daquele pals, pa

ra exame de C. perfringens da Agua. O codgulo da fermentagado turby

lenta, formado no meio, também pode ser provocado por outros clos

vridios e, ademais, nem todas as estirpes do C. perfringens  produ

zem & reagao; alguns deles podem sexr destruldos pelo calor gue se
usa para a execugao da prova, pelo que a reagdc nao & muito aceita
(1013 .

Na tentativa de se obterem meios de lscolamento mais acurados,
muites outros foram propostos, mas nenhum fica completamente isen
o de criticas. Essencialmente, 0s meios de isolamento se bhaseiam
no uso do dgar-sangue seletivo ou no use 4o sulfite come substan
cia inibitdria.

Nos meios contendo sulfitc, com poucas excegdes, 0S8 Clostri
dia reduzem aquela substincia a sulfeto, gue & precipitado na for
ma de sal de ferro, tomando as coldnias uma OO0y negrd. Porem ou
tros microrganismos também apresentam este comportamento, coOme

galmonella spp.{113), E. coli, Proteus vulgaris, B. mirabilis e

algung exemplares de SLrepltocOTCus {103). Outros mnmicrorganismos,
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como Bacillus spp e Staphvlococcus, crescem sem produzir ¢ollnias

pretas, mas compstinde com ¢ C. perfringens e acidificando 0 meio

(L03). Por esta razdc se tém acrescentado substincias gque tentam

ser seletivas, guanto possivel, para o C. perfringens.

¢ nitreto de sddio & uma das substdncias ja usadas e abandona
das, pois verificou-se gue também inibe clostridios (113). Neomi
cina, polimixina, sulfadiazina, cicloserina D, canamicina sac  al
gumas das outras substdncias inibitdrias, ainda em usc. HANDFORD,
em 1974 {62), conclui gue todos os antibidticos usados 880 inibitd

rios também para o C. perfringsng, especlalmente se B&0 juntados

aos meios depois da autoclavagem, sem terem sofrido aguecimento.
0 melo de Mossel {v. guadro V, p.52} ainda & hoje usado.
Ele permite o crescimento de outras pactérias e mesmo de algumas,

como Proteus, Salmonella, etc., gue dao coldnias pretas. Mesmo a

adigan de sulfadiazina aos meios ainda permite gue alguns outros
clostridios, que produzem coldnias pretas, cresgam no meic (7).

0 8.7.5. (sulfito-polimixina~-sulfadiazinal)l {v. guadro V, o,
52 3, gue ainda hoje & muito utilizado, sobretudc nos Estados Uni
dos da América do Norte, contém sulfite, polimixina e  sulfadiazi

na. Chega a ser inibitdric para algumas estirpes de . perfringens

(74, 1511, e as vezes falha em conferir coloragao preta &s  cold
nias, além de que se vale, para confirmagao das coldnias suspeitas,
da redugao dos nitratos, multas vezes dificil de se conseguir (133),
e da esporulagio, também dificil e pouco pratica (151). Para se
evidenciar a cor preta das colbnias, tentou-se sobrepor uma segun
da camada de meioc sobre a primeira, previamente solidificada e ino
culada com material suspeito {(61). Tendo em conta gue outros mi
crorganismos também podem produzir colonias pretas no melo de

8.9.5,., maitas celdnias com £88& COY deverio ser confirmasdas, para
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ge inferix a percentagem das de C. perfringens em relagao ao total

das colbnias pretas existentes na placa.
0 T.8.8. {v. quadro V, p.52 ) usa triptona, sulfito e neomici
na & produz somente 73% de coldnias pretas gue podem ser conflrmg

das como de . perfringens e algumas coldnias difundem-se, apare

cendo uma coloragao preta generalizada (114}

¢ 8.¥.P. (Shahidi~Ferguson-Perfringens} {(v. guadro V, p. 52}
generalizou-se bastante. Contém gema de ovo, polimixina e canamici
na. Afirma-se gue, a partir de alimentos incculados, houve neste
meio uma recuperacéo de 90,5%, cifra expressiva, pois em  5.P.S.
{(B.B.L.) h&uvé apenas 69,8% e em §.P.5. (Difco) somente 60,2% {151} ;

por outro lado, © mesmc autor (151) afirma que C. bifermentans, C.

botulinum, ¢. parabotulinum, C. sporogenes, C. novyd e C. haemoly

ticum também produzem coldmias pretas e reagdo de lecitinase no

S.F.P., como o C. perfringens.

Porém este meio, talvez por conter peguenas guantidades de 1i
zoSima, mostrou~se o melhor, entre 0s que tém pulfito, para recupe
ragao de esporos gue tinham sido subletalmente injuriados por tempe
raturas altas, a 1159 ou 1209C {9). Num estudo conparative entre ©
$.p.§., T.S.N. e £.F.P., verificou-se que a recuperagdc de células

vegetativas do ¢. perfringens era maior no 8.F.P. & schretudo o

era com esporos, mas O T.5.N. era o mais seletivo dos trés, embora
neshum permitisse a total supressao de contaminantes {67 .

O meio de T.5.C. (triptona-sulfito-cicloserina) constitul uma
tentativa de corrigir os anteriores e baseocu-se no 5.F.P., substi
tuindo os antibidticos deste por cicloserina D (v. guadro V, B
52Y. A racu@ezagéc 2 menor, cerca de 5%, mas apresents a vantagem

de inibir os enterococcus gue nac o sdc no S.F.P. (68). Consideran
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do que a reagdo de lecitinase nem sempre & nitida (de 21 estirpes,
8 pae davam halo de lecitinase), foi retirada a gema de ovo, nou
tra modificacac (74).

A favor ze diz gue ¢ o T.8.C. e o T.8.C. sem gema de Ovo A0
suficientemente seletivos para asssgurar aubseqﬁentes testes, sem
interferdncia de anaerdbics facultativos, segundo HAUSCHILD et al.
(73§¢.FU32 et al. usaram também cicloserina D (800 microgramas por
mililitro) em BRgar-sangue (50) & afirmam ser superior & neomicina,
pois consegue inibir quase todos os gontaminantes, mesme © Proieus
vulgaris. ¢ 8.F.FP. ¢ T.85.£. continuam mostrando gue &5 vezes as
colOnias se apresentam bastante grandes, sendo impossivel a conta
gem guando estas s&0 em numero superior a 30 por placa; e, se ge
dilui a amostra, nac hi possibilidade de contagens (74).

O meio de 0.P.5.P.A. {(oleandomicina ~polimixina-sulfadiazina-
perfringens-agar) , no dizer 4o autor, era o iniceo que inibia o C.

hifermentangs e © . butyricum, gue dao soldnias pretas e grandes

nos meios anteriores (62). Contrapds, poreém, outroe autor (74) que
os anaercbics facultatives saco menos inibidos pelo 0.P.5.P.A. 4o
que pelo T.S5.C. e gue havia estirpes com contagens baixas e mesmo
uma gue se nho desenvolvia, o gque foi refutado pelo descobrider do
meio (62},

Um processoe preconizado por LOWIS (101) usa varias diluigoes
da amostra em caldo de carne cozida, a que junta polimixina e de
pois a redugac do sulfito. Posteriormente confirma~-se a - presenga

de C. perfringeng pela reacdo de NAGLER, com inibigac desta  pelo

antigsore, vindo os vesultados eXpressos e presenga em L g ou em

0,1 g ou outra guantidade.

Quanto ac Agar-sangue, j& em 1928, CHAPMAN (45) afirmava que
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dava melhores contagens gue o8 meios gue produziam sulfeto. Dois
outros grupos de autores j& haviam reconhecido vantagens do Aagar-
sangue: SHAHIDI et ai. {151), autores do meio de sulfite S.F.P.,
ao compararem-no com O agar-sangue, dizem gue © seu meic consegus
melhores recuperacoes em algumas estirpes, mas nac em outras, o
que d& uma média de recuperagdo de 28,5% para © $.F.P., em relagao

a 100% do &gar-sangue; MOSSEL (116), autor de meios de sulfite, diz

em 1968, gue O agar-sangue pode ser usade quando ¢ (. perfringens

& predominante, porgue olhos bem trelnados reconhecem guas cols
nias sem muita dificuldade.

As vantagens do agar-sangue sdo as de facilidade de obtengac
e preparc, semeadura em superficie, nitidez das colénias {(sem de

formacao), distingdo entre colénias de C. perfringens e outras e

evidéncia da hemblise (77, 167). Se se faz necessario estudar a hg
molise, & importante a escolha do sangue, porgue as hemoplisinas 4o

C. perfringens tém atividade diferente sobre os eritrdcitos das va

rias espacies animais. 56 a hemoligina teta €& ativa contra os glo

bulos vermelhos do sangue de cavalo, enquanto que para os eritrd

citos de carneiro, alem dessa toxina, também & ativa a toxina @

(70, 83). Comc todas as estirpes do tipo A de . perfringens produy

zem toxina o € hem todas produzem toxina teta, as que nao  possuen
esta toxina nac produzirdo hemblise no sangue de cavalo, embora
produzam no de ovinos. Porém a adigao de 0,5% de cloreto de caleio
ao sangue de cavalo torna este susceptivel & toxina o e assim as

estirpes cldssicas do C. perfringens produzirdo, neste casc,  uma

nemblise anular: uma interna de hemdlise 8, devido & toxina tfeta,
e uma hemdlise parcial, externa, devida a toxina o (83).

Na pesguisa de C. perfiringens, deve-se usar um agente seletl
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vo. O mais usado, até hoje, & ¢ sulfatc de neomicina, que permite
suprimir o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis e obter
melhor formagac de colonias reconheciveis do germe em causa (81,
83, 190). HA, contudo, microrganismos indesejdveis que ainda  per
sistem, como alguns bastonetes negatives ao Gram &, mais freqguen

temente, Streptococcus, Staphylocogcus e bastonetes anaerdbios nao

formadores de esporos positivos ao Gram (45). Masg, entre outros, &
inibkida a E. coli (168}.

A peomicina & aplicada a placa de agar-sangue previamente sg
ca, na quantidade de 3 - 5 gotas ou 0,06 a 0,1 ml de uma solugao a
1% de sulfato de neomicina {Upjohn} (168), sendo espalhadas as g¢o¢
tas com uma espatula de Drigalski e depois secadas. SUTTON et al..,
em 1968, aconselharam aquele numerc de gotas, como outros autores,
mas, em 1971, aconselhavan somente 3 gotas {0,06 ml). Tais gotas
eram obtidas pelos autores*, cortando pipetas de Pasteur de forma
4 terem uma secgdo de calibre 0,95 mm de diametro e usando as pipg
ras verticalmente, ao deixar cair as goias {112} .

o sulfato de neomicina também pode ser usadc com meios, como
o de caldc de carne cozida, na guantidade de 250 mg por mililitro
e nio em maiores quantidades (190). Mais tarde verificou-se gue
nem essa guantidade deveria ser usada, mas, sim, 50 mg por milili
tro (103},

£m alimentos nac implicados em surtos de toxi-infecgdo alimen
tar, devido & contagem microbiana poder ser baixa, pode ser usada

uma tecnica de enriguecimento da amostra, cOmec o melio de carne co

* pemonstragao pessoal de A.T. Willis.
public Health Laboratory, Luten, Inglaterra.
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zida de Robertson, ou caldo de filgado, ou caldo de glicose tripti
case (77) ou ainda o meio de RIHA & SOLBERG (R&S) (132). O meio de
carne cozida, tendo um potencial redox baixo (+ 0,04) (113), & o
maiz usade, servindo tanto para clostridios proteoliticos, como pa
ra sacaroliticos., Neste caso, conveém adicionar 0,5 a 1% (p/v) de
wlicose (83).

Fazendo-se dilui¢oes decimals sucessivas dum alimento, pode-
se estimar a populacdo microbiana através da técnica do  numero
mals provével, 08 inconvenientes SAC gue © pProcesso & laborioso,
desenvolvem~gse também outros microrganismos que dao contagens posi
tivas Ffalsas e podem existir efeitos antagdnicos da flora mista

dos &limentos (71, 113, 116), razdes por gue este processo nac @

muito usado [(L16}.

1.2.10.3. Meiocs de Confirmagao

As colénias ou as suspensoes ja citadas precisam ser confirma

das para se assegurar tratar-se realmente de C. perfringens. Para

o meic de S.F.P., a confirmacao & feita no meio de L.M. - lactose-
notilidade ™™ ¢ puncionando este {(que contém pounco agar mw3gﬁa3 —
vermelho de Ffenol) até um terco da parte mails funda do tubo e veri
ficando~se e Os germes nao se disseminaram (sinal de motilidade)
e se houve aparecimento de cor amarela apbs incubagac (151). Criti
ca-se a sua falta de exatidlo, afirmande-se gue a fermentagdo moti

va o deslocamento de bactérias e 3 a falsa id&ia de mobilidade

do C. perfringens.

0s meios de confirmagac mais empregados, quandc nae se ugam

cs de sulfito para isolamento, Sac 0s gue aplicam a reagac de



lecitinase e fermentagao da lactose.

O C. perfringens, semeado em meio gue contém gema de OVO; mMOS

tra a reagdc de lecitinase para além das coldnias, com variagces
conforme a estirpe; as coldnias s@o lisas e de limites irregulares
(108) . Dado gue outros microrganismos tambaém produzem reagac de lg

citinase, usa-se a anti-toxina do tipo A do C. perfringens, para

inibir a xeagac de lecitinase. As lecitinases do C. perfringens,
C. bifermentans e C. sordelll s3c antigenicamente relacionadas e
por isso a citada anti-toxina inibe nado 56 0 primeiro dos  micror
ganismos, mas também os dois restantes (L06, 187, 188, 18%). Esta
& a razdo porgue & necessdrio verificar se ha fermentagao da lactg

se, dado gue, dos trés, s o C. perfringens a provoca. WILLIS &

HOBBS usaram, numa mesma placa, a gema de ovo, a lactose (1%) e ©
vermelho meutro (0,03%), para evidenciarem concomitantemente as
duas reagBes, © gue se torna bastante pratico (188, 189). Hstes au
rores secavam as placas 20 min a 379C, pingavam trés gotas da anti
toxina, espalhavam—-nas por metade da placa, com una espatula de
vrigalski, e deixavam secar. A seguir, o microrganismo era estrig
3o em linha reta, partindo da metade da placa sem antitoxina, atra
vessando perpendicularmente (fig. 26 a 34, p. 133 a 135 o dizmetro que
divide aguela metade da placa que levou a antitoxina = terminando

sobre a netades gue a contem*. Uma estria de C. perfringens, depois

de incubagio, mostrard reagac de lecitinase 5O na metade sem anti
toxing, crescimento da estria nas duas metades e um halo rdseo ou

avermelhade por fora da estria de semeadura e do halo de leciting

* pemonstragdo pessoal de A.T. Willis.
pubYic Health Laboratory, Luton, Inglaterra.
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se, devido 3 viragem da cor do indicador pela fermentagao da lag
tose.

4 incubagao deve ser de 12 a 18 h para uns (183}, 18 a 24 h pa
ra outros (188, 1%0) ou ainda 24 a 48 h (188) ou 12 a 60 h {(122). Se
as placas, depois da incubagio, forem deixadas em condigdes ambiep
tais, o halo avermelhado empalidece e as coldnias avermelham inten
samente (188). Antes da proposta de adigac da lactose por WILLIS &
HOBBS, em 1958, ©s meios nac a continham e havia resultades satis
fatdrios, tanto gue, em 1953, em centenas de estirpes, todas, com
excegao de duas, deram a reag@o positiva (81). HANDFORD, em 1373,
assinala também que, em sua experiéncia, ¢ teste da lactose deve
ser feite separadamente (63).

Pequenas variacdes no meio de gema de ovo podem afetar as rea

¢Bes de lecitinase do C. perfringens, como sucede quando se incor

pora um excesso de hidrato de carbono (mais de 1%}, que,com  eerte
za; baixa emageradamente o pH do melo (62). O L. botulinum tipo E,
em meios com menos de 1% de sacarose, muitas vezes nac produz a pe
1icula de brilho semelhante a madrepérola, embora produza um preci
pitado, o gue se confunde com & reagao de lecitinase (62}.

Entre ocutras técnicas de pesguisa do €. perfringens, tem-se

tentado a dos anticorpos fluorescentes. Estes, porém, tém © incon
veniente de necessitarem muitos antissoros, pels © germe possui
muitos tipes antigenicos (82).

A tecnica de imuno-difusdo também vem sendo estudada na iden
tificagac do microrganismo em causa, € parece ser promissora, toda

via necessita mais pesquisa (56).
0 exame microscbpico de esfregagos de culturas coradas  pelo

Gram oferece uma informacgdo auxiliar de certa valia (1867).
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E importantissimo na identificagao de Clostridia estar-se sg

guro de que as culturas est@o realmente puras no periodo de exame,
sempre se fazendo subculturas em placas aerdbias e anaerdbias, pa
ra fins comparativos (185).

a confirmacdo das coldnias deve-se fazer sobre 10% do total
delas ou scbre um nimero aproximado & raiz gquadrada do seu  total
(mas nunca mencs de treés, se as houver) (106, 115). Diz-se que a
contagem, depois de incubagao em nitrogénio, &, em muitos  casos,
maior gue em hidrogénic (4%). Segundo alguns, O didmido de carbono

favorece o crescimento de Clostridia, podendo ser misturado com ou

tro gas, quanée se forma a atmosfera anaerdbia, ou obtido pela in
clusio de 0,1% de bicarbonato de s6dic ao meion {apud 83); mas, pa
ra outres, porem, ocorreria o inverso, ou seja, uma redugaoc nas
contagens {49).

nuando se pretende evidenclar as diferengas entre coldnias
sanaerdbias e aerdbias facultativas e agsegurar melhor contagem, dg
ve-se prevenir gue o eventual crescimento de anaerobios facultati
vos, nas placas, pode tornar dificil a identificagdo do L. per
fringens; mas se forem deixados em aerpbiose, porgue crescem O5 ag
rdbios, a distingdo se tornara mais facil (81).

Os meios de isolamento sao baseados no principic de que as cé
julas da amostra ainda estao vidveis, ¢ gue nem sempre & carto,
principalmente se o material foi congelado on esfriado, por longo
tempo, ou fol aquecido ou houve gueda do pH. Nestes casos, had gue
pesquisar~se alguns produtos do metabolismo celular, come a fosfo
lipase, e correlaciond-los com o nfimero das células ou entac reali
zar contagens microscopicas (157). Em estudos realizados em quinze

laboratbrios sobre amostras de alimenteos envolvides em surtos, ve
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rificou~se também que o titulo de toxina o encontrade indica a mnd
xima populagao microbiana (65). Deve-se lembrar, finalmente, que
wn produto nac & um tode homogéneo e pode-se-lhe retirar, eventual
mente, uma porgac menos contaminada ou nao contaminada, durante

a amostragem {(78}).

1.2.10.4. Incubagao

Um dos processces mais comuns g econdmicos para a obtengaoc de
anaerobicse & o de se fazer vacuo e inccular hidrogénio na  jarra
cu estufa, usando-se posteriormente o paladic, como catalisador,
localizado tambem dentro do recipiente,

Contra o usc do hidrdgenio, tem~se argumentado gue a raaqéa
catalitica do oxigénic & lenta, &s vezes 45 min, o gue podera
criar um vVacuo, se a fonte fornecedora de hidrogénic 32 estiver
desligada, em virtude da diminuigao do volume do gas no recipiente
(49). Esta reagdo tambem pode ccorrer, se existir bastante meio de
cultura na jarra, em virtude do oxigénio al contido nao ter gide
completamente removido na exaustado. Este difundir-se~ia depois no
espage do recipiente e formar-se-ia Vvacuo, por diminuigdo do volu
me do gés, &, 8@ a jarra nac estivesse bem fechada, poderia entrar
até ar (4%). Por prevencgac, comvém que a jarra permanega ligada ac
g&s durante uma hora, através duma bola de borracha, que indigara,
pelo esvagiamentco, © consumo de hidrogénio. Com este procedimento,

serd suficiente apenas uma exaustao a 250 mm de Hg (49).

Pelo que se expds e ainda porgue ha o receic de explosao,
muitos preferem a inoculagdo de nitrogénio livre de oxigénio, arn
cada uma das guatro exaustOes dos recipientes, a 250 mm de Hg, v
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que 33 um nivel aceitdvel de menocs de 0,1% de oxigénioc, se o gas
inoculado for 99,995% purc (49). Na Inglaterra, o gds em mais al
tas percentagens de oxigénio que a indicada acima {49} e isso tam
bém se da em varios outros palses*. Se o produto for menos  puro
que © desejavel, o nitrogénio deveria ser pasgsado sobre cobre agug
cido e depois sobre uma solugdo de sulfato cromeso acidificada, pa
ra livra-lc de oxigénio; ou, pelos menos, deveri sempre passar-se
o contetde do cilindro pela soluqﬁo:mencionada, ndo s& para remo
ver o oxigénio, mas também a amdnia, que pode invalidar o  traba
iho em organismos fixadores de nitrogéaio (153).

Ha uma grande gama dos Clostridia de acordo com as exigéncias

de anasrcbiose. O C. tertium cresce até aercbicamente em agar-san

gue (18l) e o mesmo se 43 com C. histolyticum (83); o L. perfrin

gens ndo tem contagens alteradas até 5% de oxigénic, engquanto gue

o C. tetani, o C. septicum e o C. pedematiens tém tensdes limitan

tes situadas entre 0,2 a 0,3% (49, 183;.

Pelo fato do C. perfringens ser parcialmente anaerdbico, permi

ra-se uma seletividade dos estritamente anaerdbios, usando-ge
exaustio dos jarros a -60 cm de Hy e depois injetando-se hidrogé
nio sem usar o catalisador {83), ou entadoc usando-se nitrogenio e
anidrido carbdnico, depois de uma Unica exaustio a 24 polegadas**.

Para alguns, o anidrido carbdnico & essencial antes das bactg
rias comegarem a multiplicar—se, mas para putros nao & necessario

{48} . Afirma~se que, fazendo—-se a incubagao de amostras gd com

® Comunicagdo pessoal do Instituto de Fisica da UNICAMP.

**  Comunicagao pessoal de A.T. Willis.
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nitrogénio ou s6 com anidrido carbdOnico, nZo had diferenca sensivel
na fase *lag®, como nao hd na logaritmica, pois, se para umas  es
tirpes & melhor o nitrogénic, para ocutras & melhor o CO, 123).

As exigéncias do potencial de Sxido-redugac variam com a  es

tirpe: uma estirpe de €. perfringdens pode crescer mals profusamen

e, a um Eb mais elevado e na presenga de peguenas quantidades de
cxigénic, gue outras, num Eh mais baixo e sem oxigénio livre (1723,
sendo que um potencial maior de Oxido-redugdo terd um efeito adver
so sobre & fase "lag™ {(17).

Como se disse, o potencial de Hxido-redugac ndo constituil, em

regra, problena, porque © L. perfringens estd prowimo do limite que

separa 0g anaerbbios—-o0s limites dos valores de Bh s&o0 de — 125 a
+ 287 mv {172) ou - 200 & + 160 {157). Contude, num meic matritivo
pobre, b suficiente para prover as coldnias com o minimo neces
sério ac seu limite de visibilidade, & necessidrio atentar para eg
se potencial. Assim, as placas com 13 de peptona, sem carboidratos
fermentesciveis, se deixadas em contacto com o oxigénio do ar, no
momento de espalhar o indoule, no comego da fase logaritmica, gqua
se& 99% dos germes podem ser inibidos, mas o efeito tdxico do oxigé
nio & diminuidorse hd um agente redutor no meio {157). Tambén,
gquanto maior & o indculo e mais ativa a sua fase metabdlica, mais
se cria um local de balxo potencial Sxido-redutor e baixo pH (157},

0s meios de Bgar—sangue sac considerados indicadores de anae
robivse, pois & hemoglobina, nests atmosfera, reduz-se, & as pla
cas apresentam uma cor vermelho-plrpura, em vez de brilhante, ¢
que também pode ocorrer por agio de bactérias {(25).

putra forma de avaliar-se a anaerobiose & misturar 1 ml de

solugdo de Na OH a 0,02%, 1 ml de dextrose a 6% e 1l ml de azul de nme
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tilenc a 0,015%, fervendo-se e pondo-se num tubo paguenc, dentro
dé montinente de anaerobicse. A solucdo ficard incolor, enguanto
se mantiverem as condigdes anaerdbias, pela passagem do azul de me
tileno & sua leucoforma (25).

Mais pratico e correto, para muitcs, & fazer-se uma incubagao
de um micrdbio de conhecidas exigéncias anaertsbias, a par coom A&as

amostras em pesguisa.

1.2.11. 08 Surtos

1.2.11.1. Preparagao dos Alimentos

Parece-nos de toda conveniencia mencionar experiéncias condu
zidas por uma autoridade cientifica em 1959 e gue hoje, a uma deze
na e meia de anos, se revelam até enganosas, se tomadas de per si.

Aves contaminadas por C. perfringens nao resistente ao calor,

depois de cozidas € em seguida manuseadas assepticamente, foram
distribuldas em dois bégueres cobertos, um conservado em geladeira
e outrc & temperatura ambiente. Ao fim de & dias, nem ©  primeliro
nem o segunde continha © anaerobio, embora neste Gltime houvesse
noderada canﬁaminagéo com asrobios esporulades. Noutra experiencia,
as aves foram inocculadas nos masculos com estirpe resistente ac Ca
lor de 1009C durante L hora; a seguir, foram cozidas durante 2 ho
ras e 40 minutos e depois foram transferidas para héguerss Com MmO
1ho cobrinde até 1/4 dos frangos. Como na experiéncia anterior,
nac se evidenciou o germe, nem Do molho, nem na carne. Na altima
experiéncia desta serie, os frangos foram cozidos e, em seguida,
o molho Foi inoculado com uma estirpe hemolitica §, tendo~se veri
ficade aumento dos germes no molho e nos musculos, nos frangos man
+idos fora da geladeira, enguanto gque nac houve tal aumento nos
conservados em geladeira (105).
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Porém, em 1961, nas experiéncias conduzidas pelo "Medical
Office of Health for Reading®, a fim de responder & indagagio do
Servigo de Refeigdes Escolares sobre o possivel inconveniente de
se assarem carnes de noite para ¢ servigo do dia seguinte, a situa
¢ao ficava colocada nas proporgoes devidas, Assou-se, pelo metodo
lento, gue se perguntava se era ¢ conveniente, um bloco de 2,270 kg
de carne bovina. Verificou-se gue se passavam 2 horas para que o
centro geometrico do alimento atingisse 63,59C, temperatura que se
mantinha durante aproximadamente 7 horas, sendo, em media, a tempe
ratura externa da carne 5,59C mais alta que a interna, com ¢ forno
a mais ou menos %99C. Alguns microrganismos, experimentalmente ing

culados antes (Staphvlocoeocus pyogenes e Salmonella typhi-murjumj,

nio eram recuperados, mas o era a estirpe resistente ao calor de

C. periringens (1703 .

No processo tradicional, com forno a mais ou menos 2329C, a
carne atingia 65,59C no centro geométrico ao fim de 3 horas, manti
nha esta temperatura durante mela hora e, neste Cago, recuperava-~

~-z¢ C. perfringens em menor numero (170). Considerava o autor que,

dadas as dificuldades de se cobterem esporos de resisténcia bem co
nhecida, as respestas eram pouce consistentesg e muitas experién
cias seriam necessarias para eliminar as diferentes varidveils des
tes ensaios.

Mag, em 1972, foram realizadas experiencias melhor conduzidas,
utilizando-se dois tipes de fornos: fornos de ar Grmido a 829C e de
ar quente a 2139C (168). Em pedagos de carne bovina, uns grandes,
pesando 4,5 a 5 kg, e outros delgados, de secao 5 a 6,5 om por 9
cm, pesando cerca de 2.7 a 3,2 kg {estes ltimos sambrulhados an

polietileno, se processados em forno umido) . foram inoculados es
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tirpes resistentes ¢ nao resistentes ao calor, ESpOros e células
vegetativas, Q centro geométrico das porgoes maiores demorava cer
ca de 1 hora para comegar a aquecer. Depols de assadas as carnes,
o8 centros atingiam 559@C, 569C e 649C e continuavam ainda a subir
até ao maximo de 659C, §89C e 709C. A temperatura de 609C era atin
gida mais ou mencs ac fim de 3 horas e meia nos dois tipos de for
nos. O resfriamento & temperatura ambiente (159C) dava una perda
de calor muito pequena e, mesmo depois de 7 horas, as amostras pe
guenas ainda nao atingiam 159C; o resfriamento entre 49 a 59C foi
melhor, mas nasc muito; o resfriamento a -309C baixava o centre dJa
carne a mencsg de 159C em 3 horas e 40 minutos.

As células vegetativas foram destruldas durante o processo da
assadura, mas ©s esporos resistentes e nao registentes ac calor
subsistiram e as celulas cresceram mais durante o ssfriamento a
159C do gue entre 4 a 59C. Todavia ndo chegaram a atingiy 108 por
grama, guando o indculo era de 105.

Outra experiéncia do mesmo ano completa o3 conhecimentos 50
bre o gue pode ocorrer em operacgdes culindrias posteriores {16) .
A carne bovina, assada atdé ume temperatura interna de 609C, foi
cortada em pedagos e inoculada superficialmente com cultura. BSe a

carne era mantida a 48,89C, o nimero de C. perfringens aumentava

sempre nas primeiras 12 horas e declinava depcois de 18 horas; &
509C, am 6 horas, aumentava 90% e este aumento tambeém se verifica
va em 12 horas a 51,19C: porém, se a cultura continha também Sta

A

phvlocogcus aureus e Salmonella enteritidis, nas se wnstatava qual

quer sobrevivente a esta Gltima temperatura & tempo.
BRYAN et al. (19) mostraram gque perus, pesando 10 kg aproxima

damente, descongelados & temperatura ambiente de 20 a 309C, demora
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vam mais de 17 horas para atingirem 1090C, temperaturas gue permi

tiam o crescimento do £. perfringens. Se fossem assados, nido sobre

viviam as celulas vegetativas; e, se os perus fossen desossados
apos 1 hora, juntados a molho e tudo posto numa geladeira, os espo
ros germinavam € as ceélulas multiplicavam—-se durante 7 a 9 horas,
guando as temperaturas eram de 509 a 15,59C.

fuanto ae descongelamento de frangos de 1 kg de peso, aproxi
madamente, a temperatura ambiente (159 - 219C), verificou-se  que
gram necessarias 3 horas para cada 454 g da carne, guande era man
tida em sac0 de polietilenc; e 2 horas para cada 454 g, guando eg
te era removido. Todavia se,logo gque fosse possivel,se retirassem
mildos de dentrc do frango, havia uma diminuigdo de meia hova nos dois
CAs0s e, negtas cendigﬁes, nao havia aumento das contagens de c.
perfringesng {137}. Se o descongelamento era enm refrigerador (49C),
aram necessarias 8 horas por 454 gramas, quer o frango estivesse
acondicionado em saco de polietileno ou ndo; mas a auséneia desse
envoltdrio provocava desidratagdc da pele. No descongelamento sob
figua corrente, dentro dos sacos, era necessdria 1 a 2 horas, por

cada 454 g de peso.

Se se assam frangos em maguinas rotativas, a 149%9C, durante
25 a 30 minutos por cada 454 g da ave, ou a 2049C, durante 20 a 25
minutos, também por cada 454 g, e se o descongelamento prévico  ti
ver sidco completo, sobrevivem formas resistentes ao calor de C.

perfringens; mas, se 0 frango nao tiver sido convenientemente des

congelado ou ndo tiver sido bem passado, até Salmonella pode sobre

viver (137).

¥m 197%, nos Estados Unidos da America do Worte, foram reali

zadas experiBncias simulando-se as condigbes de preparacac e ven
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da usual de coxas de galinhas,com aproximadamente 80 - 120 g, com
uma espessura maxima de 30 mm,e de peitos de 120 a 160 g, com a
espessura maxima de 36 mm. Estes foram incculades e postos em agua
guente a B829C, por 20 - 50 minutos, e a 939C, por 15 a 45 minutos
o gue produziu uma temperatura interna de,pelo menos, T779C (29).
Neste caso, as células vegetativas eram todas destruldas e os espo
ros sensiveis ac calor desciam a niveis baixos— {,3% nos peitos e
5,5% nas coxas—, ao fim de 43 minutos a 829C; ou a niveis de 0,043
nos peitos e 0,2% nas coxas, ao fim de 45 minutos a 239C, Todavia,
08 esporos resistentes ao calor perpaneciam guase COR 2 MeSma popu
lagao, a 829C; e sofriam uma redugao de 40 a 60%, quando a 939C.

O subsequente congelamento, gue costumam fazer, por 1 a 4 se
manas, a - 239C, provocou uma gqueda acentuada do nimero de 28po
ros resistentes ao calor e, reaquecendo-se, posteriormente, em for
no de calor seco, a 131eC, por 30 minutos (o que levou a uma temps
ratura interna de 719C aproximadamente), s0 subsistiram 11 - 17%
dos espores resistentes ao calor, gue eram contidos nas pegas su
jeitas a 829C; € 0,6 a 2,6% das gQue eram sujeitas As temperaturas
de 93¢C, durante 45 minutos.

Bm coxas contaminadas superficialmente, depois fritas & mila
nesa, congeladas e, finalmente, reaquecidas, observou-~se ¢ seguin

te: ainda permaneciam com algumas células vegetativas de c.

e
R
R B s

fringens (0,1 & 1%) & esporos resistentes ao calor (1,¢ a 8,1
nesmo depois de fritas; depois do congelamento por 1 a 4 semanas,
as células vegetativas reduziram-se (0,04 a 0,1%), assim como oS
esporos (0,5 a 5,53%). Depois do reaguecimentn a 1929C, por 30 minu
tos, que produziu um temperatura interna de 779C, as células vegetati

vas s0 puderam ser detectadas por técnica de enriquecimento; € os
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esporos, somente a niveis de 0,625a 1,0% (29). A efetividads da
fritura também fol estudada em outra experifncia. Verificou-se gue
carne fresca alnda mostrava sobrevivéncia de células  vegetativas

de C. perfringens, depols de uma fritura de 12 a 15 minutos, en

——

guanto que, por cocgdo, eram destruldas ac fim de 1 hora (80).

WOODBURN & RKIM {182) inogularam duas estirpes resistentes ao
caloy & uma nac resistente, em dols tipos de rechelos de perus: um,
seco, composte de pRo, margarina, cebola, sal & pimenta; e outro
racheio, mido, contendo dgua.

Antes de serem cosinhados, os perus, 3& recheados, ficaram 24
horas na geladsira, tende—se verificado gue as ceélulas vegetativas
reduziam~se a niveis muito baixos, engquants o indoulo de  esporos
nie sofria modificac@o. Assando-os num forno a $49C, até atingirem
739C no centro, @ a 16390 e 2329C, ate atingirem 829C no  centro,
5 indculo de esporos da estirpe nao resistente ao calor pléde  ser
recuperado ds citadas temperaturas; armazenando-os, havia aumento
das contagens apbs 24 horas a 23eC.

Oito ancs depois, em 1974, BRYAN gt al. retomavam semelhantes
estudos, com perus pesando cerca de % kg (18). Quanto ao desconge
lamente e refrigerador, consideravam~no impraticavel em grandes
restaurantes, porgue demorava varios dias; mas & temperatura am
biente, dentro de sacos plisticos, os perus atingism 09C, em 9 ho
ras, & + 10¢C, em 18 h, enquanto gue d superficie atingiam  109C,
em 5 horas, & permaneciam a 16,869C ate ao fim do descongelamento
de todo o peru. Desta forma, naoc havia possibilidade de multiplica
gao das bactérias, a ndo ser gque o descongelamento se fizesse sem
¢ saco plastico, o gue permitiria o crescimento de psicotroficos.

Assando os perus inteiros, a 3259C, as partes mails espessas
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demoravam muito tempo a atingir 73,89C (cerca de 3 horas). Ra su
perficie externa do peru, em menos de uma hora, eram exterminadas
as formas vegetativas, subsistindo, entretanto, as que se encontra
vam na superflicie interna das cavidades abdominais e toricicas.

0 resfriamentc em forno tépide consideravam desaconselhivel,
porque havia partes do peru gque ficavam mais de 11 horas a tempe
ratura de desenvolvimento das bactérias. Aconselhavam que 0S perus
fossem cortados em fatias, colocadas em reciplentes, os guais ge
deviam dispor dentro de outros gue contivessem gelo, 0 que permi
tiria que as fatias atingissem a temperatura de 219C em 1 hora. Se,
depois, fossem deslocadas para uma geladeira, em 3 horas atingi
riam uma temperatura abaixc da de multiplicagac. Consideravam tam
bém segura a imersao dos perus, em duplo saco de plastico, direta
mente no gelo.

Em outra experiéncia, a massa para salsichas tambem foi ing
culada com esporos de c¢&lulas vegetativas de estirpes resistentes
& nao resistentes ao calor; e, em seguida, pasteurizada, para o
centro geom@trice atingir 689C a 69%99C, o gue acontecia ao fim de
38 a 48 minutos. A massa fol posteriormentse esfriada a 219C, © que
reduzia a temperatura para 499C, ao fim de 10 -~ 15 minutos (160).
Verificou-se gue O processamento destrula s& 10% dos microrganisg
mos totais anaerdbios e 43% dos aerdbios, cujo crescimento se  da
a 379C; e que, dos microrganismos que crescem a 239C, eram destrul

dos %9,2% e 95,6%, respectivamente.

pe inicic, o anlmero de C. perfringens nao & dominante entre

os anaerobios (10%), mas, durante o armazenamentsd, aguele microxr
ganismo, mesmno a 129C, eleva-se de 103 para 196 am 5 dias; a 159C,

oem 3 dias: e maig ainda a 279C, tornando~se dominante entre oS

w7 Y



anaerohics. Nac havia crescimento em 2 semanas, a l09C, e em 4 se

nmanag, de 0 a - 59,

1.2.11.2. Prevengao

Nao cobstante os muitos estudos de gue tem sido obiete o c.

perfringens nos ultimes dez anos, a classificacao das fontes de in

fecgdo feita em 1952 parece ter ainda validade. De acordo com  eg
ta classificagdo, os alimentos podem ser contaminados poY duas
vias (8l): 1) via humana —-pelas maos dos cozinheiros, agougueiros
e demais pesscal gue manipula os alimentos; 2) via animal -— por
invadirem os misculos microrganismos oriundos do intestino {(em vi
da ou apds o abate), das fezes do chao, bem como dos ratos e de ou
tros seres.

Evidenciou~-se que a maioria dos surtos de toxi-infecgdaoc  aljl

mentar tem ocorride, por a carne contaminada ser cozida a uma tem
peraturs gque permita a geobrevivéncia de formas vegetativas ou de
esporog, que se multiplicam durante ¢ tempo de resfriamento (78).
Sendo este resfriamento geralmente lento e considerando-se gue,
principalmente depois da remogdo do oxigénio pelo aquecimento, o
Eh permanece baixo, aparecenm condigoes de anaerobiose adeguadas pa
ra o microrganismo, bem como nutricionais. A contaminagao também
se pode dar depois de ser cozinhade 0 alimento, mas, heste CABO,
de imediate, hi menos condigdes anaerbbias para ¢  desenvolvimento
do germe (78); todavia, mais tarde, em virtude da possibilidade
de se enrolar a carne ou de se misturar ¢ sobrepor am camadas,

podem surgir razodveis condigdes de anaerobiose e também adeguadas

temperaturas, se o resfriamento for demorado, © gue & provavel,
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se existirem volumosas massas de carne.

Com base nestes conceitos fundamentais, puderam ser estudadas
as condigoes de cbtengao, processamento e armazenagem, para diver
sos alimentos e para diversas fases da vida do alimento, e foram
gstabelecidas as normas de prevengao da doenga.

BETTY HOBBS, em 1965, observava que nunca cocorrla a intoxica

cac pelo C. perfringens, se o alimento fosse ingeride logo apds

ser cozinhado (78}. Se as carnes de vaca ou porco devem ser servi
das frias, o ar frio deve cilreular, durante uma hora e mela, pelos
lados e por baixo da carne, que deve ser imediatamente refrigera
da, em pedacos que naoc excedam 2,700 kg (78, 186). Se a carne &
para ser servida guente, deve-se comé-la dentro de uma hora apds
cozinhada ou deixid~la sempre a mais de 609C (78). Pegas grandes ou
muitas pegas peguenas, compactamente acondicionadas no frio, poden
demorar a recebé-lo na parte mais interna (82).

As precaugdes gue se apontaram também foram mantidas para pe
rus, nas instrugtes de BRYAN et al., em 1971 (19}, mas, entac, da
dos os conhecimentos dessa éﬁo&a, estes autores recomendavam gue,
se nao se consumissem logo depois de assados, ¢ resfriamento deve
ria ir a +109C pelo menos, com © molho resfriando-se  separadamen
te; o rveaguecinmento, quande se deselasse consunmir guente, deveria
ir, no minimo, at® 73,99C no centro do alimento. No gue diz respei
to a0 manuseio, recomendavam gque fosse feito com luvas e, guanto
ao resfriamento, que fosse feito em agua corrente fria, banho de
gelo, agitagdo continua ou num congelador, durante 1 hora, e de
pais em refrigerador, usando-se recipientes baixos, limpos e
higienizados, contendo pouce alimento, a fim de facilitar transfe
réncia térmica.
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Acregcentavam os mesmos autores, em 1974 (18), gue o desconge
lamento deveria ser completo, feito em saco de plastico (& tempera
tura ambiente, durante 1 hora, para cada 454 g de peru, ou 1 hors
e 1/4, se sa0 usados dois sacos)r e que a temperatura para assar de
veria ser, pelo menos, 162,79C, para que o centro geométrico nao
atingisse menos de 73,99C. Repetiam, portanto, ¢ que i& dissera
BETTY HOBBS em 1952, ou seja: nao se esfriar em forno tépido, mas
sim reduzir o volume do assado, nas condigoes de refrigeragio an
tes citadas; nao empilhar os produtos mais de sete centimetros; nio
armazenar grandes guantidades de molho junto com o peru; ferver o
molho antes de servir; e nunca manusear o8 perus assados, depois
de manused~los crus, sem lavar as maos.

DIANE ROBERTS (137}, em 1872, preconizava que as estufas usa
das, para manter frangos assados em temperaturas quentes, deveriam
estar suflcientemente quentes para prevenir & multiplicagao dos
microrganismos; gue o0s frangos cozinhados deveriam ser asfriados
rapidamente antes de se porem na geladeira e preferivelmente trin
chados €6 na hora de serem servidos, ndc se limpando com papeis
nem panos. A critica que se aponta, no Brasil, aos aguecimentos a

temperaturas altas, nas estufas, também fol expressa por BERRY JR.

(14), em 1975, ac afirmar gque estufas a 509C tornam os produtos in
. desedaveis, ressecando-os. Observa o autor gue 1sso se deve ao uso
de equipamentos improprios, nos quais, as vezes, hi diferencas
grandes de temperaturas, de acorde com o local do aparelho, e meg
mo variacgoes, de acordo com a conposigao dos produtos comestiveis
{ 28). Mantendo-ge produtos a 70-829C, a¢o fim de 1 h ja& se notara,
pelo gosto, uma reducac da qualidade; e, ao fim de 2~3 horas, o

alimento serf inaceitavel (64%.
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HALBINGER (57), dizendo gque & necessdrio educar o consumidor
e 0 produtor, para que se aceltem pregos razodveis por alimentos
higidnices, indica com isto a principal meta a atingir. E  tambem
necessario gue o industrial se conscientize da importancia dos exa
mes microbioldgicos, cuja necessidade & encarecida, com © exemplo
de um surto ocorrido na Alemanha, cuja fonte era um tubc de - tola
com um defeito numa conexao, gue permitia a contaminagao constante
da emulsac para salsicha (44).

Ha necessidade urgente de informagoes acerca da seguranga
microbioldgica de alimentos pré-cozidos, prontos para servir mais
tarde, pois sac mais importantes, em termos de perigo & salde ph
plica, gue gualsguer outros tipos de alimentos (177). Isto sucede,
progue hé um periodo muitas vezes longo entre a preparagac culini
ria e o consumo e o5 alimentos assim fabricados, em regra, desti

nam-se a um largo nimero de pessoas (177).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAL

0 material base deste trabalho & constituldo de 299 amostras
de alimentos, colhidas entre 18/2/75 e 14/11/75.

Propositadamente, a coleta foi sempre deixada a cargo do prd
pric comerciante, com os seus cuildados comuns: use de sua faca, de
pegador ou das macs (conforme seu hibito), uso de seu papel, a fim
de se obterem dados os mais fiéis possiveis das condigles de reven
da.

As 50 amostras de carne bovina moida {(entendendo-se, no pre
sente trabalho, por carne bovina, o macho & feémea, adultosg, de Bos
taurus LINNAEUS, 1758) foram obtidas em diversos agougues, de 41
maguinas moedoras, colhendo-se a carne nelas contida.

As 50 amostras de carne sulna (Sus scrofa LINNAUEUS, 1758, machos e
fémeas adultos) foram obtidas de 39 locais de venda, tenso sido ex
traldas fatias de mais ou mencs 0,5 cm de espessura, junto dos og
sos da bacia, na parte do misculo reto-medial da coxa ou gracilis,
que & cortado pela serra, guando, no matadouro, se separam os dois

traselros.

As 52 amostras de carne de aves (Gallus gallus LINNAEUS,1758,

machos e femeas, de 60 dias aproximadamente) foram colhidas de 12
estabelecimentos da cidade, gue fazem o recorte das aves para ven
da no local. 88 duas amostras destas aves foram colhidas por dia,
retiradas da ponta do peito, num corte gue interegsava a cartila
gem xifdide, parte da porgac caudal do peitoral superficial e par
te do mGsculo ebligue abdominal externo.
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As 50 corvinas (Micropogon spp.) foram trazidas em pecas in

teiras, duas por dia; no laboratdrio, eram tiradas amostras da par
te posterior aos operculcs, num corte gue interessava escamas, pe
le, misculos e tecidos anexos, sem atingir as visceras.

As 35 lingligas frescas e 31 salsichas foram colhidas, em pg
¢as inteiras, de 30 e 29 estabelecimentos vareijistas, respectiva
mente.

As 3l coxinhas de galinha foram obtidas em 30 bares, de den
tro de estufas gue mantém 08 produtos guentes.

Através desses estabelecimentos visitados, no centro e bair
ros da cidade, procurou-se obter uma amostragem gque representasse
as candigées gerais da cidade, na venda a retalho.

0 principal equipamento por nds utilizado, adaptado &8 nossas
candigées de trabalho, constou do gue a seguir se explde.

Homogeneizador construide com uma maquina furadora da  marcas
"Craftsman", de 2.600 r.p.m., suspensa numa armagac de ferro gue
lhe permite descensao e ascensdo, para acoplar o conjunto eixo - fa
cas - copo de homogeneizagao (Fig., 2, p. 77). O eixo, por um lado,
fixa-se 3 maguina e, por outro, contém duas facas duplas, iguais
as dog liquidificadores comuns. O cope fol construido de uma pang
la de aluminic, com quatro reentrincias da altura do COPD; eqﬁidig
tantes - os deflectores ——, na medida-padrac. A tampa foi recur

vada a volta, para se adaptar, por meic de uma borracha de corte
transversal em U, & panela. (O conjunto® copo-eixe - facas permite
esterilizagac em autoclave. O calor e umidade asseguram a destrui

gao de esporos e bacterias (3).
Jarra anaerdbia, construlda de um recipiente de plistico rigi

do, marca Permution, a cuja tampa se adaptaram duas torneiras das
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Pig.2. =~ Hompgeneizador de amostras



. Fig.3. - Bomba de vacuo, vacudmetro, jarra
anserdbia & cilindro de gases.

Fig.4. - Jarra anaerébia,



usadas em instalacCes de gis; uma destinada a tubulagao de bor
racha para vicuo; e outra, a idéntica tubulagac para nitrogénio e
anidrido carbonico (Fig. 3, p. 78).

Jarra anaerdbia, feita de uma cAmara de vacuo "nalgene”, de
gquatro litros de capacidade, aproximadamente. Por Cima & por bhaixo
do corpo da jarra, adaptaram-se dois gquadrados de madeira, que,
apertados com um grampo, firmam ¢ conjunto (Fig. 4, p. 78).

vacubmetro, marca Record, com escala em polegadas de mercurio
(Fig. 3, p. 78).

Além deste equipamento, foram ainda utilizados: estufa a va
cuo, marca Fanem; bomba de vacuo de 1/3 de C.V. (Fig. 3, p. 78);
estufas comuns; banhos-maria, marca Fabbe; cilindros de age forng
cedores de nitrogénio U e anidride carbonice (Fig. 3, p. 78}): ba
langa, marca Mettler, P 1.000 d = 0,1 ¢g; contador de coldnias, mar
ca Hellige; tubos de vidro de “pyrex", marca Corning, de 16 x 150
m, com tampa rosgueavel; pipetas, com chupetas adaptadas, e de

mais material de uso em laboratdrio.

2.2. METODOS

2.2.1. Paraz Exame de Alimentos

O transporte das amostras para © laboratoric era feito imedia
tamente apds coleta, decorrendo, no maximo, 1 hora e meia entre a
coleta & o inicio dos exanmes.

Fora a carne bovina, que ja vinha meida, os restantes alimen
tos eram cortados {as linguicas e salsichas, incluindo a parte ex
terior), de forma a se extralrem amostras de 20 gramas de cada
alimento. Uma coxinha de galinha era aberta, sendo pesada toda a
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carne € parte da batata, para perfazer 20 gramas.

Esse peso da amostra era homogeneizado com 80 ml de solugaoc
de Ringer, a um quartd de concentragac, a qual estava contida nos
copos de homogeneizagdo, submetendo-se, em seguida, ¢ gonjunto a
uma desintegragao durante 3 minutos (7.800 rotagdes p. m.).

Para exame do material, diluigdes do homogeneizado foram espa
lhadas com espatula de Drigalskl sobre placas em duplicata de agar
-gangue com neomicina (AS + Neo, anexo 1l); outras diluigoes foram
aquecidas a 809C, durante 10 minutos, repetindo-se a mesma opera
gdo sobre placas em duplicata. Esses dois pares de placas se desti
navam & incubagdo em anaercbiocse; o mesmo se fazia sobre uma ou
tra placa, para incubag¢io em aercbiose {guadro VI, p.8l ). Para o
exane dos microrganismos resistentes aco calor, ¢ homogeneizado era
inoculado em caldo de carne cozida ~C.C.C.=~ {anexo 2} con
tido em tube de "pyrex" com tampa rosqueavel e este era aguecido
A temperatura de abuiig%m, por 60 minutos, e depois esfriado. Tam
bém, antes da inoculacgdo, o tube de C.C.C. era aguecido 10
minutos em banho-maria e depois esfriado.

A confirmagao das coldnias era feita pelo Gram, e uso degema
de ove -~ lactose (GOL) {anexc 3).

Para produtos 3j& elaborados, nac houve aguecimento (guadro
Vi, p. 81 ).

Antes das placas serem inoculadas, agquecliam—se a 379C, duran
te 20 minutos, e espalhavam~se 0,6 ml de sulfato de neomicina, por
toda a superficie da placa de agar-sangue, ou 0,6 ml de antitoxina
do laboratlriso Wellcome ("Sera for the identification of Clostri
dia, C. Welchii <type A"}, por meia placa de GOL, usando-se, para

tal, espatula de Drigalski.
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As placas, depois de inoculadas, eram colocadas nas jarras ou
na estufa FANEM, com a tampa para <¢ima, e realizava-se o vacuc de
24 polegadas, substituindo-se o ar por %0% de nitrogenic e 10% de
anidrido carbdSnico. A exaustac e a inoculagac destes gases era re
petida por quatre vezes seguidas.

A incubagdo das placas de agar-sangue ou de caldo de carne ¢o
zida era a 45%9C + 0,29C e as de gema de ovo -~ lactose, a 37,39C +

G, 5%C.

2.2.2. Para Exame do Surto

Tomando conhecimento dos sintomas de doenca apresentados por
algumas pessoas gue haviam almogado num restaurante, elaborou~se
imediatamente um questionaric (anexo 4) que foi  distribul
do a 23 pesscas, umas gue nao ficaram doentes e outras gue ficaram
doentes am conseqﬁénc;a desse almogo. Estas pessocas sram  de nivel
de instrucdc muito bom e as suas respostas s&o de boa credibilida
de.

Robustecida a nossa hipltese de se tratar de intoxicagaec por

C. perfringens, distribuimos indistintamente, no dia seguinte, &

mesmo questiondrio, no refeitdrio, para 83 pessoas, gue ja tinham
um visivel menor grau de instrucdo. Como da primeira vez, nao hou
ve entrevista.

Az fezes de 11 pesscas que adoeceram foram colhidas em placas
de Petri esterilizadas, apds 2 - 3 dias do aparecimento da  doegn
ca, e postas em geladeira até a0 exame, gue ocorreu logo gue fo

ram recebidas todas as amostras.

Com solugao de Ringer a um guarto de concentragio, homogenel

zou~se 1 grama de cada amostra (exceto uma gue nao perfazia esse
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pesc) & sujeitou-se o conjunto 3 temperatura de 809 C, por 10 minu
tos. Depois de feitas as diluigoes, espalhou-se 1 ml sobre cada
uma de duas placas de agar-sangue e confirmaram-se as colbnias, da

mesma forma como para alimentos.

2.2.3. Para avaliagao da nova modificagac do meio de WILLIS g

HORES

Foram usadas seis placas de GOL, preparadas conforme preconi
zaram WILLIS & HOBBS, em 1958 (188); seis placas, preparadas com
GOL, modificado por HALL et al., em 1969 (61), e igual nlmero de
placas do meic gue ora se apresenta, formulagao igual ao meio  de
W.H., mas acrescentada de 0,45% de extrato de levedura, de 0,5% de
O, de 0,1% de tioglicolato de s0dio e de 1,5% de pro

Na. HPQO TH

2 4 - 2
teose - peptona.

Todas as placas foran preparadas no mesno dia e, antes da ing

culagdo, foi espalhada antitoxina de . perfringens, tipo A (0,06

ml.), em metade de cada uma.

Em cada placa foram feitas guatro estrias, cada uma para uma
das quatro culturas usadas: C, proveniente dos USA e fornecida pe
1o Dr. H. Riemann; III, proveniente do surte gue relatamoes; Gé&,
coletada por nds de carne de porco; e a 246, coletada, tambem por
nds, de corvina.

Antecipadamente, de 24 em 24 horas, e durante 4 dias pelc ne
nos, as culturas eram transferidas de meios de carne cozida para
oULros iguais. Todas 4as placas foram incubadas na meg
ma estufa, em anaerchicse, e d temperatura de 37,3%C + 0,590 durante
24 horas. Finda essa incubagao, formaram-se tres grupos de placas,

cada um com duas de cada meic: um grupe manteve-se eam incubacgao
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anaerdbia; outro, depois de 24 horas de incubagac anserdbia , foi
colocado em geladeira, & temperatura de 5,89C + 2,09C; e © altimo
nanteve~se & temperatura de 31,19C + 0,59C, até ac fim da experiés
cia.

De 24 em 24 horas, a partir da inoculagio, as placas eram exa
minadas, medindo-se com um paguimetro a expansac do halo da leciti
nase formado para ¢ lado do limite das estrias, avaliando-se a ip
tensidade da coloragdo do hale, a coloragao das coldnias das es

trias e a coloragac do meio.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAC

3.1. DO EXAME DOS ALIMENTOS

A homogeneizagao, em solucao de Ringer, de 20 g de amostra em
80 ml da solugdo (P/V), permitiu uma diluigaoc inicial a 1/5 &,
canseqﬁentam&nte, a inOCUiagéo das placas de agar—-sangue com 1 ml
desta diluigdc sd oferece possibilidades matemiticas de encontraxr

mos (. perfringens, quando a populagdo microbiana & maior ou igual

a 5 em 1 grama do alimento.

Tal diluigdc, por ser demasiadamente espessa, tornou diflcul
succionar com a pipeta & fragac do homogeneizadc para a semeadura,
o gue & contornado pela continuada pratica.

A opgao gue se faz pelo dgar-sangue, para o isolamento do C.

perfringens, decorreu do fato do meio S.F.P. nae nos ter parecido

satisfatdrio. Esse meio, surgido gquando iniciamos este trabalho em
1571, denunciou~se-nos falho na apresentagao da reagac da leciti

nase. Até mesmo em culturas sabidamente puras de {. perfringens., al

gumas das colOnias nao apresentavam © halo opalescente caracteris
tico da reagdc de lecitinaser engquanto ocutras © apresentavam na meg

ma placa.

Por outro lado,a prova scobre meio de lactose—motiiidade .M.},
que & subsegiiente & inoculagdo em $.F.P., somente & satisfatdria,
se correlacionada com ¢ gram, mas também requer certa experiéncia
e treinamento por parte do técnico. Neste meilo, nac hi dificuldade
em interpretar a reagdo de fermentagac da lactose, mas o mesmo nae
sucede guanto & motilidade. Depois da inoculagas do germe na pre

fundidade do meio, nao ocorre gualguer crescimento para os lados da
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estria da inoculag&o, se se tratar de C. perfringens. Acontece, to
davia, gue, devido 4 produgdc de gas, observa-se geralmente o  ar
raste de células gue param no meio, fora da estria de inoculagao,
dando a falsa ideia de mobilidade do germe. Dever-se~3 distinguir,
pois, se as colonias dispersas o sao pelo arraste do gés da fermen
tagde. Também o investigador devera sempre levar em  consideragio
se a mobilidade ac longo da estria de inoculagac serd devida a uma
gassivel contaminagac da coldnia em observacgao.

0 nao aparecimento da reagao de lecitinase & volta de uma cp
16nia, ainda no meio de S5.F.P., pode levar i concluside de nac  se

estar na presenga de (. perfringens, guando na verdade pode ssar o

microrganismo gue nos interessa, que nao da a reagdo devido 8 pou
ca sensibilidade do meio de cultura.

E certo que o método do agar-sangue & também complementado pe
la prova da lecitinase, mas esta sO entra no trabalho, guando ja
ha dados que nos fortalscem a idéia de estarmos ou ndo na presencga

de €. perfringens. Quer isto dizer gue, guando se estd na provavel

presenga do microrganismo, dada a importincia desta prova, ha que
insistir na cobtengac da rea¢ac de lecitinase, reativando o micror
ganismo ou enriguecendo a cultura gque provavelmente © contim.
Considerandc gque esta reagie no meio de GOL (WILLIS & HCRBBS,
1958) , usada na comprovacao de coldnias em A-S., nao se& mostrava
suficientemente sensivel, inoculdvamos também o meio de L.M. (como
originalmente foi proposto para ¢ de S.F.P.) . sem valor decisdOrio, mas
gque, guando pcéiéivmg nos sugeria a necessidade de insistancia  so
bre o congiderado meio de GOL, para se tentar consegquir neste a8

propriedades do C. perfringens.

O fato de nos’ interessarmos por saber alguma coisa sobre a
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existéncia de esporos resistentes ao calor, considerando sua impor
tdncia higiénica, nos levou a incluir esta investigagado no  exame
da matéria-prima, onde era de se prever gue existiriam.

C enriquecimento das amostras em produtes elaborados, sem a
contagem do nimerc de bactérias, foi incluildo na pesquisa, porque,
se bem gue a intoxicagac humana s se dé€ guando o nimero dos mi
crorganismos € elevado, a existéneia num alimento supera, em inte
resse higienico, o conhecimento do seu nimero.

Durante o desenrclar de nossos ensaios, nao se fez 50 uma
exaustdo de ar, como sugeriu A.T. WILLIS, mas quatro exaustdes su
cessivas, como conseglieéncia das nossas condigdes particulares  de
trabalho. A estufa a vacuo, embora vede bem neste tipo de trabalho,
ndo & perfeita quando a pressio negativa nioc funciona de dentro da
tampa, apertando esta contra o corpo do aparelho, e, as vezes, por
isso, entra ar. As jarras também nao denotam uma vedagdo perfeita
na tampa ou nas torneiras. Por estes fatos, a experidncia mostrou-
-nes gue uma Unica exaustdo ndo era suficiente e gue as guatro
exaustoes sucessivas compensavam as falhas apontadas.

0 uso do nitrogénio comercial ou industrial ({(na substituigao
do ar}, para obter a anaerobiose, foi causa de perda de muitas
amostras, de material de laboratérioc, repicagens e tempo, devido a
falta de crescimento do microrganismo. Depois deste insucesso, my
damos para o nitrogénic "U" e tivemos &xito com este tipo de gés.
Posteriormente, conseguimos descobrir come ©Os gases se revelaram
aos exames feitos fora das indGstrias produtoras. A bula duma casga
fornecedora de gas, afianca como sendo de 9%,95% a pureza do nitro
génio designado por R (com 0, £ 10 VPM), a do nitrogénic U de

99,9995 {(com impurezas de G, < 5 VPM) e a do nitrogénio designado
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por comercial ndc seria muito diferente da do R. A realidade, P
rém, & gue, neste tipo de gis comercial, o oxigénio muitas  vezes
chega a 2% e o argdnioc a 1%, havendo variagOes de remessa para re

messa, até chegar, em certos casos,a 20% e mais de O,*. Porém o ni

trogenio U ou 58 apresentou, comprovadamente, uma pureza de 99,993,

No quadrce VII, p. 89, procuramos sintetizar parte dos resulta
dos dos exames por nds feitos sobre 299 amostras de alimentos das
574 estudadas. Excluimos 275 amostras, gue usamos no estudo preli
minar, para testagem das jarras e estufas anaerObias, inibigdes de
crescimento ocorridas como consequéncia de uso de gds que desconhe
ciamos conter muito oxigénic, mesmas inibigles pelo uso duma neomi
cina que nos foi fornecida, estudo da guantidade de alimento a
homogeneizar com  a solugao de Ringer, tentativas de melhorar a
reagac de lecitinase, testagem de tubos de vidro com rosca, etc.

0 mesmo guadro, alem de mostrar a frequéncia de amostras po
sitivas para os diferentes alimentos ¢ a sua percentagem ac nivel
de 85% de confilanga,.esclarece quando se uscou enriguecimento, s
se realizou aguecimento das amostras ou ndao e qual a temperatura
de aguecimento.

O processo gue nds usames para ¢ tratamento das amostras de
matérias-primas (com temperaturas variaveis e ds vezes com enrique
cimento) nao foi usado até hoje, que saibamos, para exame de  ali
mentos, mas o foi para fezes. NGs o fizemos na tentativa de obter
mos conhecimento sobre a contaminagac gue esses produtos sofrem pe

lo homem, pelo ar e por outras formas. Usando-o, virlamos a saber

*  Comunicagac pesscal do Instituto de Fisica da UNICAMP.
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QUADRO VII

INCIDENCIA DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS EM 299 AMOSTRAS DE ALIMENTOS

Brrique Tratamen  Nimero  Nimero  Percentagem ao nivel
Produto W ter de Arostras 95% de confianga

CLMNEO  pien of  Amcstras  Positi
vas Minima Madia méxima

Sem Sem 50 5 3 10 22
Carne bovina Sem 80 50 2 11
(S0 amostras) o, 100 50 4 14
. Sem Sem 50 10 10 20 34
Carne suina Sen 8¢ 50 0 iy 0 vi
(56 apostras] ooy 100 50 3 1 6 17
Serm S 52 g 7 i& 29
Frargo Sern 80 52 0 a 0 7
(32 awstras) 100 52 1 0 3 11
Sem Sex 50 2 0 4 14

Corvina Sem 80 50

(50 awostras) oy 100 50
Salsicha Sem Semn 31 1 0 3 17
{3} amostras) Wy Sem 31 2 1 & 22
Lingiica fresca Sem Sen 35 2 1 6 20
(35 ampstras)  Com Sam 35 21 44 50 78
Cowinha de -
Y Sern Sem 2 1 g 3 1]
(3] amostras) Corn S 31 2 i & 22
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se ha, entre nds, formas resistentes & fervura até 1 hora (sem cal
cularmos a sua populagao), utilizando o enriguecimento: com o tra
tamento térmico a 809C por 10 minutos, sem enriquecimento, avalia
riamocs a populagac de esporos termolibeis e termorresistentes, aci
ma de um nivel de detecgdo de 5 ou mais microrganismos por grama;
usando a semeadura direta, sem tratamente térmico e sem enrigqueci
mento, avaliariamos, tambem acima do mesmo nivel de detecgdo, a PO
pulagao total de formas vegetativas e esporuladas de C. pexfrin
gens, gue © processe permite evidencilar.

Da analise do citado quadro VII, p. 89, e da fig. 5, p. 90, com
referéncia & carne sulna, frango, bovina e corvina, em inoculagio
direta (sem tratamento térmico e sem enriguecimento), pode-se ver
gque entre estas qualidades de alimentos, pela gradacgao citada, nac
aparecem significativas diferengas estatisticas, sendo gue & as
soclagdo gue existe entre positividade nao € significativa para
dois graus de liberdads.

STRONG et al., em 1963, usando semeadura direta como nds, em
26 amostras de carne bovina, encontraram 16% positivas, © gue da
um intervalo de confianga de S a 37% {ac nivel de 95% de confiap
¢a}. Tal dado & semelhante dquele por nds cbservado (3 a 22%}. Os
mesmos autores, para 23 amostras de carne de porco, encontram § a
22% de intervalo de confianga & a media de 4%; e nds, 10 a 34% &

a media de 20% o gque demonstra que a nossa carne & mais contamina

da.
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Os valores da percentagem média de HALL et al., para 50  amos
tras de carne bovina, foram de 70%, o gue d& um intervalo de con
fianga de 56 a B2%, e, em 41 amostras de carne sulna, foram de 37%,
com um intervalo de confianga de 24 a 57%. Sa20 valores gue ndoc se
podem comparar com o5 nossos, obtidos sem enriguecimento.

MILAV gt al., para o conjuntc de 500 amostras de carne bovina
¢ sulna, molda nas casas varejistas, e trabalhando em condigCes de
inoculagac semelhantes &s nossas, obtiveram 33% de amostras posi
tivas, o qgue d& um intervalo de confianca de 28 a 38%. A média por
nds obtida, para a carne de vaca moida no varejo, somada com a sul
na em cortes, fol de 15%, & gue corresponde um intervalo de con
fianga de 9 a 24%, portantc menor.

Os resultados de LADIGES et al.,em 1974, para carne bovina se
meada diretamente, sao de 47,4% positivas em 95 amostras analisa
das. O intervalo de confianga para estes dados & de 35 a 55%, >
que & mais do que obtivemos (3 a 22%).

Us resultados de IENISTEA et al, também em 1974, revelam 10%
de positivas em 20 amostras de carne sulna analisadas, o gque d& um
intervale de confianga entre 1 e 31%. Considerando gque a semeadura

foil direta e os resultados dos autores se referem a Clostridia de

que faz parte o (. perfringens, ha gue deduzir que 08 nossos {10

& 34%), referentes 50 & espécie citada, sac mais altos.
A menor contaminagac da corvina (Fig. §, p. 90) pode-se atri
buir a que aquele pescado provém do altc mar, sem contaminagac de

C. perfringens, ndo fica sujeito a taoc grandes contaminacgtes pelo

ar até& que chega ao porto, fica em pordes de navios, em regra am



prateleiras com gelo, nao foi colhido por nds no retalhista,mas no
atacadista, ¢ gqual © mantinha ainda em gelo, e nac sofreu gualquer
incisao para evisceragao.

Os resultados obtidos por INAL et al., em 1374, sobre 60 pei
xes, foram de 6,6% de amostras positivas, com um intervalo de con
fianga de 2% a 17%. Este resultado nao tem significativa diferenca
do nossc (0 a 14%). Dentro do intervalo de confianga obtido por
STRONG et al., 0 a 31%, referente a 1l amostras, em gue ndo encon
trou nenhumea positiva, cai ¢ nosso de 0 a 14%, obtido sobre 56
amostras,

Os intervalos de confianga dos resultados obtidos por BUROW
sobre 28 especies sao mais elevados gue 0s nossos: 24 amostras de
peixe vendido nas ruas tinham 29%% de amostras positivas {intervalo
de confianga de 13 a 48%), enquanto que sobre 70 amostras de peixe
trazido de outra cidade, descongelado e lavado vez por outra, para
dar aparancia de fresco, a percentagem média de amostras contamina
das era de 20% (intervalo de confianga de 15 a 35%).

530 resultados gue nao se podem comparar Com OF NOSSOS, por
serem de outras espeécies de peixes e por apresentarem particulares
condigoes de venda a retalho.

Esta dificuldade de se compararem os valeres das fregiiéncias
de amostras positivas, em muitos casos, & também extensiva & carne
de bovino, sulno e frango, se se quiserem comparar com outras amos
tras de outros locais. Alé&m do estado de salde dos animais (vide
experiencia de ZAGAEWSKII, p.4l), desconhecem-se, muitas vezes, al
guns ou tedos os processcos e etapas a gue se sujeitaram os animails,
até chegarem a forma de carne e até gue esta tenha alcangado a me

sa do consumidor: o descanso antes do abate e a duragao dele (vide
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experiéncia de NARAYAN, p.41), a exigéncia da inspegac sanitaria,as
condigdes de evisceragdo e a sua rapidez, a conservagac por conde
lagdo (vide experiéncia de LADIGES et al., p.42) ou por refrigerg
gac ou a venda de carne verde e a higiene do retalhista. A  tudo
ainda acresce o uso de métodos de exame nac padronizados.

Nos exames que temos acabado de expor, guando realizamos a
inoculagao direta, sem aguecimento, fizemos 3 conta§am das placas.

a populacao de C. perfringens nas amostras positivas, em frango e

corvina, revelou de 5 a 10 microrganismos por grama. Nag mnesmas
cendiqées, em carne bovina, a papulagéo era maior: 2 X 102;4 % 102;
5,2 % 10%; 2,3 x 10%; 1,2 x 10® por grama. Em carne de sulno  hou
we: 3 x 10; 1,6 x 10°; 2 x 10°; 8,6 x 10°; 1,9 x 10°; 1,9 x 10°;
7.4 X 103; 5,8 x 104; 5; 5 por grama.

Se em outra anilise do guadro VII {(p. 8%) e da figura 6 | (p.

95}, considerarmos o crescimento do C. perfringensg nag amostras

sem enriquecimento e sujeitas & temperatura de 809C por 10 minutos
(esporos termclibeis e termorresistentes), encontramos a  freghén
cia média de 2% em carne de bovino e 0% para a carne de sulno, fran
go & corvina. A amostra positiva de carne bovina tinha a populagac
de 200/g.

pDa andlise do mesmo guadro e figura, se pode ver gue, quando
se usa enriguecimento e tratamento térmico a 1009C, a freguéncia
das amostras positivas (esporos termorresistentes) & maior que a
que encontramos para esporos termolabeis e termorresistentes em
conjunto. Sucede isto porgue, no caso destes dois dltimos tipos de
egporos {(tratamento a 809C) ,nao se realizou ¢ enriquecimento e,por
tanto, hi amostras com uma populagac microbiana baixa (abaixe de

5/g), que aparecem come negativas, guando na verdade ndc o sa0.
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:__;'________;_-tiv&ram em:iqﬂacm;ent{: & fc::ram aqueﬁ;das a 809C por 16, mxn.,e &as qua m__;ff__'
: .;---'-ve:x:am enr&qaecmente e foram aguecidas a 1009C por 1L Re . -
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HALL et al., em 1964, em 108 estirpes isoladas de 262 amog
tras de carne bovina, sulna e embutidos, encontraram so uma estir
pe termorresistente e a literatura sempre cita que, em todos ol
paises em que se tem estudado o microrganismo, as estirpes termos
sensiveis sdc em maicr nimero que as termorresistentes. Se, como &
natural, tambem no Brasil ocorrem mais estirpes termossensiveis
gque termorresistentes, had gue admitir gue a percentagem de AMOS
trags que, de fato, deverzo conter microrganismos com as duas for
mas de resist@ncia, @ bem maior que o valor médio obtido para amog
tras enriquecidas e tratadas a 1009C (de 4% para carne bovina, 6%
para suina, 2% para frange e 0% para corvina).

HOBBS, B.C. et al., em 1953, encontraram, com técnica de enri
guecimento, 24% de amostras positivas para estirpes resistentes ao
calor, em carne de vaca, € 20% em carne de suino; mas, em 1953,
HOBBS, B.C. & WILSON, J.G. j& encontravam 80 10,3% para sulna e
4,3% para carne de vaca, nimercs estes gue nao apresentanm diferen
ga significativa em relag@o agueles por nds encontrados.

ks salsichas, gquando naoc se enriqdeceram as amostras (figura
7, p. 97}, ao nivel de deteccao de 5 ou mais, apresentaram uma
amostra positiva ou 3% com a populagac de 1,9 x lOzlg. Com  conta
gens infericres a 5 (amostras sujeltas a enriguecimento), houve
duas, ou seja, bH%.

Quante as linglicas frescas estudadas (guadro n9 VILI, p. 89 e
fig. % p. 97}, a0 nivel de detecgac de 5 ou mais microrganismos
por grama, sO apareceram duas amostras positivas (6%), com conta
gens de 10 e de 1,5 x 104. Com enriguecimento das amostras (detec
gan abaixo de 5 por grama de amosira), encontramos 60% de amostras

positivas.

-0 G-






Depresende~se destes fatos gue as lingﬁigas gao muito contami

nadag por C. perfringens, mas que nelas preponderam populagdes md

crobianas baixas.

Ha légica no fato de a salsicha ter menos fregliéncia de amos
tras, se se considerar que & salsicha sofre, durante a fabrica
¢aoc, uma pasteurizagac, ao passo que a lingliica fresea ndo  sofre
gualguer tratamentc termico, sendo comum ainda fabricar-se dos pig
res pedages de carne e de retalhos j& com grandes contaminagdes.

Quanto as chamadas coxinhas de galinha, ao nivel de detecgdo
de 5 microrganismos ou mais, s& apareceu uma amostra (3%), com a
contagen de 2,4 x 104. Com mencs de 5 microrganismos, apareceramn
6% (figura 8, p. 29).

A menor frequéncia de amostras positivas entre as coxinhas do
que na lingliga & natural, pois a coxinha, na sua elaboragdo, con
tou com O cozimento prévieo da galinha e depois com uma fritura. Pa
ra a baixa frequéncia de amostras positivas,também concorre o  fa
to de todas as coxinhag terem menos de 20 gramas de carne e condj
maenteos, tendo havido necessidade de completar & carne com a batata
externa, que nac & um bom meio para anaerGbios. A carne de frango
das coxinhas & tao pouca, gue, num caso, sO havia pouco molho e um
pedacinho de cebola e outro de salsa.

Pode-se admitir que, se as coxinhas tivessem 20 gramas de cay
ne, a freqiéncia de amostras positivas seria maior que a da salsi
¢ha.

Nac ha diferenga significativa entre 08 nossos dados de amos
tras positivas de coxinhas de galinha, quando se faz enriguecimen
to {6%), e os obtidos por LILLARD (2,6%), em 118 amostras de fran

gos cozinhados. PIVNICK, em amostras de frango assado, mantidas
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posteriormente 8 horas & temperatura de 379C, encontrou 4% de
amostras positivas, sem usar técnica de enriquecimento, e nods en
contramos 4%, numeros idénticos.

O fato de & coxinha de galinha conter uma populagac microbia
na {2,4 x lﬂé} maior do que a da salsicha (1,9 x 192) é provavel
mente um reflexo das condigdes de comercializagao das coxinhas de
galinha, sempre mantidas em estufas, gue conservam OsS produtos
guentes até a hora da venda.

Para se avaliarem suas condigoes de funcicnamento, foram rea
lizadas inspegées em 120 estufas e repetidas, postericrmente, em
118. Destas, 3 funcionavam a banho-maria, 2 com lampadas, 3 com
limpadas e resistencia e 112 com resisténcia elétrica.

As temperaturas variavam muifo, em cmnseqﬁéncia de manteremn
ou ndo a porta aberta; ou, se fechada, da fregusncia com gque &
abren; de desligarem temporariamente © aguecimento; e, mesmoO, ate
da localizagao do produto, no interior da estufa.

Na primeira visita gue efetuamos, sG uma estava fria, desli
gada e sem produtos, © gue representava a percentagem de 0,B%,
4,2% continham produtos comestivels {coxinhas, lingﬁigas, crogque
tes e gquibes), situados no centro do aparelho, com temperaturas
internas acima de 749C:; e 38,6%, com temperaturas entre 30 e 489C
(figura 9, p.1l01),faixa mais importante, do ponto de vista de mul
tiplicacdo dos microrganismos. Ka segunda visita, havia 9,4% de
estufas desligadas e frias; sd 1,7% com temperaturas iguais ou s3
periores a 749C; e 49,5% tinham temperaturas entre 30 a 489C, no
centro geométrico dos produtos mantidos no meio do aparelho.

Ma Inglaterra (86), uma lei, que entrou em vigor em 1 de Mar

go de 1971, estabelece no n® 27 - 2 e 3 que, "se o alimento (car
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ne, peixe, molho de carne, imitagdc de carne, preparagtes  destes
ou contendo estas substincias, ovos ou leite) nao esta acima de
+ 62,79C ou abaixe de + 109C, deve ser levade pars fora dessas fail
%as~-limite de temperaturas sem demora”. No Brasil, todavia, a lei
2 omissa a este respeito.

Dos dados coletados em carne bovina, suina, frango, salsicha
e linglica, procuramos inferir se havia alguma relagao entre &
freqiéncia de amostras positivas e ¢ tipo de inspecao sanitaria
efetuada na indlstria, considerando-se gue hi no Brasil trés tipos:
o primeiro, reconhecidamente mais sxigente em normas teécnicas € hi
giénicas, gque designamos por inspegasc tipo A; o segundo, menos exi
gente, gque desliygnamos por Bl: e um terceiro, wcujas exigancias de
pendem dos locais onde atuam,~— B2, Foram coletadas 105 amostras
de carne sulna, bovina, linglliga & salsicha, sujeitas a inspecao
tipo & {guadro VIII, p. 103 e figura 10, p.104) ., as guals apresents
ram 20,9% de amostras positivas em 105 examinadas. O intervalc de
confianga para esta percentagem varia entre 14 & 31%.

Os mesnos produtos, sujeitces a inspeq%a tipo Bl, apresentaram
a mddia de 30,4% em 46 amostras, o que da wm intervalo de confian
¢ca entre 18 e 48% {quadro 1IX, p. 105 e figura 10, p.104); & 10 pro
dutos, sujeitos a inspegao B2 (guadre X, p.l06 € figura 10, p.l04).
apresentaram a média de 30%, o que da um intervalo de confianga en
tre 7 € 65%.

Nao obstante a percentagen média encontrada no tipo A ficar
dentro do intervalo de confianga do tipo Bl e BZ, (fig., 10, p.1l04),
a5 medias destes dois Ultimos tipos de inspegao caem no limite sy
perior do intervalo de confianga do tipo &, 14 gue estes dois i

pOS nac apresentam realmente diferengas significativas.
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QUADROC VIII

QUADRC DE CARNE BOVINA, suina, &INGﬁICA E SALSICHA, POSITIVAS E NE

GATIVAS PARA CLOSTRIDIUM PERFRINGENS, SUJEITAS A INSPEGAC TIPO A.

PRODUTOS CONJUNTC DE

FIRMA E
. C.vaca c.porco  Linguiga Salsicha FRODUTOS
INSPEGRO

Pos Neg DPos Neg Pos Neg Pos Neg Positivo Negativo Total

2A
3A 1 L 1 1
42
DA 0 1
oA
P 8 0 0 1
BA 0
9a 1 Q
104
1la
127 Q 1
135 : 3 16
14 20
154
1&a
17a
18A
184 O L
204 0 1

0D O O
Pt A

| o
T T I T S S R O . T I ¥ I

LS
W O oh

[
L=

[ S o TR \C R v B s |
= ol
{.J
L]
bt MS
[ L o = L R ] [ I S T S S " LY L I S

o B oS <e SRR SIS ¥ T LS ov N PR - B - B B S o S ¢ - S I N .

(I R Y

s
o]

TOTAL 83 105
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QUADRO 1IX

AMOSTRAS DE CARNE BOVINA, CARNE SUINA, LING&IQA E SALSICHA, POSITI

VAS E NEGATIVAS PARA CLOSTRIDIUM PERFRINGENS, SUJEITAS A INSPEGAO

TIFD Bl.
FIIMA PRODUTOSE CONJUNTO LRE
E . i G } PRODUTOS
Pos Neg Fog Ney Pos Neg Pos Neg Positivo Negative Total

21 Bl i 2 g 1 1 3 4
22 Bl 4 4 3 7 4 2 0 & 11 19 30
231 Pl 0 1 0 i 1
24 Bl 10 1 3 6
25 Bl t) 1 0 1 1
26 Bl 11 1 1 2
27 Bl ¥ 1 ¢ 1 1
28 Bl 0 1 0 1 i
TOTAL 4 4 4 10 6 E 0 8 14 32 486
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QUADRC X

AMOSTRAS DE CARNE BOVINA, CARNE SUINA, LING&IQA E SALSICHA, POSITI

VAS E NEGATIVAS PARA CLOSTRIDIUM PERFRINGENS, SUJEITAS A INSPECAQ

82, SEM INSPECAQ E DESCONHECIDA.

— PRODUTOS CONJUNTO DE
E C.Bovina C. Sulma Lingiica Salsicha PRODUTOS
INSPECED
Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Positive HNegativo Total
2% B2 1 0 1 1
30 B2 1 0 1 1
31 B2 0 1 O 2 0 3 3
32 B2 1 1 ¢ 1
33 B2 1 O 1
34 B2 ¢ 1 0 1 1
35 B2 0 1 0 1 1
36 B2 1 0 i g 1
37 ¢C 1 0 1 0 1
38 C 1 0 1 Q 1
3C 0 1 0 1 1
40 D 0 1 0 1 1
41D 0 1 0 1 1
TOTAL 0 2 1 3 4 4 0 1 ) 10 15

C « Clardlestina
D - Procedencia desconhecida
B2- Inspecdo tipo B2
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0 nlmero de amostras do tipo Bl e B2 & bem menor qgue as do ti
po A e os seus intervalos de confianga sao muito amplos, por isso
nao se justifica uma comparagao isolada quer do tipo Bl com o A,
gquer do BZ com o A.

Visto gque os resultados do tipc Bl sac praticamente iguais
acs do tipo B2, & mais razo@vel comparar ¢ conjunto Bl e BZ com os
dados do tipo A. A média deste cai justamente no limite inferior
de conjunto Bl e B2 (figura 10, p. 104), pelo que, sende o tipo Bl e B2
iguais, o tipo A & diferente. £, portanto, o tipo A menos contaminado.

Quanto a frangos sujeitos ao tipo A de inspegao (quadro XI,
p. 108), entre 36 amostras encontramos 11,1% positivas, o que da
um intervalo de confianga de 4 a 28%. Para o tipo Bl de inspegao,
em 16 amostras, apareceu a meédia de 25%, o gue did um intervalo de
cénfianqa~entre 8 e 52% ({(quadroe XII, p. 108).

Estes dados sd3o insuficientes para, com seguranga, se infe
rir, somente deles, se a inspegdao A, também para frangos, se mani
festa melhor gue a Bl. E crivel que o tipo A seja melhor, porgue
ha um perceptivel deslocamento, para a direita, nos valores deste
tipo e esse tipo de inspegao & melhor para carne bovina, sulna, sal
sichas e lingligas.

Estes percentuais atras enunciados, referentes aos tipos de
inspegaoc, fazem ressaltar, sem diivida, a importincia da  eficdcia
da inspegac sanitaria na fonté de produgic e processamento, nao
cbstante ¢ grande valor gue também deve representar o controle sa
nitario no varejo, sabido que o estado higiénico dos produtos al.
expostos resulta de um somatério de condigoes, que vdc desde as 1i
gadas & produgaco, processamento e transporte até as dos estabeleci

mentos varejistas.
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QUADRGC X1

AMOSTRAS DE FRANGO E CORVINA POSITIVAS E NEGATIVAS PARA
CLOSTRIDIUM PERFRINGENS, SUJEITAS A INSPEGAO TIPC A.

PRODUTOS
FIRMA -
E Frango Corvina
INSPECAD Positive  Negative Positivo  Negativo
42 A 1 11
43 A 0 &
44 A 2 14
45 A 1 1
51 A 2 48
TOTAL 4 32 2 48
QUADRO XII

AMOSTRAS DE FRANGO POSITIVAS E NEGATIVAS PARA

CIOSTRIDILM  PERFRINGENS, SUJEITAS A INSPEGAO TI

PC Bl
FTRMA PRODUTO
Frango
INSPECAC Pogitivo RNegativo
46 Bl 1 1
47 Bl 2 2
48 Bl 1 1
4% BI 0 6
50 Bl ¢ 2
TOTAL 4 12
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Da anAdlise particular das firmas, onde foram coletadas as amos
trag, ooorre uma situagéo digna de nota. Q estabelecimento 74 {gua
dro VITI, p.103), reconhecidamente de bom padrao higiénico e sani

taric, apresentou todas as amostras de lingiiga positivas para C.

perfringensg. Esse sstabelecimento deve ter, provavelmente, gual
gquer problema nessa se@ée gque precisaria ser sanado. Deve-se resg
saltar, a propésitot gque este dado comprova, por um lade, a neces
sidade das indlOstrias terem um laboratdrio atuante, inclusive para
surpreender eventuais falhas na higienizacac do equipamento, por
vezes de diffcil constatagdc & inspegac visual, mas que podem re
sultar na contaminagac do produta, com conseqguéncias desagradaveis
e, mesmo, imprevisiveis. Por outrc lado, mostra também a necessida

da dos laboratorios oficiais de controle passarem a efetuar, am

carfter sistematico e obrigatdric, a pesguisa do C. perfringens, a

exemplo do gue sucede com OS coliformes, Staphylococcus e salmonel

la.

A firma 22 Bl {guadro IX, p.103, uma indGstria  considerada
de baixo padrao nigignico, j& antes dos exames agora relatados, &
despeito de ser talvez a maior fornecedora da cidade,; denctou uma
alta contaminacadc dos seus produtos, confirmando-se o junizo  que
se fazia.

Ainda, no guadre X (p. 106}, se pode observar que, de tres

amostras de linguiga, oriundas de tres fabricantes clandestinos,

duas revelaram-se positivas para C. perfringens.
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3.2. DO ESTUDO DO SURTO Db INTOXICACAQ ALIMENTAR

Durante a realizagdo deste trabalho, tomamos conhecimento de
que algumas pessoas ficaram doentes em consegliencia de um almogoe
num restaurante, servido no dia 18/9/74. Suspeitando tratar—-se du
ma toxi-infeccdo de nosso interesse, distribuimos um primeiro ques
rioniric a 23 pessoas envolvidas, atraves do gqual passamos a saber
gque, dentre elas, tinham ficado doentes 1%. Por um segundo guestip
naric, gque se distribuiu depois no restaurante, verificamos que
mais 74 pessoas adoeceram entre as 93 inquiridas.

Soubemos, posteriormente, gque © restaurante implicado serviu
mais de 2.000 refeigoes no citado dia e calculamos gue mais de 500
pessoas ficaram doentes.

A relagéo dos zintomas dog doentes e Sua percentagem figu
ram no guadre XIIT (p. 11}, pelc gqual se verificava que a
diarrdia ¢ dores abdominais foram os mais comuns (88,2% & 74,2%,
respectivamentel ; o vomito apareceu em §,6% das pessoas; e & febre,
em apenas 6,5%. Esta percentagem pode ainda ser menor, de fato,
pois ndc houve distingao entre febre documentada e subjetiva. E
possivel também ter havido resposta incorreta, poxr falta de instry
gao do inguirido. £ interessante notar que, no primeiro questioné
rio, distribuldo a pessoas cultas, nenhuma mencionou a febre e o©
vomito.

0 exame do guadro XIV (p.112) e figura 11 {p. 114} denocta gue
foi scomente ac fim de duas horas gque as primeiras pessoas comega
ram a se sentir doentes (duas pessoas) € gue © mais longo perio
do de incubagdo foi de 35 horas (uma pessoa). A mediana do  tempo

de ingubagac feoi de 13 horas.
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QUADRO XIII

DISTRIBUICEC DA FREQUENCIA DOS SINTOMAS EM 93 PESSOAS

INQUIRIDAS, NO BURTO DB INTOXICAGAO ALIMENTAR

Sintomas ng de casos percentagemn
Diarréia 82 88,2
Dores abdominais 69 74,2
Tonturas 15 _ 16,1
Prostragac 13 14,0
Nausea g 3,7
Vomito 8 8,¢
Febre 6 6,5
Suores frics 1 1,1
Dores de cabega 1 1,1
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QUADRO XIV

DISTRIBUIGCAC DA EREQbEﬁCIA pOS PERICDOS DE

INCUBAGAO, NO SURTO DE INTOKLICAGED ALIMENTAR

periodo _de Nﬁmeroﬁge Casos Freqﬁéncia
Incubagac (Frequenciaj Acumulada
{(h)
2 2 pA
3 1 3
4 4 7
5 1 13
6 7 20
7 4 24
9 4 28
10 2 30
11 1 31
12 6 37
1 D Ileeenveenoennesend8 (38-48)
14 10 58
15 ] 67
16 4 71
17 8 79
18 4 83
19 Z 85
20 1 86
21 1 87
23 1 g8
32 1 89
35 1 ag
TOTAL 8¢

Obs: 3 doentes nao responderam a este queslto.
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A andlise da figura 11 (p. 114) mostra duas populagbes com il
das ds 6 e 13 horas. Procvurandc relacionar essas duas pgopulagdes
com og dados obtidos nos ingueritos, pdde-se verificar gue também
houve duas populacdes gue aflulram ao restaurante em tempos Gife
rentes: uma malor, com moda ds 11 h e 15 minutos, e outra populs
cdo menor, com moda ds 12 h e 7 minutos (figura 12, p. 115 e
guadro XV, p. 118}, portante com intervale de cerca de 1 wra. Dg
ve~ge inferir gue a populacao maior da figura 12 (p. 115}, cula moda
foi &s 11 horas = 15 minutos,  ingeriu os alimentos com menor nu
merc de microrganismes e teve um periodc de incubagao mais longo
(22 populagho, a maior d&a figura 11, p. 114, com moda 3s 13  bho
ras) gue a populacdo gue comeu mais tarde. Esta, gue comeu pals
tarde, menor (2% populacgio da figura 12, p. 115, cujas moda & de 12
horas e 7 minutos), ingeriu os alimentos com maior nimero  de mi,
crorganismos € teve incubacdo de mencs tempo (1% populagae da  fi
gura 11, p. 114, cuja moda fol de 6 horas).

Da anzlise da Ffigura 13 {p. 117}, depreende~se gue a duracas
dog sintomas foi, em regra, menor gue 24 horas (1 dia); =& gue,
além deste tempo, 55 houve 7 casos ou seja, 8,3% {(guadro XVI, o
1181, O pico existente nas 24 horas desta figura deve sar inter
pretado como resposta nao correta das pessoas que se recuperaram
antes das 24 horas.

Interpretando todos os dados, pode~se afirmar que a diarreia
aextremamente comuwn, as dores abdominais também comuns, a febre e
os vbmitos raros, a mediana do tempo de incubagio de 13 horas, o8
tempos Ge incubacio a partir de 2 horas, a peguena duragao dos sin
tomas e a recuperagac de quase todos os doentes em 24 horas {uma

pessoa ficou doente § dias, com complicagdes intestinais, e teve
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QUADRD XV

SURTO DE INTOXICAGAOQ ALIMENTAR

DISTRIBUICAO DAS HORAS DE INICIO DAS REFEICQOES DOS DOENTES

Horas Numerc de pessoas®
10:30 - 10:59 12
11:40 - 11:29 36
11:30 - 11:53 | i3
12:00 - 12:29 i5
12:30 - 12:59 8
13:60 - 13:28 5
13:30 - 13:59 1
14:00 - 14:29 1
Total g1

obs: 2 doentes ndo responderam a este quesito
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QUADRG XVI

SURTQ DE INTOXICAGAO ALIMENTAR
DISTRIBUIGAO DA FREQUENCIA DA DURACAQ DOS SINTOMAS

puragac (h) Nimero de pessoas

g - 0:59 1
1 - 1:59 5
2 ~ 2:59 10
3 - 3:59 4
4 - 4359 9
5 - 5:59 3
6 e 6:59 4
7 - 7159 4
8 - §:59 5
9 - 9:59 1
10 - 10:59 4
12 - 12:58 9
13 - 13:59 1
14 ~  14:59 1
17 - 17:59 1
18 - 1B:5% 2
19 -~ 19:59 1
20 - 20:59 2
21 - 21159 1
24 - 24:59 10
30 - 30:5%% 1
36 - 36:59 1
48 - 4B:5% 1
72 ~ 72159 1
96 - 96:58 1
120 - 120:59 1
192 - 192:59 1
TOTAL 85

Obs: Oito pessoas ndo responderam a este quesito.
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gque ser internada em hospital ) sao evidencias gue levan a pensar

gue a doenca poderia ter sido causada por C. perfringens, Bacil

lus cereus ou Streptococcus faecalis. A ocorréncia das pergenta

gens de vOmitos e febre por nos verificadas tampouco exclui a pos
sibilidade de tratar-se destas doencas. O "Guia para InvestigagOes
de Surtos de Toxi~intecgGes Alimentares do Centro para Controle de
Doengas”, eam Atlanta (179), apresenta, como exemplo destas docengas,
um surto com 91% de diarreias, 72% de dores abdominais, 9,7% de vé
mitos, 7.1% de febre subjetiva e 1,8% de febre documentada. Ha, cg
mo ge veé, uma nitida coincideéncia entre os sintomas por nos obser
vades e o8 gue foram apontades como exemplo no guia.

2 fim de esclarecer a real causa do surto, coletamos ainda 11
amostras de fezes de pessoas doentes. Essas amostras foram obtidas
2 a 3 dias depois da ingestdo da ja mencionada refeigac e as conta

gens de C. perfringensg por Jgrama de fezes foram as seguintes:

&~ 6,0 10 - 4,2 x 10°
b~ 6,6 x 107 - 1,0 x 10°
c - 1,2 x 10° i - 2,6 x 10°
d - 1,4 x 10° 4 - 5,6 x 10°

5 . 7

A contagem de 6,6 X 10% foi obtida sobre aliguota menor que
ag outras, prevendo-se gue teria alcangado cifra bem mais elevada.
£ de ressaltar-se, também, que a comparacac dos resultados dos exa
mes de fezes do surtoc em estude com 08 resultades de pessoas  nor

mais em Belo Horizonte (guadro XVII, p. 120) ou de pessoas normals
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QUADRO XVII

DISTRIBUICAO DA CONTAGEM DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS POR
GRAMA DE FEZES, NO SURTC EM ESTUDO E HA POPULAGAD NOR
MAL DE BELC HORIZONTE.

pPopulagac Normal*

Surtc em estudo de Belo Horizonte

ny % %

< 10° - - 29

104 - 10° 2 18,2 25
10° -~ 10° 5 45,5 31
> 10° 4 36,3 15

* Comunicagi@o pessoal de H. Riemann.

QUADRO ¥XVIII

DISTRIBUICAO DA CONTAGEM DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS POR
GRAMA DE FEZES, Na POPULAGCAC NORMAL E NA DE OUTRO BURTO.

Surto em Pessoas Pessoas COm
Estudo Normais®* toxi-infecgao®
% %
< 10° - 40 9,9
103 - 107 18,2 52 15,1
> 10° 81,8 8 75,0

* segundo Sutton gt al., 1971.
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e con intoxicagdo por C. perfringens, em outro pals (guadre XVIIIL,

p. 120}, revela gue ha maicr nhmerc de microrganismos nas fezes do
surto ocorrido em Campinas, enm poténcias malores Jque 105, gque nas
normais mencionadas nos dois guadros. Também & malor a contagen
no aurts em estudo gue no do estrangelxo.

Do conjunto dos dados referentes As contagens em fezes e dos
dados sintomatoldgicos colhidos dos doentes, pudemos inferir tra

rar~gse de uma toxi-infecgao provocada por C. periringens.

Quanto ac alimento mais ineriminado, o guadro XIX {(p. 122) in
dica que a wmalonese £oi o alimento gue mOsLrIou a mais alta taxa de
atague para as pessoas que "eomeram” alimentos especificos; e 2
gue mostrouw a mais baixa taxa de atague na coluna das pesscas  que
snio comeran”. A diferenga destas duas taxas foi de + 83,7%.

wao se podes inculpar & salsicha, embora tenha sido © alimento
que teve maior psrcentagen de doentes na coluna referente *hg pes
scas gque comeram’, porgue 50 uma pPEesSsoa a comen & porgus Lem uma
raxa alta de atague na coluna dasg "pessvas gue nagc comeramn”.

A maioness, © alimento mais suspeito de ter causado a intoxi
cagao, foi preparade com batata cozida, file de corvina congelada,
gema de ove batida com 41eo, "Ketchup”, sal, pimenta, cebolinha,
mostarda e limao.

A batata foi cozida de VaLpEera. descascada & depois posta no
frigorifico, segundc uma versdo; ou deixada, com a corvina, A& tem
peratura ambiente, durante a noite, segundo outra versac.

A worvina foi comprada em £i13s congelados e estes, depols
de descongelados, foram recortados para aproveitamento das porgoes
gue melhor & prestam para fritar. O que scbrou foi novamnants guar

dado e, de wm conjunto de sobras de alguns dias, fez-se a malionese
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Durante os diags em que se esperou gue se atingisse wma guantidads
suficiente de retalhos do peixe, o frigeorifico fol ssvaziade pars
limpeza e alyumas vezes o peixe ficou & temperatura ambiente, pof
tempo indeterminado. O descongelamento para a confecgao da maione
se, informaram ter sido feito "numa camara de verdura, de um dia
para © outro”.,

Os fataé apontados levam-nos a admitir gue a corvina, gquando
foi usada para se fazer a maionese, estava muito contaminada. Cop
v&m mesmo lembrar gue ndo haverd semelhanga com a contaminagdo. da
corvina obtida para os exames a gue procedemos e gue sintetizamos
no guadro VII, p. 89. Para mails, a corvina do surto agora relata
do & em filés, que pressupdem muito manuseio e contaminagao na in
ddstria.

No dia de se preparar a maionese {uma informagao & de gue fol
na vespera; outra, gue foi feita as 6 horas e trinta minutos da ma
nhi do dia da ingestdo), a corvina foi aferventada por somente 15
minutos e juntada acs restantes ingredientes. Se a majonese ficou
i temperatura ambilente, desde a véspera, esteve gujeita, na c¢ozi
nha, a temperaturas mals elevadas gue 16,69C, pois foi esta a mi
nima exterior, na grama, registrada nessa noite, proxime do local.
Depois teria continuado sujeita as temperaturas do dia 18. Se a
maionese tiver sido preparada sO &s 6,30 horas do dia 18, ela  fi
cou, também, em temperaturas adequadas para crescimento do (. per
fringens, na coginha, pois, externamente e proxime, ag 7 horas, a

temperatura era de 19,29C e, as 14 hs, j& era de 32,19C,
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3.3. DA AVALIACAO DA NOVA MODIFICAGAO DO MEIO DE WILLIS & HOBBS

Entre ag multas dificuldades gue encontramos nha eXeCcusan da
nosso trabalho, gue, sem duvida, concorreram para,retax&éwla am
muite, uma prendeu-se a pouca eficacia do melc de WILLIS & HOBBS
(W.H.), para a evidenciagdo da reagfio da lecitinase. Com efeito,
tivemos gue desistir varias vezes do prosseguimento das experién
cias, apds o habitual pericdo de incubagdo anaerdbia de 24 h, por
gque © melio em referéncia ndo ensejava suficiente crescimento das
culturas e muito menos evidenciava halo de lecitinase.

assim, o mais comum, e isso A verificavamos desde 1973 (fig.
32, p.135), era a inibigdo da estria, na metade gue continha a anti
#cxina, havendo, algumas vezes, até completa inibigao da estria de
semeadura dos dois lados ou formagdo de coldnias esparsas e nao de
um aglomerado continuo (fig. 27, 28, 30, 31, 33 e 34}, como sem
pre sucedia no melio por nos modificado ou no de WILLIS & HOBBES e
dificado por HALL (W.H.H.}. Todavia trés das experiéncias conduzi
das no meio de WILLIS & HOBBS, em tempos diferentes, tiveram  hom
éxito, mas nem sempre de [orma constante, 08 graficos gue se aprg
sentam sAc a média desses resultados (figuras 14 a 25}-

0s dados referentes & largura 4o halo saon apresentados nos
graficos em uma eXpressao matematica que 2 uma média de chserva
¢bes variBveis, segundo determinadas circunstincias. Por exemplo,
a espessura do meio & um fator muito importante na sxtensao do ha

1o: guanto mais fino o melo, mais se expande a reagao de lecitina

'Ll

ge. Verificamos gue 3 mm de espessura & uma boa medida, mas isso
nac se consegue em toda a placa, visto o fundo nao ser plano. Um

tempo de incubagdo pequeno pode produzir uma reagac de lecitinase
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evidente num meio fino e nac a dar num meio espesso.

Porém, se observa gue as placas, com o meio fino, gvidencian
mencs a viragem de cor do vermelho neutro.

Hi que considerar gue o tamanho do halo & medido em miline
tros e os seus limites nao sio nitidos, mas sdo uma transigdo  tg
nue e de diffcil percepgao. A dificuldade de percepgac aumenta,
se o halo, em vez de intenso ou médio, & ténue. Deve-se ainda con
siderar que a reagao varia, segundo a quantidade de indcule +trang
portado na alga, a qual nem sempre 2 constante em todas as placas.

por outro lado, os limites das percepgoes de coloragao dos
halos da placa —ténue, mé&dic e intenso — admitem variagoes subje
tiVas.

Mas, de um modo geral, as formas com gue se expresgaramn, noes
graficos anexas, O tamanho e cor das reacbes, ddo uma idéia  pra
tica das situagdes encontradas.

A cultura C, na nova modificagac (M) por nds ora apresentada,
SEnpre mostrou nftido halo de lecitinase, em gualguer das incuba
coes (fig. 14 e 15 ——simboles 1, a~— p. 126).

0 meio de WILLIS & HOBBS (W.H.) ndc mostrou reagac de lecitina
se para esta cultura e © meio de WILLIS & HOBBS, modificado por
HALL (W.H.H.), sempre se mostrou negative, nos primelros dias,
tendo, na minoria dos casos, apresentado uma ténue e estreita rea
géa, de visualizagac muito dificil, depois de alguns dias de incy
bacdc em anaeroblose, seguida de colocagao em melio ambiente; ou
apresentado um contorno da estria mais nitido, gue deixa davida se
nie se trata de uma pelicula semelhante a madreperola, consegién
cia da reaclo de lipase (fig. l4 e 15 =— gimbolos 2, b e 3, ¢ ™ p.

126} .
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Nas placas colocadas na geladeira, a reagdo s5 & visivel no
meio N (fig. 16 =1, a ). Parece gue as temperaturas baixas fazen
estacionar a produgdo de lecitinase ou, dependendo do meio, impe
dem mMeSmMO es58a reagao.

A cultura IIT mostra uma boa reagac de lecitinase no meio N
{(fig. 17, 18 e 19 —1, a —p.130) e no meio W.H.H. (fig. 17, 18 &
19 =2, b~ p.130}, guer em incubagao anaerdbia, quer em anaerdbia
sequida de exposigdc no meio ambiente, quer em anaerGbia seguida
de geladeira.

No meio W.H., a reagao também & visivel em qualquer das duas
primeiras incubagdes, mas € plor em percepcac e aparece mals  tar
diamente, ao fim de mais tempo de incubagao (fig. 17 e 18-—3, c—
p. 130 . Este meio, guando val para & geladeira, torna gqguase imper
ceptivel a reagao (fig. 13-—3, ¢—p.130).

A cultura 64 & & Gnica das guatro gue apresenta reagaoc eviden
te em gualguer dos trés meios e tipos de incubacdc. Porém, © meio
N e W.H.H. superam o de W.H., na extensdo da reacao e intensidade
da coloragae (fig. 20, 21, 22, p.131).

A cultura 246 sd apresenta reagac de lecitinase no melo N
{fig., 23, 24 ¢ 25— 1, a~p. 132 ). Pode, neste meio, ac fim de 24
h de incubagéo, sar ténue e dificil de se precisarem ©s limites,
mas no segundo dia ja tem, pelo menos, uma intensidade média e &
bem vislvel. No meic W.H. e W.H.H., a reagdc & negativa (fig. 23,
24 & 25 =~ 2, b, 3, ¢~ p.132).

De uma analise do valor das tr8s diferentes incubagoes, compa
randoc as figuras 14 com 15, 17 com 18, 20 com 21 & 23 com 24, pode
-se concluir ser indiferente para a obtengao da reagao de leciting

es, manter as placas em aerobiose ou passa-las para © meio ambien
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te, depois de um dia de incubagio anaerdbia: cresce a extensdc do
halo opalescente e, se a estirpe for das que apresentam a reagao
tardia, issﬁ vira a acontecer em qualguer das duas incubagdes.
Assim, depois da incubagdo anaerdbia de 24 horas, se nac con
vier manter as placas neste tipo de incubacao, poder-se~ac colo
car 3 temperatura ambiente, para observagao posterior. Mas, no ca
so de nado aparecerem logo as reagbes da lecitinase, as placas gque

contiverem microrganismos suspeitos de serem (. perfringens devem

manter-se, por mais tempo do que o citado pelos autores {vide [+
59}, em gualguer das duas incubagoes apontadas. Em nossa experién
wia, a incubagac no ambiente sO mostra © inconveniente de poder
contaminar-se & placa, o que nds evitdvamos parcialmente, colocan
do-as entre algodao esterilizado.

Quante & incubag@o anaerdbia de 24 horas, seguida de manuten
gho das placas em refrigerador, os graficos revelam uma paralisa
céo da reagdc de lecitinase, depois da salda da anaerobiose (fig.
16, p.1293 19, p.130; 22, p.131; 25, p.132)- & pratica  demonstra
ainda gue no fric se torna mais nitida a reagado opalescente a8
existente antes da entrada nesga temperatura, nao porgue esta rea
q&c aumente, mas porgue os limites se tornam bem mals nitides, for
mando-se um contorno externo no halo, gue o separa nitidamente do
meic. A maior nitidez desses limites nac & obtida por formagao de
zonas extras para fora do halo pre-existente, como & citado na
literatura, mas 4 custa da superficie do halc j& existente.

Os limites obtidos no frio véem~se mais acentuadamente no
meico N e no meio W.H.H., onde as imagens, ja antes das placas
jrem para a geladeira, sac melhores gue no neic de W.H., (fig. 34,

33 @ 34, p.135).
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No primelro melo, no meio N, as colonias ou as estrias gao
amarelo-roseas no principio e vao-se tornando vermelhas com ©  tem
po {fig.31, p. 134 e 34, p.135); o meio, de vermelho, logo no pri

meire dia, se se tratar de estria de C. perfringens, passa a  cor

mais clara, um résec claro, com © tempo, coOmo ja foi observado por
varios autores. |

fm resumo: ao f£im de um dia de incubag@c anaerdbia, s no
meio por nds modificado & que se evidenciam nitidas reacoes de le
citinase nas guatro culturas estudadas (comparem-se as figuras 26,
27 e 28, p.133); prolongandoc a incubagdo por seis dias,observou-se
expansdo dos halos da reagac de lecitinase, mas ainda assim 80 no
meio por nds modificado se apresentaran positivas as guatro culty
ras (comparem-se as figuras 29, 30 e 31, p.134}); ao fim de um dia
de incubagdo anaerdbia, seguida de seis dias de permanéncia em  ge
jadeira, també&m g0 ¢ meic novo apresentou as guatro culturas olesi)
reagdo positiva (comparem-se as figuras 32, 33 e 34, p.135), mas
sem a expansdc do hale de lecitinase,que se observa gquandoe h& uma
incubagao de mais de um dia fora da geladeira {(comparem-se as figu

ras 29, 30 e 31, p.134, com as figuras 32, 33 & 34, p.L33).
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4, cowcrLusdes

Nas nossas condic¢oes de trabalho, parece-nos licito conclulr

o que se expOe abaixo.

4.1, Todas as variedades de alimentos que constituiram o mate
rial base de nossas experi@ncias revelaram contaminagao por C. pexr
fringens, sendo variavel a fregliéncia das amostras positivas. Tal
evidéncia leva-nos a atribuir & insuficiencia de investigagaoc cien

£1fica na matéria o fato de j& nao terem sido observadas no Brasil

intoxicagdes alimentares no homem por C. perfringens, sabido gque a

presenga deste germe em alimentos geralmente implica ocorréncia
dessa ordem. BEvidencia-se a necessidade do controle e pesguisa sis

tematicos do €. perfringens pelos gervigos oficlais.e empresas que

manipulam alimentos, a fim de se evitarem Surpresas, QOmo aguela

referente aoc estabelecimento 7A (guadro VIIL, p. 1033 .

4.2. Dentre os alimentos estudados, nao se verificou diferen
ga significativa na frequéncia de amostras contaminadas nc que reg
peita 3 carne suina, carne de ave, carne bovina e corvina, muito
embora esta ultima apresentasse menor fregquencia. Em alguns casos,
essas fregibneias sfo diferentes das assinaladas  por autores ej
trangelros, © que se deve, provavelmente, s diferentes condigoes
de abate ou de pesca, transporte, manipulagdc e comercializagao

dos nossos produtes.
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4. 3. Nas carnes, ocorrem formas esporuladas =, entre estas,

as resistentes a fervura de uma hora.

4. 4. HA também contaminagdo por C. perfringens em alimentos

processados, como salsichas, linglicas frescas e coxinhas de galil
nha. As linguicas frescas sao os produtcs gue denotam malor fre
gquéncia de amostras positivas, nidc obstante ser baixa a populagao

de C. perfringens.

4.5. 0s produtos sujeitos & inspegaoc sanitaria do tipo A {a
mais exigente do Brasil) revelaram menor fregiiéncia de amostiras po

sitivas para C. perfringens.

4.6. As estufas usadas nog bares para aguecimento de produtos
comestiveis, j3 prontos para consumo, em duas visitas, foram encon
tradag, em percentagem elevada (38,6% e 49,5%), com temperaturas

gque favorecem a multiplicagdo do C. perfringens.

4.7. Cuanto & metodolegia utilizada, releva concluir:

4.7.1. a homogeneizagao dos alimentos, para exame bacteriold
gico, pode~se fazer em solugdo de Ringer a 1/5; diluigdes mais ele
vadas sao mais facilmente pipetadas, mas, por outro lado, diminuem

as possibilidades de detecgao do €. perfringens;

4.7.2. as jarras e as estufas a vAcuo usadas nao permitem uma
adequada anaerchiose, pelo que nac se deve fazer uma s0  exaustao,

mas quatro sucessivas, alternadas com inoculacdo de gases inertes;
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4.7.3. sem o uso de um processo laboratorial de purificagao,
vigando a eliminagdoc do oxigénic, nac se deve usar o nitrogenio,
vulgarmente encontrade no mercado sob o nome de "nitrogénic comer

cial™ ou "nitrogénic industrial", por impuro.

4.8. Quanto a prova de lecitinase, importa observar:

4.8.1. ccorrem falsas reagoes negativas de lecitinase no meio de
5.F.P., no meio de WILLIS & HOBBS e na modificagac deste, feita
por HALL et al., sendo que guatro culturas, semeadas nestes doisg
Altimos meios, nem sempre deram reagOes positivas, ¢ que  invaria

velmente ocorreu no meio poxr nds apresentado;

4.8.2. gquando as culturas evidenciam halo de lecitinase, a 4i
fusao desse halo cresce com © tempo, Juer a incubagac se mantenha
gempre em anagrobiose, quer se mantenha um dia nesta e depois em
aerobisse, a 319C; salvo a possivel contaminacdo, gue & mais facil
quando as placas vao para aerobiose, ndo hi diferenga sensivel en

+re os dois tipos de incubagdo referidos;

4.8.3. nestes dois tipos de incubacac, pode a reagao nao ser

evidente no primeiro dia, mas vir a apresentar-se em dias subseg

giientes;

4.8.4. a colocagao de placas em geladeira, depois de sofrerem
uma incubacdo de 24 h em anaerobiose, sob observagao visual, parg

ce paralisar a reagac de lecitinase;
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4.8.5. quanto mais fino & o meio distribuido nas placas, mais
nitido se torna o halo de culturas que ddo fraca reagadc de leciting

se e mais se expande (uma espessura de 3 mm do meio & aconselhg

vell.

~138~



ABSTRACT

TNCIDENCE OF CLOSTRIDIUM PERFRINGENS IN FQODS, AN OUTBREAK OF HUMAN

FOOD INTOXICATION, ANM IMPROVEMENT IN THE TEST FOR LECITHIWASE.

1. In order to investigate the incidence of C. perfringens in

food products sold in Campinas, 8ac Paule, the following samples
were examined: 50 portions of ground neef (ground at the market),

50 samples of pork in small pileces, 50 samples of corvina {Micro-

pogon spp.i, 50 portions of chicken cut in small pieces, 35 pileces
of fresh pork sausage, 31 pieces of frankfurter sausage, and 31

gamples of g¢oxinhag de galinha, all obtained from various retallers,

except for the gorvina which was obtained from a wholesaler.
After homogenization, the samples were plated on Petr: dishes
with blood agar and confirmation of the microorganism made in the

wedium of WILLIS and HOBBS (1938). In the search for C.perfringens

in beef, pork, chicken, and cprvina, three procedures were used.

In the first, the blood agar was inoculated directly with the
nomogenized meat. In the second, the same inoculation was done
after heating at 809C for 10 minutes. In the third, the covked
meat medium was inoculated with the nomogenizate, heated in a

boiling water bath for 80 minutes, incubated, and plated on blood
agar.

The average freguencies of positive samples in these media
ware, for beef, 10%, 2% and 4%; for pork 20%, 0% and 6%; 15%, 0%
and 2% for chicken; 4%, 0% and 0% for corvina.

For the same tests made on frankfurcter sausage, pork sausage,

and coxinhas, only two procedures were used. In the first, iden—
tical, homogenized samples of frankiurter sausages were plated
directly on blood agar. In the second, the homogenized sanples

were inoculated directly into cocked meat medium and then plated on
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bloed agar. The frequencies of positive samples were 3% and 6%,
respectively. Similar procedures were used for fresh pork sausage

ard the results were 6% and 60%; for coxinhas_de galinha, results

were 3% and 63.
Examining 120 warming ovens and then 118 more that had products
ready to eat, the results were respectively 38.6% and 48.3%, with

temperatures between 309C and 489C which is a favorable condition

for the development of C. perfringens.

2. When food intoxication occurred at a cafeteria, a
questionaire was distributed to 2,016 persons who had had the meal.
The inguiry revealed that 88.2% of the people had had diarrhea,
74.2% abdominal pain, 16.1% dizziness, 14% prostration, 9.7% nauses
8.6% vomiting, 6.5% fever. The median incubation time was i3
ﬁaarsa The duration of the symptoms was at least 24 hours in abmost

all the patients. More C. perfringens was found in the {feces of

patients than in those of normal persons. The food suspected of
cauging the intoxication was a mayonaisge made of corvina and
potatoes.

3, In view of the difficulties of showing the presence of
lecithinase, four cultures of C. perfringens were used to inoc-

slate three different media: the medium of WILLIS & HOBES {1958} ;
the same medium modified by HALL et al. (1969); and the mediun
of WILLIS & HOBBS modified by us. Only in the last did the four
cultures show a reaction of lecithinase in a clear and uneguivocal

way and within 24 hours.
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ANEX0 N¢ 1

Rgar-Sangue (Formula de A.T. WILLIS, "Public Health Laboratory",Lu
ton, Inglaterraj

i. Agar Peptona

NaCl 2 g
Paptona 4 g
Agua destilada 400 ml

Aguecer 20 min. e filtrar
pH ~ 756 & Ted
Agar 6,0 g
Esterilizar por 15 min.
nDistribuir em placas, na guantidade de 5 a 10 ml por placa.

2. Agar-Sangue

Caldo nutriente 600 ml
pH - 7.6 a 7.4

Agar 2,049
Esterilizar
Esfriar a 509C

Sangue 30 ml

Colocar 10 ml desse meio em cada placa, sobre o Agar peptona.

Uso: Espalhar sobre cada placa 0,006 ml de sulfato de neomicina
a l%.

ANEXO N@ 2

Meio de Caldo de Carne Cozida (Formula de “The Food  Hygiene

Laboratory®, Colindale Avenue, London.)

Coragac de boi sem gordura 1.000 g
Hidrdxido de sddioc N/20 1.000 md
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1 - Aguecer o hidrdxido de sddio.

2 ~ Juntar a carne molda, misturar bem.

3 - Ferver em fogo lento, por 20 min., mexendo fregiuentemente.
4 - pH - 7,5,

5 - Coar em gaze.

6 ~ Espremer.

7 = Espalhar sobre papel-filtro e secar.

§ ~ Colocar em tubo de vidro de rosca e adicionar caldo nutrien

te "Oxoid" n® 2 até 1 1/2 polegada.

ANEXC N® 3

Meio de Gema de Ovo - Lactose (Fdrmula de WILLIS & HOBES~ 1958)

1. Caldo nutriente 300 mi
Agar 6,0 g
Lactose 3,0 g
Vermelho neutro {(1%) 0,9 ml

pH - 7.6

2. Autoclavar a 1219C, por 20 min.

3. Esfriar a 50 - 55¢C.

4. Adicionar suspensac de gema de ovo:
1 gema de ovo 30 ml

20 ml de salina (0,9%)

5. Distrihuir em placas & secar.
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