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Realizar-se-é4 em Salvador, Bahia, de 8 a 14 de dezembro de 1968. Sera o
seguinte o temério:

I — Epidemiologia, profilaxia e pesquisa das doencas transmissiveis, degene-
rativas, ocupacionais, mentais, das caréncias nutricionais e dos acidentes
em geral.

II — Organizacdo e administrago sanitarias, compreendendo bioestatistica, pla-
nejamento, avaliacdo, financiamento, integracgio, formacdo de técnicos e
auxiliares, educacao e informagdo sanitarias.

III — Higiene Industrial e saneamento do meio. -

IV — Ensino da Higiene, Medicina Preventiva e do Trabalho.

Havera sessOes de Temas Livres, nos quais serdo classificados os trabalhos
que ndo se enquadrem no temario oficial.

Os trabalhos de preferéncia envolvendo questdes, problemas e sugestdes de
ordem pratica aplicAveis ao Brasil, deverdo conter resumo e conclusdes e
no frontispicio o tema ao qual concorrem; devem ser remetidos ao Dr. José
Duarte de Araujo, Secretario de Saude Publica do Estado da Bahia.



RENDIMENTC DOS MEIOS SELETIVOS PARA BACTERIAS DO
GENERO TFUSOBACTERIUM *

Wilson C. de Araujo **, Maria Raquel dos Santos *** e Paulo Freitas ****

Meios seletivos para Fusobacterium foram comparados no aspecto de sua
eficiéncia no isolamento dos microrganismos fusiformes e quanto & inibicGo
da flora concomitante. Material ndo calcificado do sulco gengival foi homo-
geneizado e diluido em tampdo de fosfato (0,067 M — pH 17,2); 0,1 ml foi se-
meado em agar sangue, no meio de Omata & Disraely, meio de Omata & Dis-
raely sem séro, meio de McMarthy & Snyder, agar sangue com vancomicing,
meio de Onisi, meio de Onisi com séro de cavalo e meio de Onisi com pH 1,0.
Em todos os casos a incubacdo foi realizada em anaerobiose, em jarra tipo
Brewer, com 95% nitrogénio e 5% gds carbdnico, durante 4 dias.

O meio de McCarthy & Snyder mostrou-se tdo eficiente quanio o agar
sangue em relacdo ao isolwmento de Fusobacterium, ainda inibindo a flora
concomitante. O meio de Omaia & Disraely, com cristal violela e estreptomi-
cina, foi de certo modo inibidor também para Fusobacterium. O meio de Onisi,
sugerido, sem séro, possibilitou o isolamento de pequeno nimero de fusobac-

térias, provdavelmente as amostras ndo exigentes de proteinas naturais.

Microrganismos fusiformes, do género
Fusobacterium, sio encontrados na placa
dental, sulco gengival e nas tonsilas como
componentes da flora anfibiéntica ou nor-
mal do hospedeiro.

Entretanto, a literatura relata a presen-
ca déstes microrganismos em quadros pa-
tolégicos da béca e outras areas do orga-
nismo. Vincent (15) isolou fusobacteria
de lesdes ulcerativas e necréticas da gar-
ganta, da grangrena hospitalar (Pourri-
ture d’Hospital). Veillon & Zuber, (14)
examinando casos de gangrena pulmonaur,
bartolinite, otite e apendicite, caracteriza-
dos pelo odor putrido do exsudato, encon-
traram microrganismos fusiformes somer.-
te nos casos de apendicite. Smith (12) iso-
lou o microrganismo de casos de ulcera
tropical e de 94% dos casos de abscesso
pulmonar. Rosenow e Tunicliff (11) rela-
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taram um caso de piemia do qual isolaram
fusobacteria de varias lesdes cutdneus
apresentadas pelo paciente. Dick (5) re-
latou minuciosamente trés casos de me-
ningite dos quais isolou, post-mortem, mi-
crorganismos fusiformes. Varios autores
isolaram fusobacteria de quadros de sep-
ticemia, como Brocard & Daum (2), Wil-
liams (16), Brocard et cols. (3) e Tynas
& Utz (13).

Os microrganismos do género Fusobac-
terium, a partir do trabalho de Pratt (9
tém sido isolados com malis facilidade em
meios nutritivos com sangue ou soro, e
adicionados de corantes como o verde bri-
lhante, violeta de genciana, verde de ma-
laguita, etil violeta, cristal violeta, etc.,
conforme ressalta a detalhada revisao
realizada por Bée (1), em 1941.
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Posteriormente, outros meios seletivos fo-
ram recomendados por Omata & Disrae-
ly (7) e por MacCarthy & Snyder () os
quais empregaram, como substancias im-
pedientes da flora de associacdo, cristal
violeta-estreptomicina e estreptomicina-
vancomicina, respectivamente. Ao contra-
rio das observacdes mais comuns sdbre as
condicoes de isolamento de Fusobacterium,
Onisi (8) recomendou um meio seletivo so-
lido, sem proteinas naturais, com pH 8.0,
adicionado de azida sédica e cristal vio-
leta como substancias impedientes.

Com a finalidade de comparar o rendi-
mento dos diversos meios seletivos propos-
tos para isolamento de Fusobacterium foi
realizado o presente trabalho, no qual é
analisado o isolamento de bactérias do gé-
néro Fusobacterium como também a efi-
ciéncia de sua inibicdo sébre a flora con-
comitante.

MATERIAL E METODOS

De pacientes adultos, com e sem doen-
ca periodontal, foi colhido material nao
calcificado de sulco gengival, com auxi-
lio de curetas periodontais esterilicadas.
O material foi pesado sébre uma seccao
de papel aluminizado estéril, de tara pre-
viamente determinada. Em tampao de
fosfato (0.067 M, pH 17,2), o material foi
dispersado em homogeneizador de tecido
(Arthur Thomas, Philadelphia), com vin-
te manipulacées do pistilo. Em todos o3
casos foi guardada a proporcdo 1 mg dc
material para 10 ml do diluente (diluicdo
inicidl 10-4); ainda no tampao do fosfa-
to foram realizadas dilui¢des decimais, es-
palhando-se 0,1 ml de cada, na superf:-
cie dos seguintes meios nutritivos:

1. AGAR SANGUE

peptona (Difco) 1%

extrato de carne (Difco) 0,3%
extrato de levedura (BBL) 0,3%
cloreto de sddio (Fisher) 0,5%
agar (Difco) 1,5%

sangue desfibrinado de coelho 5%

2. MEIC DE OMATA & DISRAELY

casitone (Difco) 15%
extrato de levedura (BBL) 0,5%

glicose (Coleman & Bell) 05%

cloreto de sodio (Fisher) 0,5%

1-cistina (Pfanstiehl)  0,075%

cristal violeta (Allied Ch.) 0,001%

sulfato de estreptomicina  (Lilly}
0,001%

agar (Difco) 1,5%

séro de cavalo 5%

pH 7,2

3. MEIO DE OMATA & DISRAELY

sem séro de cavalo

.4. MEIO DE ONISI

polipeptona (BBL) 1%

extrato de carne (Difco) 1%
glicose (Coleman & Bell) 1%
1-cistina (Pfanstiehl) 0,05%
gluconato de sodio (N.B.Co) 0,05%
cloreto de sodio (Fisher) 0,25%
azida sédica (Merck) 0,01%
cristal violeta (Allied Ch)
agar (Difco) 15%

pH 8,0

1:80.000

5. MEIO DE MACCARTHY & SNYDER

agar simples

sangue desfibrinado de coelho 5%
vancomicina (Lilly) 7,5 ug/ml

sulfato estreptomicina (Lilly) 20 ug/ml

6. AGAR SANGUE
VANCOMICINA (LILLY) 75, MG/ML

7. MEIO DE ONISI com PH 7,0

8. MEIO DE CNISI com sdro de cavalo 5%

As placas foram incubadas a 37°C, du-
rante 4 dias, em anaerobiose (95% Nitro-
génio ¢ 5% gas carbbnico), usando-se jar-
ras tipo Brewer.

A contagem das colénias circulares, con-
vexas, iridiscentes, tipicas de Fusobacie-
rium (figuras 1 e 2) foi procedida em mi-
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croscopio estereoscopico (aumento 32x)
com luz incidindo sObre a superficie co-
lonial. A bacterioscopia sempre mostrava
bastonetes finos, de extremidades afiladas,
gram negativos, as vézes apresentando
granulos roxos nas extremidades ou ao
longo do citoplasma (figura 3).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com material de doze pacientes analisa-
mos a capacidade seletiva do meio de Oma-
ta & Disraely, MacCarthy & Snyder, Agar-
sangue-vancomicina em relacao ao rend:-
mento oferecidc pelo agar sangue. Os re-
sultados estao representados na Tabela 1.
O meio de Omata & Disraely cuja seletivi-
dade parece depender da adicao do cristal
violeta e da estreptomicina, isolou menos
fusobacteria que o agar sangue. A dife-
reng¢a entre as médias obtidas é estatisti-
camente significante, na base do teste de
Student (P < 0,001). Evidentemente, a
acdo inibitéria do meio de Omata & Dis-
raely soébre a flora de associac¢do foi muti-
to acentuada, mas néo foi total, pois Vei:-
lonella, Streptococcus e “difteroides” ain-
da cresceram neste meio seletivo. Embo-

FIGURA 1: Aspecto da morfologia colonial
de Fusobacterium em meio de Omata & Dis-
raely, apés 4 dias de incubacio em anaero-
biose (959, de Nitrogénio e 579, de gas car-
bonico) Aumento de 42 X.

FIGURA 2: Aspecto da morfologia colonial
de Fusobacterium em meio de Omata & Dis-
raely. Aumento de 90 X,

/| f ‘\&* :
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FIGURA. 3: Esfregaco corade pelo método
de Gram a partiv de uma coldonia de Fuso-
bacterium. crescida em meio de Omata &
Disrae’y, apoés 4 dias de incubacio em anae.
robiosc,

ra 0 agar sangue nao elimine a flora de
associacdo, como foi constatado com o de
Omata & Disraely, seu emprégo na pes-
quisa de Fusobacterium nao fica anulado,
porque sera sempre conveniente reconhe-
cer as colonias ao microscopio, pelo as-
pecto da superficie, conforme mostram as
figuras 1 e 2.
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O meio sugerido por MacCarthy & Sny-
der, agar-sangue adicionado de estrepto-
micina e vancomicina, isolou tantc Fuso-
bacterium dquanto o agar sangue e ainda
reduziu bastante a flora concomitante. A
diferenca entre as médias de isolamento
de Fusobacterium nao teve significagdo
estatisticamente. Entretanto, o meio de
MacCarthy & Snyder isolou mais fuso-
bacteria que o meio seletivo sugerido por
Cmata & Disraely (P < 0,02).

O agar sangue-vancomicina selecioncu
tanto fusobacteria guanto o meio de Mac-
Carthy & Snyder, entretanto éste ultimo
foi mais impediente para a flora de asso-
ciacdo (P < 0,01) provavelmente devido 2
presenca da estreptomicina.

Assim, parece gque os antibidticos adicio-
nados aos meios, estreptomicina e vanco-
micina, nao afetam o isolamento de Fu-
sobacterium, pois, no agar-sangue vanco-
micina e no meio sugerido por MacCarthy
& Snyder, o isolamento de microrganismos
fusiformes foi comparavel ao do agar-san-
gue. Por outro lado, hia indicios de que o
reduzido namero de fusobacteria isolado
no meio de Omata & Disraely foi determi-
nado pela adicao do cristal violeta para
também inibir a flora associativa. De
Aratjo & Gibbons (4) anteriormente de-

monstraram que, no meio de Omata &

Tabela 1: Isolamento de Fusobacterium e

Disraely, a seletividade dependia do cris-
tal violeta, porque a estreptomicina néo
se mostrava eficiente na inibicio da flo-
ra concomitante.

Com material de 16 pacientes procura-
mos comparar o rendimento do meio de
Onisi em relacdo ao meio de Omata & Dis-
raely, de emprégo mais comum entre os
pesquisadores. Os resultados sdo apresen-
tados na Tabela 2. O meio sugerido por
Omata & Disraely isolou mais fusobacte-
ria que o meio de Onisi (P < 0,001). C
meio de Onisi parece bastante impediente,
inclusive para a flora de associagfo, e, ao
que parece, neste aspecto, depende da azi-
da sédica, pois quando removida do meio
houve aumento do nimero de coldnias d:
outros microrganismos, diferenca estatisti-
camente significativa (P < 0,001). A au-
séncia da azida s6dica todavia ndo alterou
o isolamento de fusobacteria, pois a mé-
dia. do isolamento nfo diferiu com expres-
sdo significativa (tabela 2).

Parece que o baixo rendimento do meio
de Onisi, para isolamento de Fusobacte-
rium, pode ser explicado pela composicio
do meio nutritivo, destituido de proteinas
naturais comumente exigidas no isola-
mento déstes miecrorganismos. Assim, re-
movendo-se do meio de Omata & Disraely
a quantidade de séro de cavalo proposta,

da flora de associacdo nos meios seletivos

de Omata & Disraely e de MacCharty & Snyder (nimero de colénias por grama do
material x 107)

Fusobacterium ‘l Outros
MATERIAL ’
1 A.S. Omata M-S AS+4VA. ‘ A.S. Omata M-S A S4VA.
1 60 8 9 26 720 2 48 115
2 50 18 56 115 550 12 35 134
3 60 9 12 12 750 28 59 221
4 30 6 7 11 550 1 0 7
5 110 5 45 62 660 0,8 18 70
6 70 15 60 36 420 10 35 86
7 20 5 10 12 380 14 15 78
8 60 12 40 30 350 4 101 175
9 10 3 5 9 310 18 5 105
10 20 2 2 3 220 1 0 14
11 40 10 14 6 350 2 51 157
12 110 10 68 62 580 i 28 122
Média 53 9 27 32 486 8 33 107
S— 9,36 1,33 7,10 9,55 49,6 2,45 7,98 17,95
X
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Tabela 2: Isolamento de Fusobacterium e da flora de associacio nos meios de Cmata
& Disraely e Onisi (numero de colénias por grama do material x 107)

MATERIAL

i
i

—
COR-TDHN P WN -

—
—

b
DN

Fusobacterium l
Omata Omata Onisi +« Onisi Omata
s/séro s/azida e¢/azida
84 23 35 0 f 5
80 - 73 49 87 l 82
8 56 53 4 | 35
50 64 35 5 | 30
25 14 10 \] | 3
144 45 56 14 ! 39
170 56 10 24 80
83 55 20 36 | 162
138 35 9, 22 ] 50
79 37 56 68 i 246
5 26 21 2 | 18
85 15 29 6 | 34
205 22 27 13 61
106 8 25 2 153
et 0 4 2 | o
87 88 20 16 | 119
89 38 29 19 i 70
13,6 6,2 43 6,2 12,8

Qutros
Omata Onisi Onisi
s/séro s/azida c¢/azida

1 8 0
25 54 17
3 152 0
34 19 2
3 7 1
9 58 14
2 0 0
4 12 13
6 26 0
10 143 2
11 15 1
16 10 3
6 2 2
0 15 0
0 20 0
12 30 0
9 39 3
2,3 12 1,4

Tabela 3: Isolamento de Fusobacterium e da flora de associacio nos meios de Omata
& Disraely, Onisi adicionado de soro e Onisi com pH 7,0 (ntimero de colonias por gra-

MATERIAL

’
|
|
|
i

—
QOR~TIDHU W+

b ket b
WO N

Média

Cma

60
80
23
61
131
46
21
40
87
80
85
30
40
64
61
81

ma do material X 107)

Fusobacterium
ta Onisi Onisi Onisi Cmata
¢/séro pHT,0

4 29 12 1 70

81 151 69 128

8 64 12 38

50 160 19 | 2

44 37 26 | T4

9 21 5 113

6 3 5 37

13 58 7 23

10 73 19 617

55 101 40 62

24 38 18 210

18 64 35 38

17 33 5 11

14 148 4 26

25 70 20 64
13,6 48 147

6,1

Outros

Onisi Onisi Onisi
c/soro pHT,0

0 8 1

6 217 2

111 220 100

5 132 0

0 252 6

5 56 1

93 264 100

7 24 6

3 96 45

2 156 3

6 225 ki

11 14 5

23 107 16

11 22 20

20 114 22

9,4 245 93
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o rendimento do meio foi sensivelmente
reduzido, havendo uma diferenca estatis-
ticamente significativa entre as médias
obtidas (P < 0,01) (tabela 2). Em adicio,
como mostra a Tabela 3, 0 meio de Onisi
com sb6ro de cavalo a 5% possibilitou au-
mentar o isolamento de fusobacteria
(P < 0,01), analise realizada com material
de 14 pacientes e tendo ainda o meio de
Omata & Disraely como referéncia. ©
meio de Onisi com sbéro de cavalo compor-
tou-se como o meio de Omata & Disraely
no aspecto do isolamento de Fusobacie-
rium. Entretanto, o pH 8, sugerido para o
meio de Onisi, com a finalidade de au-
mentar a capacidade impediente do meio,
parece nao ter justificativa pratica, como
demonstram os resultados da tabela 3
cuja diferenca entre as médias nao tem

significacdo estatistica. Com o pH 7 ou
pPH 8 o meio de Onisi isola a mesma quan-
tidade de fusobacteria e inibe a mesma
quantidade dos germes de associacio.

Os resultados do presente trabalho de
certo modo confirmam as informacdes de
Prévot (10) sObre a ocorréncia de amos-
tras de Fusobacterium soroléfilas e outras
menos exigentes, como, provavelmente, as
isoladas no meio seletivo de Onisi.

Como o estudo da ecologia da béca vem
preferindo métodos quantitativos, como o
empregado no presente trabalho, para de-
tinir a microbiota anfibiéntica dos nichos
ecologicos bucais, achamos que conhecer 2
rendimento dos meios seletivos emprega-
dos numa investiga¢io serd de grande im-
portancia para o estudo critico dos resul-
tados obtidos.

SUMMARY

Gingival debris was collected with sterile periodontal scalers from patients
with healthy gingiva and from periodontally involved patients to compare the
effectiveness of selective media for isolation of Fusobacterium.

The material was weighed out on aluminum foil (previously weighed),
homogenized, diluted into phosphate buffer (0,067 M-pH1,22), and 0,1 ml was
nriated out on blood agar, blood agar-vancomycin (1,5 ug/ml), Omata & Dis-
raely agar, Omata & Disraely agar without horse serum, McCarthy & Disraely
agar, Onisi agar with horse serum, and Onisi agar with pH 7,2. In all cases the
plates were incubated at 37°C, in anaerobic Brewer jars with 95% nitrogen

and 5% carbon dioxide for four days.

McCarthy & Snyder agar was so effective as the plain blood agar in
relation to the isolation of Fusobacterium; on the other hand, it inhibited
the concomitant flora. Omata & Disraely agar (with crystal violet and strep-
tomycin) was inhibitory for fusobacteria, too. A few number of fusobacteria

was isolated in the Onisi medium (without serum).

did no! require natural proteins.

Probably those strains
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