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CRESCIMENTO DE BACTERIAS DO GENERO BACILIUS EM VINHAGA
SUPLEMENTADA OU NAQ COM UREIA E FOSFATO DE SODIO

Maria Cristina Dantas Vanetti
Daison Olzany Silva
& Arnaldo Chaer Borges

Laboratorio de Microbiclogia
Dept? de Biologia Geral
Universidade Federal de Vicosa
36570 Vigosa MG, +Brasil

Resumo

Foi estudado o comportamento de quatro culturas bacterianas
do generc Bacilius em meios de vinhaca de moste de melago
de cana-de-aglcar esterilizada e com pH ajustado para
6,5-7,0. Observou-se que a suplementacao com 1% de wureéia
nao alterou a taxs de crescimento das bactérias., A adicao
de 2% de fosfato de sédio nma winhaga provecou uma redugdoc
na fase de adaptagao e na taxa de crescimento das bactérias
em estudo. Pela analise da atividade de fosfatases verifi-
cou-se a existencia de fosfatases repressiveis. Estas enzi-
mas pedem ser responsaveis pela maior taxa de crescimento
cbservada em meios de vinhaca sem o fosfato de sédic.

Summary

Growth of Bacillus in distillery slops with ureaq and sodium
phosphate supplementation

The growth of four bacterial cultures of the genus Bacillus
was observed in sterilized distillery siops of sugar cane
molasses with the pH adjusted to 6,5 - 7,0. It was observed
that the bacterial growth rate wasn't altered in vinasse
with 17 urea supplementation. With 2% sodium phosphate
supplementation, the reduction of adaptation phase and
growth rate of all bacterial cultures studied was observed.
Through the analysis of  phosphatases  activity, the
existence of vrepressed phosphatases is reported. This
enzymes can be responsible for the higher growth rate
observed uander conditions of phosphate starvation im
vinasse.

Introdugdo

0s residuos industriais e agricolas, que miitas vezes constituem sérios problemas
anbientais, sdo exemplos de substratos utilizaveis pelos microrganismos para a pro—
dugao de bicmassa. A vinhaca, tambem conhecida coamo vinhoto, calda ou restilo € um
residuo que, por sua camposicio quimica, apresenta-se como um substrato promissor
para a produgac de massa celular.

Un grande nimero de leveduras e outros fungos, além de algas, tem sido estudado
visando a produgdo de proteina de unicelulares em vinhaga {11}. A utilizacio de
bactérias como fonte de proteina & uwa altermativa prowisscra, e entre algumas van—

Rev. Microbiol., Séo Paulo, 14(4):233-238, Out./Dez. 1983.
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tagens apresentadas pelas bactérias sobre cutros microrganismos, citam-se © menor
tempo de geragao, o alto conteddo protelco e, prmc:Lpalrrente a qualidade das pro-
téinas que geralrente apresentam maiores teores em aminodcidos essenciais. Mas,
muitas restrigfes sdo feitas ao uso de bactérias camo fonte protéica, entre &las, a
falta de informagic scbre a patogenicidade, o elevado contetdo em acidos mucléicos
e dificuldades na recuperacdo das células (3,5).

Bactérias do género Bacillus j& foram estudadas para a produgéo de bicmassa nos
mais diversos substratos (8, 10, 16} e ja foi verificado que a mcorporagao de cé-
Iula de B. megatemwn na concentracao de até 20% da raclc de ratos nd3o apresenta
nenhum efeito tdxico (i4d).

Este trabalho constitui um estudo sobre o comportamento de guatro culturas bacte-
rianas do ge.nero Baeillus em meios de vinhaga de mosto de melaco de cans-de-aglcar,
suplementada ou hac com uréia e fosfato de sbédio.

Material e Mé&todos

Microrganismos — Foram utilizadas quatro culturas de bactérias do género Baeillus
V1, Vo, V3 e V4] isoladas de virhaga represada (17) e mantidas no Laboratdrio de
Microbioclogia/UFV em &gar mitriente a 4¢C.

Andlise de vinhapa - Aglcares redutores e totais foram analisados pelos métodos de
Somogyi (13} e antrona (15) respectivamente. Os teores em sGlidos totais, nitrogs-
nio, proteina bruta e cinzas foram determinadas sequndo o A0ARC {1). A andlise de
fosforo seguiu téonica descrita por Luek & Boltz {7) e o pH medido em pH-metro Mi-
cronal.

Cultive em vinhaga - Como substrato para o crescimento bacterlano foi utilizada a
vinhaga dJe mosto de melago de cana-de-agicar, coletada 3 saida das colunas de des—
tilagio., Utilizaram-se Erlenmevers de 250ml com 60ml de vinhaca com pH corrigido
para 6,5 - 7,0 com NaOH 5N, adicicnados de 9,1% de Tween 80 {polioxietilencsorbita—
no mnoestearato) ; pérolas de vidro de 3mm de difmetro para evitar aglomerados de
células durante o crescimento e tratados pelo calor a 1219C por 15 minutos, Foi ve—
rificado o comportamento das bactérias em vinhaca suplementada com 1% de uréia e/ou
2% de fosfato de sGdio, esterilizedos, respectivamente, em membrana Millipore com
0,22um de didmetro e em autoclave, 3 1219C por 15 minutos. Como indoulo foi utili-
zado 0,1ml da suspenséo de celulas preparadas a partir de cuituras de 12 horas em
100mL de meio miniro (KHPO4, 7g; KHPO4, 297 MgSO4.7H20 a 10%, Iml; (NHg) oS04, 1g
e agua destilada, 1 litro) suplementado com 0,02% de extrato de levedura e 0,024 de
glucose, centrifugadas a 2.000 xg por 10 mmutos, lavadas em solugdo sallna {(NaCi
0,85% esteril) e ressuspendido em Tml de solucho salina. Os frascos Erlenmeyers fo—
ram mantidos imersos em banho maria a temperatura constante e agitados continvamen-
te em agitador reciproco de bragos Burrel, mod. BB. A temperatura de incubagio foi
de 45°C para o isoladc Vi e Vy, 40°C para o isclado V3 e 35°C para ¢ isolado Vo
(17} . Foram retiradas amostras por um pericdo de 12 horas para contagem de células
pelo método de contagem em placas, Foi utilizada técnica de gotas de 10ul (6) e os
pontos para tragar as curvas de crescimento foram cbtidos da media de 5 repeticSes.

Taxa especifica de crescimento - Os valores de tempo de geragio foram determinados
graficamente e a taxa especifica de crescimento foi calculada sequndo Sckatech
{12}.

Attvidade de fosfatases ~ A atividade de fosfatases foi determinada pelo método
descrito por Bergmeyer (2) e a atividade enzimatica foi medida em espectrofotdmetro
Bausch & Lomb, mod. Spectronic 20, a 410nm. Uma unidade de atividade enzimdtica foi
definida camo a quantidade de enzima que cataliza a liberagio de Tumol de p—nltrc-
fenol por Tml e por hora.



Resultados

A Tabela 1 mostra os resultados das analises da
vinhaga utilizada neste estudo.

Foi cbservado que em meics de vinhaca nic suple-
mentados com fosfato de s&dio, o crescimento bacte—
riano iniciou-se apds um periods de 2 a 3 horas de
incubacic durante o qual ocorreram reductes no  Ri-
mero de células iniciais (Figs. 1, 2, 3, 4). A adi-
¢io de 2% de fosfato de s0dio permitiu que o cres-
cimento se iniciasse nas prineiras horas de incuba-
¢30 mas afetou negativamente a taxa especifica de
crescirento de todas as quatro culturas (Tabela 2).
A adicdo de 1% de wuréia & vinhaga nao afetou o
crescimento das bacdtérias, uma vez que as taxas es-
pecificas de crescimento ndo sofreram  alteracCes
aprecidvels em relacho i vinhaca sem uréia (Tabela
2). X

Os resultados das andlises de fosfatases em meios
de vinhaca com o sem a adigdo de fonte de  £ésforo
{Figs. 5, 6, 7, 8) mostraram que o fosfato inorgd-
nico adicionado ac melo reprime a sintese de fosfa—
tases, pois em vinhaga ndo suplementada com fosfato
inorgénico foi verificado sempre maiores niveis de
fosfatases com atividades maximas no inicio da fase
estacionaria de crescimento.

Discussdo

Foi chservado que a uréia ndo constitui wuma bea
fonte de nitrogénio para as bactérias em estudo.
Touchida & col. {16}, estudando o efeitoc de
diferentes fontes de nitrogénio para o cres-
cimento e produgdo de proteina em B. brevis
verificaram, também, qle a adic¢do de 1% de vy
uréia a meio sintético apresentava efeito in-
significante quande comparada com sais de
ambnio.

4 demora em iniciar o crescimento cbservado
quando as culturas foram indculadas em meios
de wvinhaga n&o suplementada com fosfato de
sodio pode ser justificado considerando que o
indoulo foi crescido em meio contendo fosfato
inorganico {meio minimo) e, portantd, sem a
necessidade de sintese de fosfatases. Quando
transferidas para a vinhaga, as células apre-
sentaram uma fase "lag" correspondente ao
tempo de indugdo da sintese das fosfatases
necessarias para a utilizacdo de fosfatos or-
ganicos existentes no meic. Em estudos de
sintese de fosfatase alcalina por células de
Mycobacterium smegmatis, cbservou-se gque a
sintese da enzima iniciava-se apds uma fase
Mag" de 50 minutos (4},

A reducdc das taxas especificas de cresci-
mento quando se adiciona fosfato inorganico 3
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Tabela 1 — Resultados da
andlise da vinhaca de
moste de melaco

Camponentes g/ 100m,
S0lidos totais 4,40
Agiicares redutores G,33
Cartoldratos totais ¢,76
Nitrogénio {(Rjeldahl) c,03
Proteina bruta (% N x 6,25) 0,19
Fosfaro (Py0s) C,04
Cinzas 1,26
=) 4,0

Tabela 2 - Taxas especificas
de crescimento (Kh™!) das
culturas de Baeillus em vi-
nhagca suplementada ou nao
com 1% de uréia efou 27 de
fosfato de sddio.
Simbolos: * = Dados
de 3 determinacdes

médios

Mejos de vinhaca
T8 2% fosfato 1% ureia +

Isc—-  sem
lados adigio uréla de s&do 2% fosfato
de sidio
_______ ot A
2 1,02 1,18 0,69 0,71
vz 0,45 0,65 0,23 0,22
vi 0,70 0,85 0,64 0,68
vy 1,21 1,46 0,75 0,46
Figura 1 — Crescimento do isolado

em meios de winhaca com ou sem
suplementacao de 1% de ureia

efou

2% de fosfate de sodio. Tncubagio
a 459C. Dados médios de 3
coes

repeti-

H « & 8 w® a
Tompo o lncuboodo (hores)

vinhaga pode, tanbém, envolver fosfatases. A hipdtese & de que os fosfatos inorga-

nicos,

além de réprimirem a sintese destas enzimas, retardam a desfosforilagao de

campostos organicos que seriam utilizados camo fonte de carbono.
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Figura 2 — Crescimento do isolaw-
do Vy em melos de vinhaca com ou
sem suplementacdo de 1% de uréia
efou 27 de fosfato de sddio. In-
cubagao a 359C. Dados médios de
3 repetigoes

Figura 4 - Crescimentc do isola-
do V4 em meios de vinhaga com ou
sem suplementagao de 1% de uréia
efou 2% de fosfato de sbdio. In-
cubagdo a 459C, Dados médios de
3 repeticgoes
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A constatacac da atividade fosfatase scb condigles
de repressdo da sintese sugere a existéncia de mais
de uma forma da enzima. Nesmeyanova & col. {9) cons—

Figura 3 - Crescimento do isola-
do V3 em meios de vinhaga com ou
sem suplementacao de 1% de uréia
efou 2% de fosfato de sédio. In-
cubagac a 40°C. Dados médios de
3 repeticoes

Figura 5 - Efeito da adicis
de fosforo inorganico mna
atividade fosfatases(-o~-}
e no crescimento do isolado
V{ {—o—7) em vinhaca. Da-
dos medios de 3 repetigdes.
(A) sem adicio (B) adicio
de 2% de fosfato de sodio
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tataram a existéncia de somente wra forma isomérica e e "
de fosfatase alcalina em condigdes de repressic da . B A s S
sintese da enzima e isolaram miltiplas formas desta 1o s e B oR

enzima sintetizadas sob condigbes de derepressio, em

células de E. coli. Os mesmos autores sugerem que &

enzima sintetizada sob condigles de repressao, em

presenca de fosfatos inorgdnicos € constitutiva, uma vez que & sintetizada tambén
e auséneia de £fosforo inorgdnico. Assim, a atividade de fosfatases cbservadas nas
Figuras 58, 6B, 7B e 8B sugere tratar-se de pelo menos, ma enzima constitutiva,
semexcluir a possibilidade da existéncia de outras formas da enzima.
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tram que nas condicbes do experimento, nZo sf0 necessirias as suplementacdes com 1%
de uréia e 2% de fosfato de stdio pars estimmlar o crescimento das bactérias isola-
das, e que a presenga de fosfato adicicnada ao melo, pode inclusive, reduzir a taxa

especifica do crescimento.

Figura 6 - Efeito da adi-

cao de fosforo imorgamico
na atividade fosfatases
fm—g—-) e po crescimento

do isolado V, (——c—) em

vinhaca. Dados medios de 3
repeticies. (A) sem adicdo
(B) adicao de 2% de fosfa-
to de sodio

Figura 7 - Efeito da adi-
¢io de fdsforo inorganico
na atividade fosfatases
{(-—0——} e no crescimento
do isolade Vo (—o0—) em
vinhaca. Dados médios de 3
repetigoes. (A) sem adigéo
(B) adicZo de 2% de fosfa-
to de sodio

Figura 8 - Efeito da adi-

¢30 de fosforo inorganico
na atividade fosfatases
{(——0--) e mne crescimento

do isolado V4 (—o0-) em
vinhaca. Dados medios de 3
repeticoes. (A) sem adicac
(B} adicao de 27 de fosfa-
to de sodic
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Resumo

Efeito de antimicrobianos sobre o componente respiratorio
das Klebsiella spp. multiresistentes z drogas, idemtifica-
das do escarro de pacientes internados na Enfermaria de Mo-
lestias Infecclosas e Parasitarias da Faculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP. As bactérias possuiam dois, tres, qua-
tro e sete modelos de resistencia a drogas, estabelecidos
pela concentracac inibitdria winima (MIC). O efeito dos
inibidores da respira¢ao bacteriana foi avaliado pelo ele-
trode polarimetrico de Clark. Houve menor capacidade de
crescimento de bactérias, segundo sua multiresisteéncia a
drogas; as amostras de Klebsiella Tig e T3 mostraram-se
sensiveis & acdo do acido salicil-hidroxamico (SHAM). Kieb-
stella T3, com dois modelos de resisténcia, sensivel ao
KCN, apds crescer em meio de cultura que continha cloranfe-
nicol, mostrou~se insensivel a KCN, porém sensivel z SHAM.
Os antimicrobiancs usados em infeccoes pulmonares induzi-
riam o aparecimeuto de uma via respiratoria resistente a
KCN ou proporcionariam a selecac de mutantes resistentes,
pré-existentes, capazes de utilizarem uma via resplratorla
alternada.

Surmmary

Effect of antimicrobial agents on the respiratory component
of bacteria

Klebsiella sp. multiresistent to drugs were identified from
the sputum of patients inmate in the Infirmary  of
Infectious Disease of Medicine School of Botucatu — UNESP.
The bacteria had two, three, four and seven resistent
models to  drugs, stablished by minimum inhibitory
concentration. The effect of inhibition of  Dbacterial
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respiration was estimated with a Clark polarimetric
electrode. The vresults that the smaller capacity of
bacterial growth concerns the multi-resistant to drugs:
Klebsiella sp. T1g and T3 were sensitive to salicil
hidroxilamic acid (SHAM). The Xilebsiella sp. T3 with two
models of resistance, sensible to KCN, was resistant to KCN
but sensitive to the SHAM after growing in medium with
chloramphenicol. The  antimicrobial drugs wutilized in
pulmonary infections could induce the  appearing of
respiratory pathway resistant to KCK or selection of pre
existing resistant mutants able of utilized the alternative
respiratory pathway alternative.

Introducio

Os estudos das curvas de crescimento e dos modelos de resisténeia de diferentes
microrganismos t&m permitido inlweras interpretagdes (1, 2, 3, 4, 7, 8, 9, 20, 25,
26, 29). Os autores, de uma maneira geral afirmam que ha relaczo direta entre o mo-
delo de resisténcia e a curva de crescimento dos diversos microrganismos estudados.
Esses trabalhos mostraram que as bactérias, com dois e trés nndelos de resisténcia,
apresentaram melhor crescimento quando camparados ds gue possuilam quatro ou mais
modelos de resisténcia a drogas (2, 3, 4, 7, 8, 9, 13, 25, 26, 29}. As explica¢les
para os fatos acima relatados sGo varias.

Neste trabaiho, estudou-se o efeito de antimicrobianos sobre o camponente respi-
ratorio de bacterlas multiresistentes, isoladas do escarro de deentes com infecgces
pulronares agudas.

Material e Métodos

Klebsiella spp. foram isoladas do escarro de doentes internados com  infeccdes
pulmenares agudas na Enfermaria de Molestias Infecciosas e Parasitarias do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu.

0 diagndstice da infecgdo pulmonar foi estabelec;Ldo com base nos dados c¢linicos,
radioldgicos e microbioldgicos cbtidos no momento da internacdo.

0 escarro purulento permitiu reslizar o isclamento e a identificacdo das bacté-
rias para © presente estudo.

Os modelos de resz_sténc:aa foram previamente estabelecidos, através da concentra—
cao  inibitdria minima (M.I.C.) e do nivel de resisténcia (N.R.) a drogas, _pelo S
todo da diluicio em placas. Selecionaram-se seis Klebsiella spp. que possuiam 2, 3,
4 e 7 modelos de resisténcia a drogas, com o objetivo de se estudar o cmzportanmto
respiratirio frente aos antimicrobianos.

As curvas de crescimento bacterianc foram realizadas apds cultivos em B.H.I.
(Brain Heart Infusicn) por 24 horas a 37¢C com aliguotas colhidas a cada seis ho-
ras. O crescimento foi determinado pela contagem direta do nimero de bactérias en-
contradas nas placas semeadas (Fig. 1).

Para o estudo da respiragdo bacteriana utilizou-se cultura de amostras com 15 a
20 horas de crescimento a 37°C. O consumo de oxigénio foi medido cam awmilio de um
axigrafo de volume e temperatura padronizados, ac qual se ligou um eletrodo tipo
Clark, segundo Estrabrock (i4).

Os dados cbtidos foram determinados por wm registrador modelo 291/MM de Variam
8/A accplade ao sistema.

Os efeitos dos inibidores da respiragso bacteriana foram avaliados pelo uso a&e
0,2m1 da amostra em 1,8ul de B.H.I,, adicicnados & cubeta de 2wml. Diferentes cone.
centragbes de KON (cianeto de potissio), SHAM (3cido salicilhidroxdmico), antimici-
na A e Rotenona, em volure de 10ul foram adicionadas & cubeta para o estudo propos—
to.
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Figura 1 - Curvas de crescimento de Klebsiella spp. com 2, 3, 4 & 7 mo-—
delos de resisténcia a drogas Ty, Tg, T31, T33, Ts3 e T1g, respectiva-
mente
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Procedeu-se ao cilculo da constante de inibigio (ki) para o SHAM através da medi-
gap do consumo de oxigénio da bactdria em varias concentracSes de SHAM (100, 200,
300 & 400um) . A constante de inibicdo para o SHAM, frente & acdo inibitdria da res-
piragio bacteriana, foi calculada sequndo Dixon & Webb (10).

Resultados

As curvas de crescimento de Klebsielle spp. com dois (T, Tg e T31), trés e gua-
tro {T33 e T43) e sete {Tyg) modelos de resisténcia acham-se, respectivamente, ex-
pressadas na Figura 1. As curvas evidenciaram que houve menor capacidade de cresci-
mento das bactérias, de acordo com sua multiresisténcia a drogas. Verificou-se que
T1g possul maior modelo de resisténcia e menor taxa de crescimento. A Ty3 apresen—
tou maior taxa de crescimento.

A presenga de componentes da cadeia respiratdria, foi confirmada pelo uso de ini-
bidores classicos da respiragiio: Rotenona, inibidora de flavoproteinas, Antimicina,
inibidora do citocramw b e o Cianeto de potéssio {(RN) . inibidor da citocromc—oxi-~
dase (5, 6, 11, 12, 18, 19, 21, 22, 28, 30).

A respn.rac;ao de Klebswlla ng e T43 mostrou-se insensivel & aclo do KON e sensi-
vl & acac do SHAM {Figs. 2 e 3}.

Figura 2 - Efeitos de KCN e de SHAM no con~ Figura 3 - Acdo de KCN {(11M) e

sumo de oxigeénio (umoles 02 - 0,2Zml de cul~ de SHAM (tmM) no consumo de oxi-

tura/minute)} sobre Xlebsiella sp. T1g (13) génio (ymoles 03/0,2mi de cultu-
ra/minuto) schra Xlebsiella sp.
T4y {12)

T T T

(02K 430nmoles ¢ 4340,

T v T T Y ¥

(0}=430 Amoles

T i8(12)

43 naoles Oz §

SHAM
‘r—.'m«l imM

Klebsiella T3 apresentou camportamento distinto, frente acs inibidores da respi-—
racio, KN e SHAM, quando em BHI e em meio onde se adicionou cloranfenicol. Raque-
le, a respiragdo bacteriana mostrou-se sensivel a KON e insensivel a SHAM (Fig. 4).
Neste, com cloranfenicol, a respiragac passou a ser insensivel a KN e sensivel a
SHAM {Fig. 5).

A constante de mlb:.gao do SHEM, calculada para a Xlebsiella T1g sensivel a SHAM
fol de 115mM (F:Lg. 6).

Discussbes

as explicacdes, para o diferente crescimento de T4g, frente ds demais bactérias
estixdadas, acham-se contidas em %rés hipSteses a saber: primeira, a presenga do
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elemento extracromossdmico (plasmideo), que seria reésponsavel pela maior dificulda-
de do crescimento bacterianc; sequnda, a presenca desse gene extracromossdmico le-
varia as células dos microrganismos a apresentarem maicr atividade metabdlica no
momento da multiplicagdo e, a terceira, os plasmideos presentes nas células bacte-
rianas possuiriam diferentes pesos moleculares, sequmdo os modelos de resisténcia
que transportassem (1, 2, 3, 4, 7, 8, 9, 13, 25, 26, 29).

0 uso de inibidores da cadeia respira-
toria, em Klebsiella sp., evidenciou a
presenga de alguns conponentes do siste- Figura 4 - Acdo de KCN {114) e de SHAM
ma de transporte eletrdnico a saber: (tmM) no consumo de oxigénio (umol
flavoproteinas inibidas pela Rotenoha e 05/0,2ml /minuto) sobre Kiebsiella sp.
o citocromo b, inibido pela Antimicina T3 (12) cultivada em meio com 50mg/ml
(18, 21, 22, 27, 30). de eloranfenicol

As bactérigs estudadas apresentaram
comportamento diferente, guande se usou, ' . T
cano  inibidores da respiracio, o KON, Oz]= 430 nmcies
para o sistema citocrame oxidase e ©
SHAM, inibidor da via respiratdria, nor-
maimente insensiveis ao KCN.

Klebsiella T18 & Ty43 mostraram compor-
tamento respiratoric resistente a KN e
redugdo do consumo de oxigénio (Figs. 2
e 3). Apresentaram, também, crescimento
lento, quando comparadas ds bactérias
que possuiam menor modelo de resisténcia
{Fig. 1.

Esses dados permitiram supor a presen-
ca de wma via respiratdria, resistente a
KCeN (5, 6, 11, 12, 14, 18, 19, 21, 22,
27, 28, 30).

Sabe-se que, em fungos, ha uma via
respiratdria alternada, insensivel ao
cianeto de potassio, como mecanismo pro-
vavel de defesa celular, diante dos an—
timicrebiancs. Essa  via alternada pode
ser relacionada com os modelos de resis—
téncia, devido ao fato do cloranfenicol
induziy sua utilizagdo, guando adiciona—
do aos meios de crescimento dos micror-
ganismos resistentes {11, 12, 21, 28).

C estudo de Xlebsiellia T3q, em condi-
ghes de crescimento, com ou sem cloran-
fenicol, permitiu cbter resultados seme-
lhantes aos da literatura {11, 12, 22,
28).

Os autores propuseram a seguinte ex-
plicacic para os fatos chservados: pri- .
meira, a selegdo de mutantes da Ti8 e - i""{ ‘ E

;i

¥ T T T v

T3
SEM CLORANFENICOL T

-

43 naotes Op

T34, cultivados em cloranfenicol, permi-
tiu evidenciar que existe a possibilida—
de 3z utilizacdo de uwma via respiratoria
alternada sensivel a SHAM. A sequnda, a exemplo do que se verificon em fungos, hou~
ve indugio, pelo antibidtico, da utilizagdo de wma via respiratdria, insensivel ao
ciansto de potassio (5, 6, 11, 12, 28) (Figs. 4 e 5).

Os resultados, cbtidos com as bactérias T18 e T3, permitiram ilagles, tanto no
sentido de via respiratdria, guanto no da multiresisténeia a drogas. A ™8 com 7 e
a T3 com 2 modelos mostraram, inicialmente, comportamento respiratorio diferente.
Esse fato, talvez, pudesse sugerir que T1g, pela elevada multiresisténcia ‘a drogas,
utilizasse as duas vias respiratOrias, como protegdo 3 acgdo dos antimicrobiancs. .
Essa hipotese parece ter fundamento. Sabe-se que algumas substincias, como a ‘acri-
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flavina, s30 capazes de eliminar plasmidios. Cultivando-se T4g, em meios que possi-
bilitassem a eliminacic do plasmidio, poder-se—ia inferir, corretamente, se a via
respiratdria alternada estaria ou nfo ligada a gene extracramossGmico.

Figura 5 - Efeitos de KCN & de varias concentragoes de
SHAM (100, 400, 600, 800 = 10001M) sobre a respiracao de
Klebsiella sp. T3 (18) cultivada em meio com 40mg/ml de
cloranfenicol

* L T T T T T ¥ ]

{0)=430 nmaoles

T3(2)
COM CLORANFENKOL

i nmoles O3 Oﬁ mM
1.

e

Figura 6 - Inverso da taxa da respiracac em funcidc da concen-
tragzo de SHAM.
Siwbholos: Y = 0,00037% + 0,0430; r = 0,973; Ri = -115uM
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Excluida essa hipdtese, estudar-se—ia o INA da célula bacteriana, para se verifi-
car a possivel interfer@ncia ou ndo, desse acido mucleico, schre os camponentes da
via respiratlria bacteriana (15, 16, 17, 20, 23, 24).

Tais hipdteses permanecem, para nc')s, Mtas é investigacdo.

A Figura 6 (Dixon Plot) mostrou que a constante de inibicdc de SHAM em Kiebsiella
Tyg (KL = 115uM} caracterizou uma mlblc;é.o tipo competa.tna A correlacdo linear,
obtida entre o inverse da respiracdo e a concentracdo do inibidor (SHAM), permitiv
confirmar a presenca de apenas wma oxidase alternada, insensivel a KON
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Resumen

Se analizé la accidn de cuatro diluyentes sobre ' tres -
especies  bacterianas, exponiendo, Fscherichia coli,
Salmonella typhimuriwm y Staphylococeus aureus a la accidn
de  buffer fosfato, solucidén de Ringer al .cuarto de
concentracion, agua destilada y peptoma al 0,1Z. A
diluciones de las cepas, en cada uno de los diluyentes en
estudio, se le practicd recuento bacteriano sembrando sobre
agar ""Plate Count" mediante el métcdo en superficie,
después de haber sido mantenidas, a temperatura ambiente
por cero, una, dos, tres, veinticuatro y cuarenta y ocho
horas. No se observd, para las tres especiés, una marcada
variacion en las cifras de recuento hasta las tres horas de
permanencia en cada unc de los diluyentes; sin embargo, ya
& las 24 horas se detecto un marcado aumentc en el recuento
de la solucidn de peptona al 0,1%. En los demas diluyentes
se aprecié valores mds bajos de recuento en aste mismo
periodo, lo cuzl se acentud =a las 48 horas. De los
resultados se desprende que hasta las tres horas pueden
usarse indistintamente los cuatro diluventes frente a las
cepas astudiadas, teniendo presente que en la solucidn de
peptona al O0,1Z ya a las tres horas se aprecid un leve
incremento en los valores de recuento bacteriano.

Sunmary

Viability of different bacterial strains in four commonly
used diluents

In order to find out about the effect of different diluents
on the viability of some bacteria, in this study
Escherichia coli, Salmonella typhimurium and Staphylococeus
aureus were exposed separately to: phosphate buffer, 0,1%
peptone water, distilled water and guarter strength
Ringer's  solutiom. Dilutions of each strain ia the
different diluents were performed, and left at room
temperature for zero, one, two, three, 24 and 48hrs. At the
end of each period, plates were inoculated by the "Standard

* Trabéjo financiado parcialmente .con fondos de la Direccifn de Investigacién vy
Desarrollo, Proyectos S-80-20, de la Universidad Austral de Chile.

Rev. Microbiol., $ao Paulo, 14(4):247-253, Out./Dez. 1983.
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Plate Count' method, using "Plate Count" agar. Up to three
hours there was not a marked difference im the bactferial
count of. the species, in any of the diluents used. After 24
hours =z considerable increase in number. for the 0,17
peptone water was observed, while the rest of the dJiluents
showed a decrease in their counts. The results indicate
that for three hours any of the four diluents can be used,
for the species studied; considering that after three hours
the 0,1%Z  peptone water already had a slight increase in
their bacterial count.

Introduccion

Al apalizar un alimento, con frecuencia se requiere realizar diluciones del
mismo, pudiendose recurrir para elloc al emplec de gran variedad de solucicnes. Las
preferencn,as por unas u otras han ido variando, en cierta medida a través del
tiempo: asi por ejemplo, el agua destilada que en wn momento se rechazd COIO
diluyente (13}, nuevamente es aceptada con algmas limitaciones (8); el buffer
fosfato recarendade inicialmente por Butterfield (2) ampliamente wutilizado,
especialrente para el anilisis de productos lacteos, ha sido reemplazado por otras
soluciones que, segin se ha visto, son igualmente efectivas, o tal vez superiocres
al diluyente mencionado (6, 7).

Un microorganismo al ser expuesto a un medio desfavorable tiene cierta capacidad
de sobrevivir en éste, segin sea la especie. Si las condiciones ambientales no son
demasiado adversas y causan la lisis celular, deberd recwrrir a sus proprias
reservas para suplir la ausencia de un substrato al cual degradar (1).

Al introducir los microorganismos contenidos en un alimente en el diluyente
correspondiente, se ha postulado que las particulas de alimento tendrian un efecto
protector sobre las bacterias, especialmente en las concentraciones mas elevadas,
impidiende que ellas sean .danadas por el diluyente (8). En un trabajo anterior
realizado en leche cruda (12), no se observaron diferencias significativas pars los
valores de recuento bacteriano en diferentes diluyentes. Se pensC entonces que ello
podria deberse a la proteccidn de las particulas de la leche, scbre los
microcorganismos contenidos en ella. El presente trabajo tiene come objetivo
determinar en que medida ciertos diluyentes de uso frecuente en un laboratorio,
afectan la viabilidad de cultivos puros bacterianos.

Material y Metcdo

Para cumplir con los cbjetivos planteados se selecciond cepas bacterianas tanto
Gram positivas como Gram negativas, que se aislan con frecuencia del agua o
alimentos. Cada wma fue expuesta en forma separada a la accidn de diferentes
diluyentes durante diferente tiempo; un pericdo corto de una hasta tres horas, v
exposicicnes mas prolongadas de 24hs. vy 48hs., como referencia para los caloulos
comparativos posteriores, se determind la cantidad infcial de células en cads
ensayo. :

las especies bacterianas amwleadas en el estudio fueron: Escherichia colt,
Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus; obtenidas del cepario del Instituto
de Medicina Preventiva Veterinaria (Um.vers,‘l_dad Austral de Chile, Valdivia, Chile).
Iz metddica de trabajo consistid en un cultivo previo de las diferentes especies en
calde cerebro corazin JQurante 18-20hrs. a 35¢C, para asequrarse un maximo de
células viables.

Los diluyentes estudiados fueron: buffer fosfato (2), solucidn de Ringer al
cuarto de concentracidn (4), agua destilada v solucidn de peptona de carne al 0,1%
{13}. Cada una de las cepas se diluyd en }as soluciones mencionadas hasta obtener
aproximadamente 1%106 bact/g. En el caso de 1a peptonz al 0,1% fue necesario
efectuar un mavor nimero de diluciones por el incremento en las cifras de recuento
cbservade después de tres horas de permanencia de las bacterias en este diluyente.
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las diluciones se dejarcn a temperatura ambiente realizandose sierbras despues de
wna, dos, tres, 24 v 48 horas de exposicifn. Para las siembras se empled el método
en superficie scbre Agar Plate Count (Laboratdrio Merck) con cinco repeticiones
cada uwo. De cada dilucitn se tomd 0.1ml depositandose scbre la placa con el medio
de cultivo y esparciéndolo con wna varilla de vidrio doblada en  forma triangular.
En cada ensaye sé realizd ademas una siembra en el tiempo cero, O sea
ipmediatamente despuss de finalizadas las diluciones; este dato sirvid come Indice
del nmerc inicial de células para cada caso. Las placas se incubaron a 35 + 19C
durante 24hrs. para E. eoli v S. typhinurdum, mientras S. qureus se incubd 48hrs.
Se contaron aquellas placas que presentaban entre 30 y 300 colonias; para facilitar
el recuento bactermo ia superficie del medio en las placas debia estar totalmente
seca, evitandose asi la confluencia de las colonias, especialmente en el caso de .
eoll v S. typhimwrium.

A fin de establecer si el caldo cerebro corazdn en el cual se cultivd la cepa,
favorecia la viabilidad bacteriana al ser transferido durante la dilucién inicial,
se efectuarcn muestras paralelas en las cuales se sometid el cultivo a lavados
previos mediante centrifugacidn el diluyente correspordiente, (10 minutos a
2000xrpm) posteriormente se efectuaron dilucioneg con el pellet de celuias lavadas,
hasta la obtencidn de aproximedamente 1x10° bact/g. Para la interpretacicm
estadistica de los datos se enpled el analisis de varianza y el test de cuadrados
minimos significativos (5). Este Gltimo se utilizd para comparar los valores de
recuento bacterianc en el tiempo cero con las cifras de los distintos periodos
anaiizados.

Resultados y Discusion Tabla 1 - Valores promedio de
recuento para Ascherichia colt
expuesto a cuatro diluyentes

durante diferentes tiempos.

Agua destilada — Ya en el aho 1927 Winslow &
Brocke (14} hablan encontrado que la viabilidad

de Escherichia coli 1o era afectada en agua
destilada después de una hora, a diferencia de
otras especies bacterianas. Butterfield (2} en
canbio rechazd el uso de este diluyente por
cotener resultados desfavorables al trabajar con
pcblacicnes bacterianas provenientes de agua de
rio.

Simbolos: (1) = Cada cifra re—
presenta el promedio de 5 re-
peticiones expresado en logip
de bact/ml; * = Significativo
al nivel del 5% (ps0,05);
Significative al nivel del 17
(p20,01)

En el analisis de nuestros resultados,
considerande en forma separada el efecto de cada
diluyente schre una hacteria especifica se

Diluyentes

ohserva que para el caso E. c¢oli en agua Tiempo  Agua Peptena  Buffer

destilada {Tabla 1), recién a las 48hrs. d= fhrs.} destilada al 0.7% fosfato Ringer®
permanencia en ellia, los valores de recuento 0 6,00 (1) 6,3 6,01 6,05
disminuyen en forma significativa en relacién a S0 n Tk b
los wvalores de recuento iniciates. King & Hubst 3 587 6,51  5.87  3.85
{10} tanbién cbtuvieron resultados satisfactorios fg 2::8’;,‘ 13:;3:: g:?g** g:gg::

dejando esta bacteria durante deos horas en agua
destilada mientras otros autores ain a los cuatro
dlas sOlo chservaron una leve disminucion en los
recuentos (15).

La cepa de Staphylococcus aursus se mantuve viable en el agua destilada (Tabla
2), no cbservandose hasta las 24 horas wna disminucidn significativa en las cifras
de recuento respecto al tiempo cero. Esto podria deberse a que este microorganismo
es resistente frente a condiciones ambientales adversas, considrandose incluso el
mas resistente entre las bacterias no esporuladas (3). Si bién es un microrganismo
resistente, compite muy mal con la flora de descomposicicn de los alimentos (8) vy
por lo tanto en cultive mixto con gran cantidad de flora acompanante, puede
desaparecer rapidamente.

Por su parte Salmonella typhimuriwn, bacteria entérica, no muestra variaciones
considerables en sus cifras de recuento (Tabela 3) después de tres horas de
permanencia en agua destilada. En cambio a las 24hrs. ya se cobservan diferencias
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altamente significativas en relacidn al valor inicial, Este microorganisme puede

scbrevivir hasta por una samana en aguas superficiales de rio (11)

va que aqul

encuentra materias organicas en suspensifn disponibles, en cambio en agua destilada

pura, tiene mayor dificultad para hacerlo en comparacion a otros microorganismos.
En términos generales se puede decir que el agua destilada puede recamendarse

cono  diluyente para el aislamiento de las tres especies estudiadas, considerando

gae B, c¢oli ¥y S.

typhimurium a las tres horas no presentaron variaciones
significativas en sus recuentcs, pero si a las 24hrs., v en el caso de S.

QUPreUs

aim a las 24 horas, segin nuestros estudios se obtienen resultados confiables en

los valores de recuento.

Es importante tener en cuenta lo estudiade por
Zaske & Dockins (15) quienes determinaron que al
sembrar cepas dahadas de E.- coli por exposicidn
prolongada en  agua destilada, schre medios
selectivos, dichas cepas tenian dlflcnltad para
crecer. Por elle para nuestro caso la expc35131on
prolongada en ese diluyente sdlo es aceptable si
la siewmbra posterior se realiza sobre m medio no
selectivo.

Peptona - la solucidn de peptona al 0,1%
recomendada  por Straka & Stokes (13} segim
nmuestros antecedentes, es recarendable para la
deteccidn de las tres cepas analizadas, tomandose
la precaucidn que las bacterias no permanezcan en
ella mas de 24hrs. Pasado este tiempo comienza el
aumento de cifras de recuento por Ila
maltiplicacion bacteriana (Tabla 1, 2 y 3).

Otro punto que debe considerarse al amplear
este diluyente es la calidad de la peptona de
carne va que, por lo que se camprobd en algunos
casos, é&sta contiene inhibidodres. Los primeiros
ensayos realizados mostraron una  Jisminucidn
gradual en las cifras de recuentc en este
diluyente, las que haclan significativas a las
24hrs. Esto se Observd por igual para las tres
cepas. Al cambiar a otra marca corercial este
fendreno fue superado. Otro inconveniente que
presenta el uso de la peptona es la excesiva
formaciin de espwa al agitar los frascos de
dilucidn. Pese a todo ello es un diluyente
recomendable especialmente para el recuento de
Clostridium perfringens y otros microorganismos
exigentes asi como en alimentos donde las
bacterias pudieran estar dafladas (8).

Buffer fosfaito - El buffer fosfato utilizado de

rutina en el andlisis de leche v productos
lacteos y recomendado por Butterfield (2) va en
1933, did® buenos resultados para E. coli hasta
las 24hrs. Pasado este plazo la disminucidon en
las cifras de recuento ~ fue altamente

significativa. 1o mismo se chservd. para. 5. aureus

{Tabla 2), siendo para S. typhimurium ya
perjudicial a las 24hrs. Sin embargo al
corpararlo con los otros diluyentes, se aprecia

éste arrojd resultados bastante favorables

Tabla 2 -~ Valores promedio de
recuento para Staphylococcus
aureus expuesto a cuatro di-
luyentes durante diferentes
tiempos.
Simbolos: (1) = Cada cifra re-
presenta el promedic de 5 re-
peticiones expresado emn logqg
de bact/ml; ** = Significativo
al nivel del 1% (p=0,01)}

Diluyentes

Tiemco Agua Pegtcna Buffer

(hrs.} destilada- al 0.1% fosfate Ringer?
4] 6,02 (1) 5,96 6,03 5,76
1 5,99 6,08 6,08 5,74
2 5,89 6,15 §,01 5,58
3 5,90 6,17 5,91 5,48
24 8,75 7:40%% 5,67 5,06%*
48 5,24%* 8,30%%  5,11%%  4,08%x

Tabla 3 - Valores promedic de

recuento para Salmonella
fyphimirium expuesto a cuatro
diluyentes durante diferentes
tiempos.

Simbolcs: (1) = Cada cifra re-
presenta el promedio de 5 re-
peticiones expresado en logip
de bact/ml; * = Signifiecativo
al nivel del 5% (ps0,05); *

Significativo al pivel del 1%

(p=0,01)
Diluyentes

Tiempo  Agua Peptena Buffer

{hrs.} destilada al 0.1% fosfato Ringer®
1} 5,71 {1y 5,6% 5,58 5,80
1 5,66 . 5,69 5,71 5,52
2 S,54 5,78 5,60 5,39
3 5,50 5,88 5,63 5,39
24 5,03%% 7,53%x  5,26% 4,81k
48 - B, 13kx 10,13%%  4,88%% 4 45%*

que
hasta las 24hrs, lo cual no se obtuvo con los demas. Por elllo parece recarendable

su  usgo,

sohre todo para una exposicion prolongada de 24hrs., va que ofrece

resultados més estables que los demas para las tres especies.



251

Grafico 1 - Valores promedio de recuen-— Grafico 2 - Valores promedio de recuen—
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Al comparar este diluyente con la peptona al 0,1%, Hall {6) conciuwyo que no
existian diferenciais significativas entre las cifras de recuento de ambos por
espacio de una hora, Por su parte Keller & col. {9) obtuviercn mejores resultados
con triptona al 0,1% que con citrato de sodio al 2% o buffer fosfato en productos
lacteos acidificados. .
Solucicn de Ringer al cuarto de concentracion - Ia solucion de Ringer al cuarto de
concentracidn, de acuerdo a muestros resultados es la menos recomendable, siendo
especialmente perjudicial para S. aureus ya a las 24hrs., obteniéndose diferencias
altamente significativas en sus recusntos respecto al recuento inicial. Estos
resultados en parte concuerdan con 1o cbservado por King & Hurst (10) en lo que se
refiere al efecto scbre 8., aureus, el Ringer al cuarto de concentracidn no debe ser
empleado. Este hecho unide a una maycr demora en Su preparacion hacen que sea el
menos recomendable de log cuatro diluyentes analizades.

I0s Graficos 1, 2 vy 3 mestran comparativamente el comportamiento de las
diferentes cepas frente a los diluyentes probados. :

Fecherichia coli - En el Grafico 1 se cbserva que el agua destilada, el buffer
fosfato tanto carmo la solucién de Ringer, no afectan a F. coli hasta las tres horas
de permanencia en ello, hebiendo wmn posterior descenso paulatine en el nimero de
células. Para la solucitn de peptona en cambio, va a las dos horas hay un aumento
en los valores de recuento, el cual asciende en forma notable a las 24 hrs. lo cual
se refleja en la inclinacidn de la pendiente.
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Staphylococcus aureus - En el Grafico 3
se presentan los resultados obtenidos
para 5. aureus observandose uma buens
tolerancia al agua destilada asi como al
uffer fosfato, lo cual se refleija en la
pandiente idéntica de ambas curva. Para
1z solucion de peptona camw va se vio en
los casos anteriores, a las dos hrs.
comienza un incremento celular que se va
acentuando a las 24hrs. En el caso de
esta cepa la inclinacidn de la curva es
algo menor en relacidn a las otras dos
cepas 1o cual se expiica por los
diferentes  tiempos de generacidn de
bacterias. Para E. c¢oli este pericdo es
menor al de S, aureus y por ello demora
menos tiempo en elevar su nlmero de
células.

No se apreci® diferencias entre las
miestras en gque se utilizd pellet de
células lavadas v aguellas en que se
siquid el método usual sin lavado. BEsto
indica que la schrevivencia de las
bacterias en los diluyentes no se debid
a pequenas cantidades de nutrientes
transferidas, sino a la propriedad misma
de las bacterias de permanecer viables
en éstos.

Concluyendo v de acuerdo a nuestros resultados,

Grafico 3 — Valores promedio de recuan-—

te de S, qureus en diversos
durante
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hasta las tres horas de

permanencia, ninguno de los diluyentes presenta desventajas significativas pava las

cepas estudiadas.

Sin embargo frente a la necesidad de una estadia prolangada de

24hrs., el buffer fosfato ofrece mayor seguridad. De acuerdo a nuestros resultados
se puede oconcluir ademds que ante la ausencia de particulas alimentarias que
proteja a las bacterias de la accion de los diluyentes, las cepas estudiadas no se
ven afectadas por el efecto de ellos. Debe tenerse presente sin embargo gue alm no
se ha encontrade 1 diluyente ideal para todo tipo de microorganismo.
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Resumo

Foram estudadas 90 amostras de Fscherichta coll enteropato-
génicas classicas (EPEC), pertencentes a 10 diferentes so-
rogrupos, em relacdc 2 resist8ncia a drogas, lisogenia e
producdo de colicinas e hemolisinas. Oitenta e oito amos-
tras foram resistentes de uma a nove drogas sendo que as
amostras dos sorogrupos 055, 0111, 0119 e 0142 apresentaran
resisténcia az um maior ndimerc de drogas. Cinco amostras
eram colicinogénicas, duas hemcliticas e duas lisogénicas.
Os sorogrupes, envolvidos nessas caracteristicas, foram
026, 055, 0111 e 0119, Os resultados sugerem gque colicinas
e hemolisinas nic comstituem fatores de viruléncia, nas
amostras estudadas.

Summary

Drug resistance, lisogemy and production of colicin and
hemolysin among enteropathogenic Escherichia coli strains

Ninety strains of enteropathogenic Escherichia coli (EPEC)
belonging to ten different serogroups were studied regard
drug resistance, lisogeny and production of colicin’ and
hemolysin. Eighty-eight strains were resistant to 1-9
drugs and the higher freguency of multi-resistance was
found among the strains of serogroups 053, 0111, 0119 and
0142, Five strains produced colicin, two were hemolytic and
twa lisogenic. They belonged to serogroups 026, 055, O01it
and ©119. The results suggest that colicin and hemolysin
are not the virulence factors of the strains studied.

Introducio

Determinados sorogripos de Escherichia coli tém sido descritos como agentes etio-
logicos da diarréia infantil, grincipalmente em palses tropicais. Esses sorogrupos
constituem as chamadas E. coli enteropatogénicas classicas ou FPEC. No Brasil, os
sorogrupos mals comms sao 026, 055, 086, 0111, 0119, 0125, 0126, G128 e (0142.

tre esses, os isolados meis frequentes sdo 0111 € 0119 (14).

Epbora a literatura cite que a incidéncia de diarréia por EPEC atinja criancas de
até 5 anos de idade, em nosso meic as criancas afetadas tem, en sua maioria, de 0 a

5 meses de idade {20}

. Microbicl., S3c Paulo, 14(4):254-258, cut./Dez. 1983,
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0 mecanismo de patogenicidade desse grupo de bactérias ndo fol ainda estabeleci-
do. Dois fatores de viruiéncia tém sido pesguisados intensamente, seguindo o modelo
descrito para as E. coli enterotoxigénicas: a producic de toginas e a presenca de
fatores de colonizagso.

AtE o momento foram descritas a toxina VERO (VI), produzida principalmente por
smostras dos- sorogrupos 026, 0128 e 0157 (9, 11, 18) e as toxinas produzidas por
amostras dos sorogrupcs 0114, 0127, 0128 e 0142 {103.

Por outro lado, aderéncia ao epitélio intestinal fol cbservada em uma amostra 026
(22) uwa 0125 (21} e amostras do sorogrupo 0119 {16) . Foi descrita a aderéncia a
células Hep-2 (3) e a células epiteliais (13). .
© OQutros aspectos tém sido pesquisados, n2o sC entre EPEC, mas em amostras de F.
coli em geral. Trabalhos recentes (7) mostraram gue ha maior frequéncia de amostras
hemoliticas entre as isoladas de urina do que em sangue (42 e 29% respectivamente}.
Estudo da atividade hemolitica em amostras de E. coll enterctoxigénicas e nio ente—
rotoxigénicas revelou amostras hemoliticas pertencentes a nove serogrupos, sendo a
maioria O6:H (S).

2 produgio de colicinas tanbém tem sido investisada. A produ-

¢ao de colicina V foi chservada em armostras de E. coli isoladas Tabela 1 - Nume-
de sangue, urina e fezes de pacientes com infecgdo urindria ro de amostras
{4), tendo sido descrito um plasmigio responsavel pela produgso de E. coli ente-
de colicina e a ades3o de uma amostra 026 ao- epitelic intesti- ropatogénicas
nal (22). classicas de
0 objetwo deste trabalho foi estudar ampstras de E. coli en- acordo com  ©S

teropatogem.cas classmas, isoladas em S3o Pauio, em relagdo a SOrOgrUpos.
algumas caracteristicas, excetuando-se a produgdo de toxinas e Simbolos: NT =
fatores de colonizagio. Assim, foram pesquisadas a resisténcia nao testade

a drogas, lisogenia e a produgic de colicinas e hemolisings.

Sero- Sero— N

Material e Métodos oo timn.  aweles
Q26 Q26:H" 3
: . 026:H11 1

dmogtras - Foram estudadas 90 ampstras de E. coli , isoladas em 55 0S5:E P
Sac Paulo, nos anos de 1981 e 1982, através da Disciplina de geaatis H
Microbiologia, &a Escola Paulista de Medicina, Oito amostras oas DBG:% s
foram isoladas a partir de fezes de criangas sadias e asg demais 0B6:H34 1
de criancas diarréicas. As ampstras pertenciam 808  SOYOJTUROS Q111 O111:H” 23
026, 055, 086, 0111, 011%, 0125, 0126, 0127, 0128 e 0142 (Tabe- gmgg "
la 1). E. coli K12 MA335 foi usada como amostra sensivel, nos O111:H9 2
testes de liscgenia e colicinogenia. o
o119 O119:H2 1
Resisténcia a dr'ogas - Foi testada a resisténcia das amostras a 0119:116 &
dez drogas, atraves de antibiogramas, seguindo-se a técnica o ousmar
descrita por Baver & col. (2). Foram utilizados discos Difco de R H
sulfadiazina (Su}, estreptomicina (Sm), tetraciclina (Te), clo- 0126 O126:HI0 1
ranfenicol (Cm), canamicina (Ko}, ampicilina {(Ap}, bactrim {(as- 0127 ©127:H NT 1
sociacio de drogas) (Bc), cefalotina (Cf), gentamicina (Gm) e 028 oi2Bape2 1
acido nalidixico (AN}. O meio de cultura utilizado foi o Muel- OlZfebciizs 3
ler Hinton Agar (BBL Microbiology Systems). o142 OrEz 2
. O142: 12 5
Produgdo de colicinas — A técnica utilizada foi a descrita por g]g;fm H
Azevedo & Costa (7). As linhagens foram cultivadas em meioc IB e otal o

testadas em placas de meio L, contendo 2% de agar com uma cama-
da superior com agar a 0,2%.

Producho de hemolisinas - As amostras foram crescidas em Columbiz Agar Base (O-
xo0id), acrescido de hemicias de carneiro a 5% lavadas previamente com PBS. As pla-
cas foram incubadas por 16-20h a 37°C e lidas gquanto a presenca de um halo de hemd-
lise.

ILisogenia - Os testes foram feitos, comp descrito antericrmente (19), utilizando-se
como amostra indicadora a E. coli K12 MA33S5.
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Resultados Tabela 2 - Multirresistencia en-—
contrada nos diferentes sorogru-—
As amostras apresentaram resisténcia de wma pos de Fscherichia coli (EPEC)
a nove drogas, sendo que duas amostras eram
sensiveis as 10 drogas utilizadas. A maior in- o o
cidéncia de amostras multirresistentes ocorreun P Tesistentes
Sero- Total Sensiveis
nos sorogrupos 055, 0111, 0119 e 0142, enguan- qrupcs T3 -6 (i
to que as do sorogrupe 026 apresentaram meNOT Z

mdelo de resisténcia (Tabela 2). Considerando — Gof 4 ¢ ; ] e
a resisténcia para cada Groga, pOY SOroGTURO 086 2 0 ] 1 1
(Tabela 3}, observa-se que a frequencia de Q7 % : : : =
amostras resistentes a gualgquer droga & maior 0125 3 1 i 3 1
entre as amostras dos scrogrupos 0111, 0119 e o126 1 0 g 1 0

ai27 1 [ o 1 o
0142 do que entre aquelas dos sorogrupos 026, o128 7 o 3 4 o
055, 0125 e 0128. Nenhura amostra foi resis- o142 18 ¢ 0 4 €

2 28

-
™
o
o

tente ao cloranfenicol no sorogrupo 0125, e & Total 90
canamicina e bactrim, no 026. De modo geral, a
resisténcia a4 gentamicina ainda & baixa, quan—
do comparada com as outras drogas, enguanto que & quase nula ao acido nalidixico.

O nimero de amostras colicinogénicas e hemoliticas entre as EPEC estudadas & pe-
quenc. Das 20 amostras pesquisadas, somente cinco produzem colicinas e trés s3o he-
moliticas. Das c¢inco amostras colicinogdnicas, trés pertencem ao sorogrupo 0111 e
as outras duas, aocs sorogrupos 055 e 0119. Amostras hemoliticas foram encontradas
apenas nos sorogrupes 026 e 0111,

Quanto & lisogenia, apenas duas amostras do sorogrupo 0111 eram lisog8nicas.

Discussao

As amostras dos sorogrupos 055, 0111, 0119 e 0142 apresentaram resisténcia a
maior nimerc de drogas do gue as amostras dos demais sorogrupos. B importante sa-
lientar que esses quatro scrogrupos tém sido isclados frequentemente am nosso meio
(20) . Por cutro lado, amostras dos sorotipos 0111:H2 (dez amostras) e O142:H2 {cin-
co amostras) apresentaram o mesmo modelo de resisténcia (SuSHTCOMKMAPBCCEGM e
SusleCakmApEcCE, respectivamente), embora tivessem sido isoladas de criangas,
atendidas em diferentes hospitais de S8o Paulc.

O pequenc nimero de amostras colicinogénicas, encontrado, confirmou estudos ante—
riores, realizados em nosso laboratdrio, com 152 amostras, isoladas entre 1963 e
1978, gue revelaram sete amostras produtoras de colicinas e pertencentes aos soro—
grupos 026, 0111 e 0119 (Gados ndo publicados). Esses dados mostraram que, em S30
Paulo, a producdo de colicinas é caracteristica de somente algquns sorogrupos de
EPEC e, ainda assim, em pequeno nimerc de anpstras.

Apenas um trabalho fol encontrado na literatura, relatando a producdc de colici-
nzs em EPEC. Os autores, da Unido Soviética, encontraram colicinogenia em 64% das
anostras do sorogrupo 055, 49,8% do sorogrupo 026 e 10,7% do sorogrupe 0111 (12).
Embora haja coincideéncia nos trés sorogrupos colicinogenicos, as frequénecias obser—
vadas agui e as relatadas na Unifio Sovietica nfo sdo equivalentes.

A baixa frequéncia de amostras hemoliticas entre as FPEC j& havia sido observada
em nosso laboratdrio, com as amostras citadas antericrmente, isoladas em 1963-1978.
Das 152 amostras, sete do . sorogrupo 026 e wuma 0119 eram hemoliticas (dados nio
publicados). £ interessante ressaltar a maior frequéncia dentre as amostras hemoli-
ticas o sorogrupo 026. Por outro lado, cumpre salientar que se obhservou a perda
dessa caracteristica apds estocagem prolongada. Ela pode ser explicada pelo fato da
producac de hemolisinas em 2. celi ser codificadz por plasmidios Hiy (6, 8) e, por—
tanto, com probabilidade de segregacio.

N&o se encontrou, na literatura, dados scbre a producao de hemolisinas entre Z.
coli enteropatogénicas classicas, em amostras iscladas em outras localidades. Fn-
tretanto, o trabalho de DeBoy IT & col. (5) relata a presenca de amostras hemwiiti—
cas dos sorotipos 020:H- e 0128:H7. O sorogrupo 020, também considerado enteropato—
génico, nac foi incluido neste estudo, por ser raro em S30 Paulo.



Os resultados cbtidos neste trabalho
levam a concluir que a produgio de co-
ligina e de hemolisinas ndo constitui
fator de viruléncia nas amostras de E.
coli enteropatogénicas clissicas, in-
vestigadas., Essas caracteristicas sao
frequentes, em amostras enterotoxigéni-
cas, iscladas de animais ou de alimen—
tos processades & base de carnes (6,
17}, @ 0 seu papel, na patogenicidade
da bactéria, tem sido discutido.

Quante & lisogenia, os resultados
agora obtidos confirmaram os dados en—
contrados anteriormente neste laboratd-
rio (19). Entre as EPEC, a liscgenia &
uma caracteristica de anostras & so—
rotipo 0111, iscladas entre 10 e 20
anos atras, tendo seu nimero diminuido
com o passar dos anos (19).

Nao se sabe qual o papel das awostras
liscgénicas entre as EPEC. O fato, de
somente as amostras  isoladas ha anos
serem lisogénicas, sugere que perten-—
ciam a um grupo de amostras tamb&n co-
mms am outros paises, como a Unido So—
viética (12) e que foram substituidas
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Tabela 3 — Numerc de amostras de E. coli
resistentes a cada droga nos diferentes
S0Y0gYUpPCS.

Simbolos: # = Os sorogrupos 086, 0126 e
(G127 foram omitidos devide ao pequenc
nimero de amostras; Su = sulfadiazina;
Sm = estreptomicina; Tc = tetraciclina;
Cm = cloranfenicol; Km = canamicina; Ap
= ampicilina; Be = bactrin; Cf = cefalo-
tina; Gm = gentamicina; AN = 4cido nali-
dixico

N¢ de amostras

Sorogrupe®  Total Resistentes

Su Sm Tc Cu Fm Bp Bc Cf Gm AN
026 4 3 3 1 2 0 3 0 2 0 ¢
055 10 8 7 6 4 8 7 7 7 1 8
0125 6 4 3 4 0 2 3 3 2 0 O
0128 7 5 4 4 1 2 6 3 4 0 O
01711 39 38 35 34 30 31 36 M 3 17 1
o118 0 10 7 8 8 8 10 7T 8 4 1
o142 0 10 % 9 8 9 & 10 o 0
Total 8 78 68 66 53 80 71 61 61 22 2

por outras n3o lisog@nicas. Outra hipdtese & que se estaria diante de wm caso de
perda de repress3o do estado lisogénico, pela estocagem durante anos. De qualquer
forma, ndo se pode relacionar a lisogenia com a viruléncia de E, ecli entercpatogé-
nicas classicas. Tentou-se a cura de amostra lisogénica por radiagac ultra-violeta,

para se estudar o papel do profago em questao, sem resultado

dos}.

(dados ndc publica-

Estudos estdo sendo realizados com as mesmas amostras deste trabalho quanto a
producio de toxinas e pesquisa de fatores de colonizacao.
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SummEry

The synthesis of pyridine nucleotide independent L-lactate
dehydrogenase was induced by sodium lactate in both growing
and resting cells of Daetyliwn dendroides. All nmon-sugar
carbon sources, such as ethanol, glycerol and pyruvate were
inefficient as  inducing agents. Experiments with
cycloheximide indicated that induction of enzyme synthesis
depends on "de novo" synthesis. Addition of gluceose to
induced growing cells caused a rapid loss of lactate
dehydrogenase activity. The glucose effect was not reverted
by the addition of 1 or 5 mM dibutyryl cyclic AMP
suggesting that cyeclic AMP is not involved in the mechanism
of catabolic repression in Dactyliwn dendroides.

Resumo

Regulacdo dos niveis de desidrogenase lavica em Dactylium
dendroides

A sintese da lactatc desidrogenase, piridino nucleotideo
independente foi induzida pelo lactato de sddio em células
de Dactyliuwm dendroides em crescimento e em repouso, Outras
fontes de carbono, tals como etanol, piruvato e glicerol se
mostraram ineficientes como agentes indutores. Experiéncias
com clcloheximida indicam que a indugao da sintese da enzi-
ma depende de sintese "de nove'. Adigao de glucose a célu~
las induzidas em crescimento causa um rapido decréscimo da
atividade da lactato desidrogenase. O efeito da glucose nao
foi revertido pela adigac de dibutiril AMP ciclice (1 e
5mM) sugerinde que o AMP ciclico nao estaria envolvide mna
repressao catabolica em D. dendroides.

Introduction

259

Cell free extracts of Dactylium dendroides grown on glucose have extremely low
levels of pyridine nucleotide independent I-lactate dehydrogenase (PNILDH), whereas
extracts from mycelia harvested after 36 to 48 hours of growth on lactate showed
high enzyime levels (6). Similar enzymes have been studied in bacteria (22, 23, 24),
yeast (16} and fungi {19, 25) but nothing is known about their kinetics of
induction and repression "in wvivo". In this paper we describe some aspects of

induction and repression by glucose on PNILDE in Daetylium dendroides.

Rev. Microbicl. S8o Paulo, 14(4):259-264, Cut./Dez. 1983.
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Material and Methods

Chemicals - Sodium lactate, sodium pyruvate and cyclcheximide were obtained from
Sigma Chemical Co. Dl-Lactic acid was purchased from E, Merck and converted to the
scdium  salt by titration with NaCH. The electron acceptor 2,6
dichlorophenol indophenol (DCIP} was also cbtained from E. Merck.

Organism and growth conditions - The strain of Dactylium dendroides (9) (formerly
designated Polyporus circinatus) was from our collection. Stock cultures were
maintained on slants of agar-Sabocuraud containing 1% glucose., Unless otherwise
indicated the mycelia were grown in a minimal medium described by Markus & col.
{14} containing 5pg/mi of thiamine hydrochloride.

Appropriate amounts of ethanol, D—glucose, glycerol, Di-lactate or pyruvate were
added to the minimal medium in order to detemmined by using the extinction
coefficient of 2,6 dichlorophenclindophenol (2).

Protein determination - Protein concentrations were determined by the method of
Lowry & coi. (17) after precipitaticn with 5% trichlorocacetic acid using bovine
serum albumin as standard. Protein in whole cells was nmeasured according to
Jayaraman & col. (8).

Dry weight determinations - Mycelia were harvested by suction filtration on filter
paper, washed with distilled water and dried to 60°C to constant weight.

Results Table 1 - Effect of
carbon sources on
Induction of PHILDH synthesis on growing cells - Table 1 the induction of

shows the specific activity of PNIIDH in Deetylium PNILDE in growing
dendroides grown on different carbon sources. The enzyme is cells of Dactylium
Chserved in its highest lewel by growing the mold on dendroidas?®,
lactate. The rate of synthesis of PNIIDH in growing cells, Symbols: a = Mycelia
using lactate as inducer, was plotted against relative were grown for 48
growth (Fig. 1). The differential rate of synthesis of hours in liquid mi-
PNIIDH was 1.50lJ/mg of protein. The activity of PNILDH nimal medium with 1%
increased as a function of mycelial mass up to 36 hours of of substrate, and
growth while the specific activity reached a value of 90 to the enzyme activi-
100m)/mg of protein in the first 12 hours, remaining ties in cell free
constant for 60 hours. extracts was deter-
mined as described
Induction of PNILDH synthesis in resting cells - Figure 2 in the text
illustrates the time course of induction of PNILDH
synthesis when fasted glucose grown cells were suspended in - —
a minimal medium containing 1% lactate. After lactate Growth  of PNILH (/g
addition, the specific activity increased to a maximam substrate of protein)

value (90/mg protein) in 4 hours., The specific activity Sthanol p
(3i/mg of protein) remained constant during all Glucose 3
experiments when fasting attain a final concentration of 1% Glycerol 2
of carbon source. Growth was carried ocut at 289C in batches m 122

of 600ml of medium in 2 liter Erlemmever flasks on a
rotatory  shaker (100rpm} . Mycelia were harvested by
filtration at mid log phase {46h) and washed twice with
distilled water at 28°C and used immediately for the enzyme activity determinations
or for resting cells experiments. Yields of mycelia were usually about 10g of wet
weight per liter of medium. .

Induction ¢f PNILDE - Induction experiments were carried out with 5 to 6g of wet
weight of mycelia pregrown on glucose, which was suspended in 600ml of minimal
medium, without a carbon source, and kept 15 hours at 289C on a rotatory shaker
(100rpm) . After this time 1% sodium lactate was added (zero time)and the experiment
continued for a further 10 hours,



Figure 1 ~ Induction of PNILDH in growing cells.
Symbols: The enzyme activities are expressed as
(Et-Eo) /Mo where Et and Eo are the enzyme
aetivity of 1ml extract at time t and O,

261

Table 2 - Effect of diffe-
rent carbon sources on
PNILPH synthesis induced
by lactate in Tresting

respectively. Cell growth is expressed in cells of Dactylium den-
relative increment Mt/Mo where Mt and Mo are the droides?,
mg dry weight per ml of culture at times t and Symbols: a = Dactylium

0,1% lactate was added at zero time as carbon
source. {-&) = AE/Mo; (—0—) = specific activity

dendroides was pregrown on
glucose for 48 hours and
induced with 1% lactate or
lactate plus 1Z of the in-
dicated carbor sources as
deseribed in the text.
Four heours after addition
of substrates, samples we-
re removed and enzyme ac—
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3
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~ E
- E
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5 o
5 =4
¢ sof Jas Z Specific activity
g Carben source of PNITLH (nil/my
g ° of protein)
B 5 lactats 113
H B Iactate r ethanol 36
<] © lLactate + gluccse 2
Iactate + glycerol 82
Lactate + pyruvate 87
Iy A fL i
0 200 400 "7 900
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Preparation of extracts — Fresh mycelial suspensions (250mg of wet mycelia in 1.5ml
of 0.1M imidazole-HCl pH 7.0) were disrupted by vigorous shaking in a Vortex mixer
with 3.0g of glass beads (0.5mm diameter) for a 1 minute period followed cooling in
ice for 1 minute. This procedure was repeated five times. The suspensions were
carefully removed by suction and centrifuged at 25.000g for 110 minutes in a
refrigerated centrifuge. The supernatants were used for enzyme assays.

Enszyme assay - Pyridine nuclectide independent I-lactate dehydrogenase activity was
measured as previcusly described {6} using the following reaction wmixture: 80mM
imidazole-HCl (pH 6.7): 4umles DCIP, 12umeles sodium I~lactate, and a suitable
enzyme dilution in a final volume of 1.0ml. One unit of PNIIDH was defined as the .
amount of enzyime wich causes the oxidation of 1.0umcl of lactate per minute,
conditicns maintained. Dry weight determination showed that no appreciable mycelial
growth ocurred during the experiments. The generation time on lactate is 10 hours.

In the presence of cycloheximide, a known inhibitor of protein synthesis in
eukaryotes {20}, the induction was fully inhibited or zbruptly halted (Fig, 2)
indicating that the induction of PNILDH reguires "de novo” synthesis not an
activation of preexisting enzyme.

Effect of glucose and some gluconeogenie zarbon sources on the synthesis of PNILDH .
by lagctate - It is known that in several systems glucose is the main effector of
catabolite repression {17). Table 2 shows the effect of glucose and soe
gluconeogenic carbon sources on the synthesis of PNILDH during its induction by
lactate.

This decrease in specific activity suggests that same carbon sources have a
repressive effect and that glucose was ths most effective one.

The glucose addition to a fully induced cell culture promoted both a repression
and a dilution of enzyme by sucessive growth in the first generation as can be seen
in Figure 3. In the second generation the decrease in specific activity of PNILDH
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was greater than that predicted by the increase of mycelial mass.

Without glucose

addition the specific activity of PNIIDH remained constant for 18 hours.

To ascertain that PNIIPH synthesis
was subject to catabolite repression
and to determine whether exogencus
‘eyelic AMP could overcoame this
repression the induction of PNIIDH
was carried out in the presance of
glucose with or without dibutyryl
cyclic aMP addition. Figure 4
illustrates the results obtained. The
activity was 10%.derepressed in the

Figure 2 - FEffect of cycloheximide on
PNILDE synthesis induced by lactate.

Symbols: Mycelia maintained in minimal
medium without carbon surce (—g—); mycelia
induced with 1% lactate (—e—); mycelia
with 12 lactate and 10pg/ml of
cycloheximide (—x—); 10ug/ml of cyclohexi-
mide was added to a culture induced by

presence of 1 or SmM cyelic AMP. lactate as imndicated by the arrow (HB);
mycelia dry weight (~o—). At indicated ti-
mes samples were taken and the enzyme
activities  determined as described in

Material and Methods.

Discussion

In a previous report {6} we have
shown that lactate grown mycelia of
Dactylium dendroides have high levels
of PNILDH but no data was presented
concerning the mechanism which
relates to the enzyme levwel uwnder
different physiclogical conditions.
lactate was shown to be the best
inducer among the corpobnds tested
(Table 1) the other ones behaved
indeed as co-repressors (Table 2).
The kinetics of induction experiments
performed with growing and resting
cells show that the synthesis of
PNODHE is switched on, almost
immediately after lactate addition
allowing the mold to grow on lactate.
The enzyme specific activity was held
at a constant level comparsed to the
rest of cellular protein after 36
hours of growth, suggesting a steady
state between synthesis and
degradation.

The increase in enzymatic activity
was prevented by the addition of
cycicheximide; therefore, "de novo" synthesis of protein is regquired for a high
level of enzyme activiity in the presence of lactate, suggesting that the synthesis
of PNILDH proceeds by an induction mechanism,

The phenamenon of specific inhibition of enzyme synthesis in the presence of
glucose, called "glucose effect™ or "catabolite repression", is widespread among
microorganisms (1, 4, 5, 7, 10, 12} and has been known for many vears (13, 17).
mechanism of glucose repression in eukariyotic cells is poorly wderstood (12). In
general glucose and other carbohydrates appear to decrease the synthesis of enzvmes
involved in gluconecgenesis. The effect is to prevent the flow of the carbon
moieties fram other sources to glucose when the cultures shift from low to high
carbohydrates levels. In the present case, the mold grown on lactate acoumulates
glycogen, suggesting that PNIIDH is involwved in glucconeogenesis.

The role of cyclic AMP in intracellular regulation in eukaryotic is not clear (3,
5, 7, 21). The partial reversion of glucose repression of PNIDH synthesis by
dibutyryl cyclic 2P (Fig. 4) is not significant since a higher nucleotide
concentration did not enhance the enzyme synthesis. According to Matsumoto & col.
(15} the signals for metabolite repression might not be mediate by cyclic aMP,
since this nuclectide could not relieve catabolite repression in Saecharomyces

8
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5
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Time {hours}



263

cerevisiqe even when -H cyclic AMP was incorporated into the cells. .
The rapid disappearance of PNIIDH activity in growing populations after
repression of its synthesis can not be attributed only to dilution and suggests

that an inactivation process, pramwted by glucose,

couid also be present. This

inactivation process in now under investigation.

Figure 3 ~ Repression of PNILDH
by 1% glucose.
Symbols: The mold was grown ocn 1% lactate
and harvested in mid log phase, ths
mycelia were resuspended in fresh winimal
medium and the suspension was divided in
two aliquots; 17 glucose was added to one
flask and no glucose was added to another.
At  indicated times samples were taken and
the enzyme  activities determined as
described in Material and Methods. Levels
of PNILDH in the presence of {~&-) and ab-
sence of glucose {-f); dry weight in pre-
sence of glucose (~0—); theoretical dilu-
- tion of specific activity by growth &A-)

synthesis
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synthesis,
Symbols: Mycelia meintzined in minimal
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treated with 1% lactate, 1Z glucose
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indicated times samples were collected
and the enzyme activity determined as
described in Material and Methods
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Reguno

Levantamento de estreptococos beta-hemoliticos, em 534 es—
colares de 19 grau de Araraquaras SP, em material de orofa-
ringe e mucosa nasal. 0 processamente cultural paulatine
requereu o processo especial de enriquecimento. A extracgdo
do polissacarideo C, para grupagem, foli feita pelc processo
enzimatico e a tipagem T, de Streptococcus pyogenes, pelo
metodo de aglutinacde. Foram obtidos 94 casos positivos
(17,67%) para estreptococos beta-hemoliticos. Das 121 amos~
tras isoladas destes portadores, 96 (79,3%Z) foram do grupo
A, 18 {14,9) do grupo G e 7 (5,8%) do grupo €. 18% dos es-
colares tiveram cultura positiva para o grupo A, levando-se
em consideragao a positividade em nariz, gargenta ou nariz
e garganta e ainda que, de frequentes criancas, isclaram-se
amostras de diferentes grupos e mesmos de tipos sorologicos
do grupo A, Obtiveram-se 81,27 de amostras do grupo A, sen-
do que a maior frequencia foi de sorotipos do complexo T 3,
13, B3264, seguido de T 12 e T 11. Clinicamente, verifi-
cou~se que 25%Z dos escolares, com cultura positiva para
Streptococcus pyegenes, revelaram um ou mais dados clini-
cos. Dentre estes, 8,67 apresentaram ausculta cardiaca pa—
tologica e espisddios de alguma ou algumas das seguintes
sintomatologias: infecgoes frequentes na orofaringe, nefri-
te, corea, dores nas articulacdes e artrite. Os dados vali-~
dam o tipo de levantamento como ponto de partida para pre-
vengac de doencas causadas por Streptococcus pyogenes.

Summary

The oceurence of groups A (and its T types) C and G of be-
ta-hemolytic streptococet in school children in Araraquara
SP, Braztl, September 1879

Rev., Microbiol. S3c Paule, 14(4) :7265«272, Qut./Dez. 1983.
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Prevalence of beta-hemolytic streptococei in the throats
and nose (vestibular area) of 534 normal school-children in
Araraquara 8P, Brazil. For a planned gradual culture
processing, a special procedure was adapted. Among the
children, %4 (17.6%Z) were positive for beta hemolytic
streptococei. Qut of 121 strains obtained, 96 (79.3%) were
group A; 18 (14.,97) group ¢ and 7 (5.8%) group C. 18%7 of
the children had positive culture for group A either in the
throat or im the nose or in both regioms. 81.2% from the 96
group A strain were typable, the most frequent serological
types pertaining to the complex T 3, 13B3264; T 12 and T 11
being next. 25% of the children with positive Streptococcus
pyogenes cultures had one or more clinieal symptoms. 8.6%
of this group showed a pathologic cardiac beat plus
reference to one or more episodes of the following
symptomatology: frequemt  throat infection, nephritis,
chorea, paims at Joints, and arthritis. This kind of
research is useful as a starting point, for the prevention
of diseases caused by Streptococcus pyogenes,

Introducdo

A prevaléncia das infeccles estreptocdcicas tem sido bastante elevada em quase
todas as partes do runde, mesmo em paises considerados desenvolvidos (10).

Pesquisadores do mumdo inteiro relatam a incidéncia de suas sequelas: a doenga
reumatica (DR}, assim como a glomerulonefrite pds-estreptoctcica (8, 17, 23, 29). E
aceito, e j& confirmado por numerosos estudos clinicos, epidemiolégicos e
bacterioldgicos, o fato de que, para ocorrer a DR ou a glomerulonefrite Jdifusa
aguda, €& necessario que haja, antes, infecgdo por Streptococcus pyogenes (1, 15,
21, 27, 30, 31).

Por mrito tempo a BR fol considerada doenca de clima temperado. Hoje, constitud
séric problema de salde, em paises tropicais e sub—tropicais {17). NSO menos inten—
sa tem sido a frequéncia da glomeruionefrite, especialmente relacionada com o nivel
sécio~econdmico baixo (19, 35, 36), quando precedida de piodermite {impetigo).

Entre nds, mmercsos trabalhos relatam desde 1937, a ocorréncia da DR ¢ éa glome—
rulonefrite em surtos, &s vezes epidémicos, embora, diante de outras patologias,
ndo constitua um problema de safide piblica {3, 6, 7, 12, 22, 26, 33, 34).

Fm 1957, foi demonstrada a importdncia da verificagio da presenca de  estreptoco—
cos beta-hemoliticos do grupo A em escolares normais do Rio de Janeiro (29). Outras
investigagles, em portadores sfos, mostram a alta incidéncia deste microrganismo no
Brasil {1, 4, 16, 24, 27), confirmando o valor deste achado epidemiolfgico nas com—
plicagbes nac supurativas das infecgles estreptoctcicas.

0 objetivo deste estude foi verificar a natural ocorréncia dos grupos de  estrep—
tococos beta-hemoliticos A, C e G, e dos tipos de estreptococos do grupo A que mais
prevalecert numa populagao escolar, considerada normal na Spoca da coleta do mate-
rial (sem preocupagdo com o fato de terem sido cu ndc amidalectomizados), assim co—
mo_tentar relacicnar ¢ achado com algum problema de salde, encontrado apds exame
clinico. . '

Casuistica e M&todos

Populagdo estudada -. 534 escolares, de 6 a 15 anos, da Escola Estadual do 19 grau
"prof. Augusto da Silva Cezar"”, localizado no Bairro Sdo José, em Araraguara SP,
foram estudados através de: a) anarmese; b) exame clinico e ¢) exames bactericlégi-
cos da orofaringe e mucosa nasal, para pesquisa de estreptococos beta~hemliticos.

Fol preparada wma ficha constando: identificacdo do escolar, antecedentes pes-
soals e familiais, além de alqumas perquntas especificas sobre o assunto em estudo
{25).
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Exame elinico - Realizado em 459 escolares e que constou de varios ltens: peso, al-
tura, freguéneia e ausculta cardiaca, tomada de press@o arterial, verlflcagéo de
nfdulos sub—cutdneos, estado da orofaringe e também o estado de conservacac dos
dentes.

A pressdo arterial foi tomada em posiclc sentada, brage esguerdo, com tensiSmetro
tipo Tycos, nura sO ocasiao.

0 peso e altura foram medidos em balanca Filizola antropométrica. Em relagdo ao
peso, para comparar os resultados cbtidos com os esperados, aplicou-se a formula:
Peso = n.2+9, onde n & o nimero de anos do escolar, cbtendo-se o peso médio ideal
dos 6 aos 12 anos. Da mesma raneira, aplicou-se a formula: Altura = (n-3)6+95, ob—
tendo-se a altura média dos 6 acs 12 anos {19).

Colheita das amostras - A fim de cbter o material de todos o5 escolares, no mais
curto prazo & Sem ser possivel processar & todas as culturas dentro do pericdo de
horas, recomendado apls a coleta, adotou-se a técnica que segue: imediatamente apds
a coleta, feita com zaragatoa, umedec:.da en solucdo fisiolégica estéril (37},
fez-se o plantio em meic de Hitchens-Pike-Todd-Hewitt ou HPTH (28), retirando-se,
tanto quanto possivel, todo material, pela agitacgdc ampla da zaragatoa no meio e
comprimindo-se, finalmente, ¢ algoddo de encontre & parede interna do tubo. A se-
guir, os tubos foram conservados a 4°C (geladeira), de cnde eram retirados, para
processamento da cultura, apepas em niimero proporcional ao dia de trabalho. Desse
modo, foram coletados 1068 materiais, em apenas trés dias {no més de setembro de
1979) , mas seu processarento por cultu.ra se estendeu por 45 dias.

Métodos bacterioldgicos - A cada dia, retirava-se, da geladeira, um certo numero de
tubos para cultura, sO entio juntave-se, a cada um deles, 4% de sangue desfibrinado
de carneiro e, apds uma primeira homogeneizacgdo, no "mixer”, eram incubados a 37<C.

A preferenc:.a pelo uso do sangue de carneiro foi ditada pela facilidade de sua
cbtengio, 33 que tem sido recomendado para este tipo de investigacdo (5, 33). Apos
6-8 horas de incubacdo, os tubos foram novamente homogeneizados (22) e, voltando ‘&
incubacio, até completarem as 24 horas, quando, apds a terceira homogeneizacgio se
fizeram repiques para placas em superficie de Agar—sangue de carneiro, cuja base
foi o infuso de coragdc bovino.

A caracterizacio morfoldgica e de grupawento foi verificada pela coloracgac de
Gram; a identificacdo do tipo de hemdlise fol baseada na leitura da placa ac mi-
croscipio, com pequenc aumento (32). De cada cultura, de material de nariz e gar-
ganta, foram isoladas coldnias beta-hewoliticas, de aspectos gparentemente diferen—
tes.

As ampstras de estreptocccos beta-hermoliticos foram preservados em sangue desfi-
brinado de ooelho {28}. Antes, porém, realizou-se o diagndstico presuntivo de es-
treptococos do grupo A, através da prova da bacitracina (14), com discos comerciais
fornecidos pelo Centro de Controle e Produtos pera Diagnostico, SP {Cecon).

Metodos soreligicos — A grupagem, assim como a tipagem de Strepfococcus pyogenes,
foram realizadas no LaboratOrio de Streptococcus, Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, USP. A extracio do polissacaridio C de estreptococco, para grupagem, fol rea-
lizada pelo processo de Maxted {13}, segquida de reacio com soros precipitantes dos
grupos A, C e G de Lancefield.

Para tipagem pelas proteinas T, utilizou-se o método de aglutinacSo de Griffith,
modificado por Moody & col. (15}, que excluiram cinco soros monovalentes 15, 17, 47
{do "pool® ¥) 1% e 30 (do "pool" Z). Nossas ampstras foram testadas, excluindo,
ainda, os soros 5, 27 e 44 {(do "pool" W) sendo, portanto, testadas com os restantes
18 soros, a saber: 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 18, 22, 23, 25, 28, Imp.19
e B3264. '

Os soros para grupagem € para tipagem de estreptococos do grupo A foram prepara-
dos e avaliados no ILaboratdrio de Ribeirdo Preto. Os soros para tipagem T foram
avaliados, também, no COC (Atlanta, GA}, por especial cbséguio do Dr. Richard R.
Facklam.

Os varios itens do protocolo foram preenchidos separadamente pelos AA, sem gue um
tivesse conhecimento dos resultados dos Cemais. Somente no final do trabalho  expe-
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rimental & que as informagbes foram registradas e cotejadas, num meswo conjunto.

Resultados Tabela 1 - Procedencia do

material e grupos sorologi-
Considerando-se, em primeirc lugar, os resultados, cos de 121 amostras de Es—
em relagao & presenca cu auséngia de estreptococos treptococos beta-hemoliti-
beta-hemoliticos, verificou-se que, dentre os 534 cos obtidos de %4 portado-—
escolares examinados, 440 (82,4%) foram negativos e res. Araraquara SP, 1%79.
94 (17,6%) positivos. Simbolos: ¥ = nariz; § =
As amostras isoladas foram assim obtidas: de 67 garganta; % = vide texto
(73,4%) escolares, positividade a partir sO de ma— (Resultados)

terial de garganta; de 12 (10,6%), a partir s0 de
nariz; e de 15 {16%), de nariz e de garganta, com

isclamento total de 121 amostras de estreptococos Yaterial AROSLLES
beta-hermoliticos. Destas amostras, 96 (79,3%) per- Griupos ¥ ¢ Neg Toml %
tencem ac grupo A, 18 (14,9) ao grupo G e 7 (5,8%) Saroles

ac grupo C {Tabela 1). A diferenca, entre o nimero 2 w3 eI
de escolares portadores de estreptococos beta-heno— G 2 12z ¢ 18 14,9
liticos (94) e o nimero de amostras obtidas  (121), Tral® 3% 3% 121 100,0
deve-se ao fato de que alguns escolares eram porta- otalde 12 g7 15 o4
dores de mais de um grupo soroldgico cu mesmo de pertadoney

tipos sorolégicos do grupo A, no nariz, garganta,
oe nariz e garganta. Assim, obteve-se na garganta
de trés escolares, amostras do grupo A e G; emum, A e C; em um, grupo A e G, no
nariz; seis escolares, isolaram—se, na garganta amostras de dois tipos soroldgicos,
dogrupc A {T 11 e T 3/13/B3264 - T 11 e® 12 - T Inp. 19 e T 3/13/83264 —NF e T

13/B3264 - T 12 e T 3/13/B3264 - T 4 e T 12}; e, em um, 0s mesmos dois tipos (T 12
e T 8/25/Imp. 19), presentes, tanto no nariz come na garganta.

N&o houve, portanto, amostras beta~hemoliticas nfo grupaveis pelos soros A, C e G.
Na Yabela 2, estdo distribuidos os grupos soroldgicos dos estreptococos beta-hemo-
liticos, de acorde com a série freguentada pelo escolar.

O cotejanmento do diagndstico de estreptococos, do grupoe A, pela prova  soroldgica
e cum O da sensibilidade 3 bacitracine, forneceu os seguinies resultados: 1% das
amostras sensiveis d bacitracina nio precipitou o soro especifico do grupo A (falso
positivo & bacitracina) e 2,1% das amostras que precipitaram com este soro foi re-
sistente & bacitracina (falso negativo & bacitracina).

A tipagem das proteinas T forne-
ceu 96 sorotipos cu melhor, node-—
los "pattemns", como frequente-  Tabela 2 - Distribuicdo de n? de amostras de
mente acontece, distribuidos de  estreptococos beta-hemcliticos segunde os gru-
acordo com a Tabela 3. Houve pos sorologicos A, C e G de acorde com a2 série
maior frequéncia de ampstras de  frequentada pelo escolar. Araraquara SP, 1979.
sorotipo do complexo T 3, 13, Simbolos: a = amestras; p = portadores
B3264 (29,2%), sequidos do soro-

tipo T 12 (17,73} e do T 11 N

{3,4%). (btiveram-se 81,2% de ng_z I 22 38 42 52 62 72 g

amostras tipavels. Todas as amos~ Wyleo 2 p a2 p 2 p a p 2 p 2 p a p a p

tras nzo tipaveis o foram por se 65 45 11 9 10 1 4 3 5 3 0 0 1 1 1 1
tar oom 1 irr c 1 1 S 4 0 e 0 & 0 0 c o @ 0 1 1

apresentaren rugosidade e g & 7 2 2 3 3 0 8 1 1 2 1 0 0 1 1

dutivel. Total 75 8 13 4 6 2 1 3

Erbora quase todos 0s escolares gg:— 53 15 13 3 4 " 4 3
tivessem sido submetidos ao exame

clinico, . foram considerados ape-

nas os resultados dos portadores :

de estreptococos beta-hemoliticos {92 escolares examinades). A Tabela 4 refere-se a
medida aritmética do peso, altura, pressfo arterial e freguéncia cardiaca. A Tabela
5 registra o estado normal cu patologico de auscultacardizca, dentes, corofaringe e
n&dulos subcutinecs.

Dada & dificuldade de obtengac de algumas respostas ao questionaric especifico,
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deixcu-se de apreciar seus resultados, registrando-se apenas que, dentre os porta-
dores de’estreptooocos beta-hemoliticos, howve casos confirmados de nefrite e de
corea; varios desses menores queixavam-se, também, de dores articulares.

Discussao Tabela 3 - . Sorotipos
de 96 amostras de
Dos 524 escolares, 17,6% eram portadores de estreptoco- Streptococeus pyogenes

cos  beta-hemolitices. Considerando os 534 escolares exa— isolados de 534 esco-
minados e lerbrando-se de que de alguns isclaram-se anos-— lares de Araraquara
tras de mais de um gripo e mesmo de tipos soroldgicos di- §P, 1979

ferentes do grupo A {Tabela 1), obtevewse positividade de
18spa.raogrupoA- 34%paraog‘rupoG e 1,3% para o

grupo C. Estes 'dados ndo diferem muito dos obtidos por Sorgripes il 3
cutros autores (1, 2, 9, 20), embora trabalhando em re-

gides, s vezes, de cordicdes bem diferenciadas, popula- e

cao de 330 escolares (27), considerados normais, residen- 3/13/83264/9 3| 28 29,2
tes na zona rural de Ribeirdc Preto SP, 75 (238) eram 13/E3264 J
portadores do grupo A; 28 (9%) do grupo C e 26 (8%) do 12 17 17,7
grupo G. Entre 67 pesscas de zona rural, =xaminadas apos 1 0 0.4
4 semenas da ocorréncia de casos de glomerulonefrite agu- 28714 o

da {3), 61% eram portadores de estreptococos beta-hemoli— 28 57 73
ticos na orofaringe, tendo sido iscladas 21 ampstras do 14(49) 5 5,2
grupo A, 7 do grupo C, 3 do grupe G e 12 amostras de ou~ 4 5 5,2
tros grupos. Em Fortaleza, CE, entre wniversitarios, foi 8/25/Tmp. 19 2] 4 a2
encontrado 11% de portadores do grupo A (16). Top. 19 2 !
Entre os escolares que frequentavam a 12 série do 19 8 ! 1.0
graz (Tabela 2} houve prevaléncia mais acentuada de por- 8 k 10
tadores de estreptococos beta-hemoliticos, Dos 104 esco- 3 i 1o
lares desta série, 53 (50,9%) apresentaram-se como porta- NT 16 8,8
dores, isolando-se 75 (61,9%) amostras. Portanto, encon-— Total 9% 10,0

trou-se 9,9% de portadores, entre os 534 escolares estu-

dados e 56,4%, dentre os 94 portadores de . estraptococos

beta-hemcliticos. :

Da 22 a 82 série inicia-gse uma queda bem acen-

tuada da presencga de estreptococos beta-hemoli- Tabela 4 - Medias aritmeticas do
ticos, Wum total de 430 escolares, 41(9,5%) peso, altura, pressao arterial e
apresentaram-se como portadores, isplando-se 46 frequéncia cardizca de 92 esco-
{38,1%) amostras, representando 43,6% portado- lares, portadores de estreptoco-—
res dentre os 94 e 7,7% dentre © tota:s_ dos es— cos beta-hemcliticos, segundo o
colares examinados, cu sejam 534. Notou-se que grupo etdrios Araraguara SP,
a diminuigdo incidiu nitidamente no grupc A; 1979

houve aumento Jde portadores do grupo € na 22
série e seu desaparecimento nas séries subse-

quentes e prevaléncia de portadores do grupo G 2o arthrial
am quase todas as séries. Mmms?%gamfé-%ﬁm—m
En trabalho realizado com 434 escolares (20}, e

chservou-se queda da prevaléncia de estreptoco- N 30 15,8 90,00 66,7 84,0
cos, entre os frequentadores de classes mais 7% 242 me 885 65,0 90,0
avancadas e também de mais idade. Este fato 8 20 1,0 1332 107,0 4% 94,2
tarbém foi chservado em relagBo a DR {11}. % 1z 2,5 13,3 98,3 66,7 88,0
Clinicamente, também fol verificado (Tabela 5} 10 1 32,7 1330 105,55 70,3 85,3
que, entre 6 e 11 anos de idade, houve maior 1 12 35,5 139,9 103,3 70,0 84,7
niero de casos com ausculta cardiaca anormal 12 1 65,2 145,0 140,0 80,0 92,0
{scpros sistdlicos de meso ou de ponta), assim 13 1 45,8 155,0 10,0 90,0 88,0
como, entre € e 9 anos, nimero malor de casos 14 5 49,9 156,5 124,0 82,0 67,2
com hipertrofia das amigdalas cu de ganglios. 15 1 30,6 143,0 100,0 70,0 72,0

Considerando-se todos og 459 escolares exami-
nados e analisando-se os resultados pela média
aritmética, verificou-se que ndo houve wma variagdo que pudesse ser considerada
significativa entre portadores e ndo portadores de estreptococos beta-hemoliticos.
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Porém, levando-se em consideragio que neste
traballio ndo se tentou separar portadores
séos de pacientes, dencminando-os de um Mo-
de geral de portadores,; chservou-se que 25%

Tabela 5 - Dados do exame clinico de
92 escolares portadores de estrepto-—
cocos beta-hemoliticos, de acerdo
com © grupo etarlo, Araraguara SP,

destes, todos com Strepitococcus vyogenes, 1979.
revelaram um ou mais dados c<linicos, cono Simbolos:
hipertrofia das amigdalas, presenca de gén— co; H =

N = Normal; P = Patolcgi-
Hipertréfice {(a); T = Trata-

glios hipertrofiados e frequéneia cardiaca do; NT = Nao Tratado
glterada. Entre esses menores, 8,6% revela—
ram ausculta cardiaca patoldgica, coinci-
dindo com relatos do questionario sobre in- Escolares com
=4 : ] Idade MO ausczlta
fecgoes frequentes da orofa:;mge, ngfrlte, o tics  amfodal Gentes
corea, dores e mesmoe franca inflamagao das laves N T N H B NT
ari:icgla‘-gées.— i . 6 3 3 0 2 1 2 1 2 1

Nao fol propbsito deste trabalho o estudo ; % 2 4 2 6 17 9 14 12
d\_a Sequel;ts nfo piogénicas das estreptoco- 5 0 0 15 5 16 4 13 7
cias. Confirma-se, entretanto, a suscepti-

s ; S I g 12 10 2 7 5 s 3 9 3
bilidade das criangas mais jovens as infec- 10 mo1n e s 2 & 3 11 o
gOes estreptochcicas, sem manifestactes de

N . R - - 1% 12 10 2 i 1 7 5 12 0
sintomatologia de DR evidentes, a gpoca em 1 R 1o 1 o : o0 i1 b
que foram examinadas. 13 4 { o 1 o 1 0 1 o

Considerando a prevaléncia de portadores e " s s o 4 1 5 o 5 o0
os dados c¢linicos sugestivos, obtidos nesta 5 ] o 1 o 1o 1 o
investigagao, pode-se aceitar como lmpor- motal 92 84 8 71 3t 6 25 & 23

tante e vidvel a pesquisa de estreptococos
beta-hemoliticos em escolares, partindo-se,
dai, para uma profilaxia racional das en-
fermidades causadas por este microrganismo.
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SENSIBILIDADE IN VITRO DE NEISSERIA GONORRHOEAE A SEIS
DROGAS ANTIMICROBIANAS

Heriberto FPernandez
Laura Otth

Instituto de Microbiologia Clinica
Universidad Austral de Chile
Casilla 567

Valdivia Chile

& Mariella Bittner

Escuela de Tecnologia Medica
Universidad Austral de Chile

Resimo

A sensibilidade in vitro, de 50 amostras de HNeisseria
gonorrhoeas, frente a é drogas antimicrobianas foi estudada
através do método de diluigio em meic sdlido descrito por
Robson & Salit. De acorde com a Clggy, as drogas mais ati-
vas foram ampicilina, rvifampicina, zmoxacilina e penicili-
na, seguidas de eritromicina e tetraciclina que apresenta-
ram Clgpz de 1,17 e 2,5ug/ml, respactivamente. Parte das
amostras pesquisadas apresentou resistencia relativa a to-
dos antibioticeos utilizados.

Summary

In vitro susceptibility of Neisseria gonorrhoeae to six
antimicrobial drugs

The in vitro susceptibility of 50 strains of WNelsseria
gonorrhoeae to six antimicrobial drugs was established,
using the method of Robson & Salit. The most active drugs
were ampicillin, vrifawpicin, amoxycillin and peniciliin,
followed by erythromycin and tetracycline, which showed
Clgpz of 1,17 and 2,5ug/ml respectively. Relative
resistance was found for all the drugs tested.

Introducao

As infeccdes gomocScicas constituem, em conjunto, problems atual e importante em
salide plblica, bem como motivo de constante preocupacdo das autcridades sanitarias
1. )

Nos Gltimos anos, varios estudos, para determinar a sensibilidade in vitro de
Neisseria gonorrhoece, revelaram que em algumas regiCes, a resisténcia, a certos
antibidticos, tende a aumentar (5), enquanto em cutras ocorre o fendieno contrario
(2, 3, 5). ; "

As diferengas regicnais reguerem, por motivos terapéuticos e epidemioldgicos a
determinagdo dos padrbes de sensibilidade de N, gonorrhoeae em diferentes partes do
ImJI}dO. 7 X ' ‘ ’

Neste trabalhe, € relatada a sensibilidade in vitro de 50 amostras de N.gonorrho-

Rev. Microbiol., 88c Paulo, 14(4):273-275, Out./Dez. 1983.
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eqg isoladas na cidade de Valdivia, Chile, a seis drogas antimicrobianas.

Material e Métodos

Amostras — Das 50 amostras de N. gonorrvhoeae, 27 foram isoladas de mulheres (secre-
¢30 endocervical) e 23 de hamens (secrecdo uretral). O isolamento foi feito em meio
Thaver-Martin e a identificacao pela morfologia tipica (Gram}, reacio de oxidase
positiva e provas de fermentacic de carboidratos (1).

Teste de sensibilidade - As concentragBes inibitdrias minimss (CIM) de penicilina
(Wyeth), tetraciclina (lederle), rifampicina (Lepetit), eritromicina (Eli-Lily),
ampicilina e amoxacilina (Beecham), para as amostras estudadas, foram determinadas
pelo método de dillicdo em meio sdlido (7).

Os antibidticos foram utilizados nas concentracbes de 0,025 a 2U/ml, para penici—
lina, 0,025 a 4pg/mi para tetraciclina e 0,025 a 2ug/ml para os demias antibidti-
cos. A CIM foi definida como a menor concentracié do antibidtico, capaz de inibirx
completamente o crescimento macrosedpico das amsotras estudadas.

Foram definidas como amostyas de menor sensibilidade, ou cam resisténcia relati-
va, aquelas que apresentaram CIM para: penicilina >0,50/ml, tetraciclina e eritro-
micina >1pg/ml, rifampicina >1,25ug/ml e para ampicilina e amoxacilina >0,16ug/ml
(2, 9. '

Tabela 1 - Conceatracdes inibitorias minimas (CIM) de 6 antibidticos frente a #.
gonorrhoeae .

Simbolos: *CIM = para penicilina expressa em U/ml, para todos os outros antibidti-
cos em ig/ml; ( ) = percentagem acumulativa; CIsgz, CIgp% = concentracio inibitdria
necessaria para inibir, respectivamente, 50 e 907 das amostras estudadas

N2 % de amostras sequndo CIM*

broga antimicrepiana TOtal 0,625 0,08 ) 0,35 3 z 3 3 CTsge Clogs
. N % Ne % N % N 3 W % Ne % N $ N % N %
Penicilina 50 1080~ - 3 & g 18 31 62 6 12 1 2 - - - - 0,26 6,7
16) (24) (®6) (981 (102)
Tetracicling 56 100 - - - - 1 2 13 26 1% 3¢ 12 24 8 16 1 2 0,87 2,5
s} (28) {58} (82) {98} (00}
Rifampicina S50 - - . - - 21 42 W B - - 1 2 - - . _ 0,6 0,3
(42) (98) {100}
Eritramicing 50 100 - - 1 2 18 20 ?9' 38 14 28 & 12 - - - - c,4 1,17
2 (22) 160) (@8) (190)
Ampicilina 50 100 1 2 4 8 34 68 9 18 1 2 1 2 - - - - §,082 0,38
@ 1o (78) 196} (98) fem
Areoxacilina 50 300 - - 3 [ 24 48 18 36 4 8 1 2 - - - - 9,095 0,5
(6} (54) (99} 198) (100}
Resultados

Na Tabela 1, verifica-se que 86% das amostras foram inibidos por 0,50/l de peni-
cilina enquanto que 58% o fol pela concentracio de tug/ml de tetraciclina; 98% das
apostras foram inibidas por concentragdc igual a 0,5pug/ml de rifampicina e 88% com
Tug/ml de eritromicina. A concentracdo de 0,lug/wml de ampicilina e amoxacilina, a
inibicdo foi de 78% e 54%, respectivamente. Dé acordo com a Clgpg (concentragdo ne-
cesséria para inibir 90% das amostras estudadas), as drogas mais ativas foram pela
ordem: ampicilina, rifampicina, amoxacilina e penicilina, seguidas de eritromicina
e tetraciclina, que apresentaram Clgpg de 1,17 e 2,5ug/ml, respectivamente.
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Discusszo

Pelo critério de Sparling {9}, 14% das amostras, ac serem inibidas por concentra-
cao de penicilina, superiores a 0,5U0/ml, apresentou o fendmeno s menor sensibili-
dade ou de resisténcia relativa. Estes resultados assemelham-se aos do Canada (7).
Cuando corparados acs cbtidos nos EEUU (3), as amostras chilemas de N.  gonorrhoeae
apresentaram resisténcia a penicilina, mas sensibilidade similar a ampicilina e te-
traciclina, A resist@neiz a penicilina també&n é maior que a encontrada nas amostras
estudadas na Inglaterra (8) e na Holanda (10}, emborz a sensibilidade 3 rifampicina
e tetraciclina, sejam similares ds encontradas pelos respectivos autores. Em rela-
¢dc a eritromicina, as amostras chilenas apresentaram menor sensibilidade que as na
Bélgica (2, 4) e na Inglaterra (6).

De acordo cam 08 critérios de Gordts & col. {2), para definir as amostras com re—
sisténcia relativa 3 ampicilina e amoxacilina (MIC >0,16pg/ml), & tetraciclina e
eritramicina  (MIC >tug/ml) & rifampicina (EC >1,25ug/ml), parte das amostras chi-
lenas apresentaram esta caracteristica, em niveis superiores aos estabelecidos pe-
los autores mencionados.

Conclui-se que alguras das amostras estudadas apresentavam resisténcia relativa,
a todos os antibidticos utilizados. Quando se compara as CIMs das amostras, com da-
dos obtidos em cutras partes do mmdo, cbserva-se gque o camportamento coincide com
os 33 relatados em alguns aspectos mas, tarbém apresentaram diferencas. Este com-
portamento pode estar refletindo, como ja fora descrito para outros locais (1), uma
situagao particuiar prdpria das amostras isoladas na nossa regifio. Por esta razdo &
necessario realizar estudos similares, no futuro, a fim de se obter um quadro atua-
lizado da evolugio da resisténcia relativa e do coaportamento in vitro de N. go-
norrhoeqe, frente acs antibisticos.
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Summary

A search for enterotoxigenic Fscherichia coli 1in sewage,
poliuted mnatural water, and contamined drinking water
revealed the presence of this bacterial pathogen in seven
(1.9%2) of 365 sewage samples and 12 (2.4%) of 494 polluted
water samples examined. All but one strain isolated
produced only heat labile enterotoxin and none had
colonization factor CFA/I and CFA/IL. The majority of
strains were sensitive to the antibiotics tested. A
diversity of serotypes was found, some of those already
associated with human diarrhea.

Resuwmo

Isolamento de Escherichia coli entervotoxigénica em dgua e
esgoto de Sdo Paule, Brasil

A pesquisz de Fscherichia coli enterotoxigénica em esgoto,
aguas superficiais e agua potavel contaminada revelou a
presenga dessa bactéria em sete (1,9%) das 365 amostras de
esgoto e em 12 (2,4%) das 495 amostras de agua examinadas,
Todas as cepas, com excecao de uma, produziram somente en-
terotoxina termolabil e nenhuma delas apresentou os fatores
de colonizagao CFA/I e CFA/II. A maiocria das cepas foi sen—
sivel aos antibidticos testados. Grande diversidade de so-
rotipos foi encontrada, alguns dos quais assoclades com
diarreiz em humanos. :

Rev, Microbiol., SZo Paulo, 14{4):276-281, cut./Dez. 1983.
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Introduction

Enterotoxigenic Escherichia coli have been identified as & cause of diarrhea in
humans and animals from several parts of the world (15, 20, 23, 25, 27}, especially
in developing countries, and has been the most common cause of acute diarrhea in
travelers (11, 21). The disease caused by these organisms varies considerably in
severity, ranging from a severe cholera~like syndrome with ccpious rice water
diarrhea (24) to a wmild illness of short duration with loss of small amounts of
fluid {9, 25). These E. eoli induce Giarrheal disease by the production of either
or both of two toxins: a heat—stable enterotoxin nonantigenic and a heat-labile
enterotoxin antigenic and cholera-iike (10, 28).

Although enterotoxigenic . celi has been frequently isolated from feces, there
is little epidemiclogical information on the environmental sources of these
organisms., These pathogens were isolated fram river water in Whiteriver, Arizona
{25), from a tank water in Bangladesh (20) and were responsible for an outbreak of
diarrheal disease which caused illness in more than 2000 persons who drank
contaminated water at Crater Lake National Park in Oregon (19). Enterctoxigenic £.
eoli have been also detected in a large veriety of foods, associated or not with
diarrheal disease (11, 18, 26). '

This study reports an investigation of the freguency of enterotoxigenic E. colt
cccurrence in sewage, polluted natural water and contaminated drinking water
samples taken from the metropolitan area of S80 Paulo, Brazil. ‘

Material and Methods

Samples - In an effort to cbtain representative sampling of the travelling public
and those pecple in the resident population that might have this infection, sewage
collection points were selected and 365 samples taken from sites that Included
airports, harbors, railroad and bus stations and city hospitals. Polluted natural
waters, reservoirs and fountains represented another group of 330 samples. 2 total
of 164 +treated water samples from the distribution system of the public supply
were also examined.

Collection samples - Sewage samples were collectad using the Moore swab technicque
(3) and transported to the laboratory in Cary and Blair transport medium. Water
samples were collected according to Standard Methods (1) and sterile bottles
included scdium thiosulfate to neutralize chlorine in the water samples taken from
the water supply distribution system.

Bacteriological analysis of sewage - Sewage samples were enriched in lactose broth
(double strencht) and transferred to BEC medium, After incubation at 44.5 * 0.2°C,
the broth culiture was streaked on Mac Conkey agar plates. Twelve lactose-positive
colonies, with typical appearance of E. coli, were selected fram each plate of Mac
Conkey's agar, and transferred to Rugai and lysine-wotility medium (14) and citrate
Simmon's agar. The strains that presented characteristics of E. coli in these media
were tested for production of heat-labile enterotoxin.

Bacteriological analysis of water - Water samples were analysed by membrane filter
technigque according to Standard Methods 15th edition (1}. The lactose-positive
colonies, which grew in M-Endo Agar Ies, were enviched in lactose broth and
transferred to brilliant green lactose bkile broth and E.C. mediun. After
incubation, the broths were streaked on plates of eosin methylene blue agar
(levine's modification), and the typical colonies of F. coli were inoculated in
Rugai and lysine-motility medium (14} and citrate Simmons® agar. The oxidase
neqative strains that presented characteristics of E. eoli tested for production of
heat-labile enterotoxin. :

Testing for production of heat-labile entzrotoxin - All strains of E. col? isolated
from sewage and water were assayed for heat-labile production in the adrenal cells
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tissue culture miniplate system, according to the method of Sack & Sack (22).

Characterization of enterotozigenic E. coli - BAll toxigenic strains were
biochemically confirmed as E. coli, according o HEdwards & Bwing (7); and studied
"with regard to 0 and H antigens {7), production of heat stable enterctoxin by
suckling mouse methods (5), susceptibility to the antibiotics chicoramphenicol,
kanamycin, gentamicin, ampicillin, nalidixic acid, cephalotin, coly-mycin,
tetraciclyne, streptomicin and amikacin (4). The colonization factors CFA/I and
CFA/IT were assayed by mannose-resistant hemagglutination of human and bovine

erythrocytes (8).

Results Table 1 -~  Frequency  of
enterotoxigenic E. coli
A total of 3,853 colonies of E. coli were isclated isclated from sewage,
from the 365 sewage samples. Seven out of these polluted natural water aad
samples  (1.9%) proceeding from seven different contaminated drinking
sewage collection sites presented toxigenicity water.
{Table 1}). Symbols: a = out of 99,412
Related to polluted water, a total of 1982 strains total routine samples; b =
of £. coli were analysed for production of heat 0.003% positive for

labile towin, enterotoxigenic E. ecli was isolated enterotoxigenic £, eold
from 9 (2.78) of 330 polluted natural water samples considering total routine
and fxom 3 (1.8%) of 164 contamined drinking water samples

samples examined (Table 1).

All 21 enterotoxigenic strains isolated either o samples
from sewage or water produced only the heat-lsbile N9 semples  with tox*
toxin, with a single exception of a strain that aeoysed.., Booli %
produced a heat-stable toxin too (Table 2). 2=R% 33 Toos
Colonization factors CFA/T and CFA/II were not ratusal 330 9 2.7
detected in any of the 21 straing., Only three ‘g;ltﬂt:m_ 164® 3 1.6°

strains presented resistance to the antibiotics rated drink—
tested: one to streptomicin, one to tetraciclyne and ing water
ancther to ampicillin.

The gserotypes of enterctoxigenic strains are shown .
in Table 2. Qut of the 21 strains isolated, seven had the 0 serogroup not typable,
and 14 beionged to several 0 serogroups, some of them already asscciated with human
diarrhea., The invasive serogroup 0136 was isolated from one sample of filtered
water, but the invasive ability of these LT strains were negative in the guinea pig
eve (Serény test) and they have Jdiffevent biochemical characteristics from the
typical entercinvasive E. colz.

Almost all enterotoxigenic E. coli were isolated in the first half of the year,
i.e., in sumer and autum, which coincides with the higher incidence of human
diarrhea which occurs in the summer.

Discussion

Enterotoxigenic E. coli has been isclated from cases of human diarrhea in
different fryequencies depending on geographical locality (9, 15, 20, 25).
Investigations about the etioclogy of endemic infantile diarrhea in S3c¢ Paule {16)
demonstrated the presence of enterotoxigenic E. coli (LT and LT/ST strains) in 8.2%
of children with diarrhea and in 11.4% of controls without diarrhea (only LT
strains).

The results detected in sewage are not in accord to the clinical findings, since
enterotoxigenic E. coli was isolated only in 1.9% of sewage samples. These results
could be influenced by toxic material presented in the sewage which may affect the
survival of these bacteria.. The use of 44,50C for isolation of fecal coliforms
might also have resulted in scme loss in detection of enterctoxigenic Z. eoli as a
stress factor, however this was not believed to be sericus problem since E. cold
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isolated from human feces at 35°9C were assayed at 44.5°C and thus demonstrated that
growth were not affected by the elevated temperature.

The water may be an important wvehicle
in the transmission of enterotoxigenic
E. aoli, as documented in 1975 in a Table 2 -~ Enterotoxigenic Escherichia
large waterborne outbreak at Crater coli isolated from sewage and water
Iake, Oregen {18}. In our study the samples.
presence of these microorganisms was Symbols: & - LTIY = Escherichia coli
deronstrated in 0.003% of 99,412 samples that produced heat-labile toxin; ST'=
of drinking water, of which 164 Bscherichia coli that produced
presented positive results for E. coli, heat-stabile toxin; b - =n.t. = mnot
and in 2.7% of raw water. Although typable, OJ16R = 0 related to Skigella
enterotoxigenic B, coli were isolated in sonnegt
treated water, it was not possible to
prove that these strains were associated

with some cases of diarrhea. Sample  Origin c?iltfacotfm strain Toid Serotypel
In the present search, it was werified 5 FfTnents
that the 14 heat-labile strains with of treat- Jamary/7% 1 ITH/STY n.tiHye
identified 0 antigens belonged to 13 ment
r 7/077:

difgiieraixt 0 se:{r.;}olgro?s Cux requV;;s have gjla;plgsrt mﬁéve E im;g% %églg e
parallel in the literature, ere a Angust. :
great diversity of 0 groups has been hospital  March/78 1 MR praes s
detected among the heat labile £. colf March/79 1 Lg/sr- 093:g
{12, 16, 17, 21). The serogroups 025 and =% harbor f;?ﬁ‘;ym ] ’;ﬂ.,jﬁ 3‘33}';%0
088 detected in.. sewage and the channel szary}/lgg : %J/’g gggsg—a

i Octeer, +Hyp
serogwe 1, 00 wd [d et e S | T UG
infections in children and adults (2, 6, ot~ M B0 1 e e
11, 12, 13, 17, 21, 25). Only one heat i ﬁyve{mer/so 2 f.-r*fssr’r 2::23:
labile strain (025} was among the seven gﬁﬂmﬁ -“-ﬁggD f g{;g 3]3235:&.0
more frequent O groups relationed with well Fpril/s1 1 LTY/STT 0314sHy,

toxin production, originaily cited by
¢rskov & col. (13). The serogroup 0136
isolated from water sample, were not associated wuntil now with enterotoxin
production, however, these strains did not pregent  invasive ability and had
different biochemical characteristics from those of typical enteroinwvasive E. ecli.

The absence of colonization factor CFA/I and CFA/II confirms previous findings
reported by Reis & col. (16, 17). BAntibiotic sensitivity tests demonstrated that
86% of enterotoxigenic strains were multiply sensitive. Similar findings have been
reported (11, 13, 19, 21, 25). However, Scaletsky & col. (unpublished data) in a
study of antibiotic sensitivity of enterotoxigenic E. coli (heat-labile or
heat-labile/heat-stable) isolated from food and feces of normal and diarrheal
children in S3o Paulo, demonstrated that 50% of these strains presented resistance
from one up 0 seven drugs.

In conclusion, enterotoxigenic E. coli were identified in sewage in water in 830
Paulo, Brazil. Since these organisms when presented in water may be involved with
diarrheal disease of humans, either sporadically or in cutbreaks, our findings are
epidemiologically important and emphasize the necesgity for drinking water quatity
o be free from fecal coliforms.
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Resumo

Da secrecdo vaginal de 94 wmulheres sem infeccio genital
aparente, bactérias snaerdbias obrigatérias foram isoladas
de 53 amostras (56%), com predominincia dos gdnercs Bacte-
roides (26,4%) e Peptostreptococcus (177). Estes organismos
estzo frequentemente envolvidos em infeccles, no trato ge-
nital feminino, sugerindo que a flora norma] da vagina seja
potencialmente patogénica.

Summary

Anaerobic Dacteria from the vagina of women  without
apparent gynecological infection

From the vagina of $4 women without apparent gynecological
infection, anaercbic bacteria were isolated from 53 samples
(56%Z), with predominance of Bacteroides (26.4%) and
Peptostreptococeus  (17%).  These microorganisms are
frequently envolved in genitourinary infections, suggesting
that normal flora of the vagina is potentially pathogenic.

Tntroducio

O estudo da flora normal tem sido altamente valorizado no decorrer da Mitima  dé—
cada. Wilson (14) considerou o estudo da flora normal bacteriana prioritario, para
compreensao da etiologia das infecgBes humanas. :

. O organtsmo hmeno, de uma maneira ou de outra, tem sido vitima de infeccles cau-
sadas pelo desenwolvimento andmalo da propria flora (14).

Dentre os estudos da flora normal, ¢ estudo da flora autdctone da porgao inferior
do trato genital feminino, & dos mais oportumos. Chm & Galask (9) definem este co—
rhecimento camo basico para o estudo de infeccdes em cbstetricia e ginecologia. Es—
ses autcores mencionaram que alteracdes da flora nommal poden produzir vaginites e
que estas podem evoluir para infecgbes do trato genital .superior e mesmo  infecgbes
sistémicas.

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 14 (4):282-284, Out./Dez. 1983.
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Estudos mais recentes demonstraram que bactérias anaerdbias sZo importantes cons-
tituintes da florz enddgena vaginal {1, 4, 6).

Sequnde Levison & col. (7) , os resultados de varios estudos da flora bacteriasma do
trato genital feminino sio conflitantes. Para eles, poucos sdo os autcres gque tém
estudado a ccmplexa flora vaginal de um modo satlsfatorz.o.

Em revisZo da literatura especializada macional, ndo encontramos nenhum estudo aa
flora anaexdhia vaginal em nosso meioc.

Visando contribuir para um maior esclarecimento da incidéncia de bactérias anae-
rébias no trato genital feminino, e tendo em conta a importancia do conhecimento
desta flora, no estudo de infeccles, em Obstetricia e gmecologla, realizamos cul-
turas para o isclamento destas bactérias de 94 amostras de conteGdo vaginal de mu-
lheres que ndo apresentavam infecgdo genital aparente, usando diferentes meios de
cuitura.

Material e Metodos

Foi colhido material vaginal de 94 mulheres sem infecgdo genital apavente, sendo
76 wmiversitarias, inscritas no Servico Medico da Ceoordenadoria de Satde e Assig-
t3ncia Social (COSEAS) da Universidade de S30 Paulo e 18 provenientes do Anbulato-
rio da Clinica Ginecoldgica do Hospital das Clinicas. da Faculdade de Medj_cma da
Tniversidade de S3c Paulo. A idade das mulheres variou de 18 a 45 anos.

Nerhura paciente havia sido medicada com antibidticos, pelo menos nas 24 horas
que antecederam d colheita do material.

Apds a introdugdo do espéculo, foram instilados 3mi de solugao fls:l.ologlca esté-
ril no fundo do saco de Douglas. O material foi colhido por aspiragdo, por meio de
uma pipeta de vidro reforgado, estéril. A pipeta fol colocada em tubo estéril & o
material foi semeado en seguida, evitando-se, assim, a utilizacio de um meio de

transporte.

Foi utilizado o sistema “Gaspak" (BBI. — Becton, Dickinson & Co.) para obtencao de
anaeroblose.

Foram utilizados trés meios de cultura para © isola-
mento de bactérias anaerdbias: dois métodos seletivos: Tabela 1 - Bactérias
Agar-sangue-fenil-etil-alcool (Difco) e ﬁgar—Collmlbia anaerdbias isoladas do

(Difco) acrescido de sangue lisado de carneiro (5%), conteudo vaginal de 94
Vancomicing e Kemamicina {LXV) (15), e um meio néo se- mulheres

letivos Agar—(:oltmbla {Difco), acrescido de sangue de

carneiro {5%}. Os meics utilizadeos foram suplanentados

com solugdo de hemina e vitamina K {13). Bactfrias Amostras

As identificacOes destas bactérias foram feitas de
acordo com o "Manual of Virginia Polytechnic Institu-
te (VPI})" (5).

De todas as ampstras coletadas foram preparados es~
fregagos corados pelo métode de Gram rodificado por

Resultados

Das 94 amostras estudadas, 53 {(56,4%) tinham bacte-

rias anaertbias, num total de 73 cepas.

I - .. A B. capillosus :

Na Tabela 1 est3o relacionadas as espécies bacteria— g- wlgq?gs .
nas anaerdbias isoladas no conteido vaginal de 94 mu— 8. Jrogilie . ’
lheres. Como podemos chservar, os bacilos Gram-negati- Fusobacterium y

vos foram as bactérias mais isoladas (26,6%).

Discussdo e Conclusdo

+

w

Cocos Gram-positives
Peptosireptococcus SP.
Peptococcus £p.

nao identificados
Cocos Gram-negativos
Veillonella sp.
Barcilos Gram-positivos
Lactobacillius sD.
Eubacterium lentum
Clostridiwn sp.

ndo identificadns

Bacilos Gran-negativos
Bacteroides
B, melaninogenicus
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Podamos dbservar em virios trabalhos, diferengas marcantes na frequéncia de iso-

lamentos de bactérias anaerdbias do trato genital inferior feminino (1,

4' 7' 8' 9!
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9, 12). A incidéncia de bactérias anaserdbias varia de 8% (8) a 86% (9). As dife—
rencas cbservadas estfo relacionadas a fatores ligados i propria populacdo estuda-
da e 3s técnicas erpregadas na coleta, isolamento e identificacdo das bactérias
anaerdcbias (7).

O presente trabalhec mostra que as bactérias anaerdbias constituem um compenente
significante da flora normal da vagina (56%). Esta flora, normalmente, & complexa,
contendo muitas espécies de microrganismos com graus varidveis de aerotolerancia.

Os resultados cbtidos, de um modo geral, s8o similares a outros estudos 2, 3,
4, 7, 12, 14), Contudo, a taxa de isolamento de cocos Gram~positivos foi menor que
a encontrada em varios trabalhos (2, 3, 4, 7, 12). Varios fatores poden ter con-
tribuido: metodologia utilizada, tanto na coleta das amostras como nz culiura para
anaerdbios, ou mesmo diferencas na populacio estudada.

Cbserva-se nos frabalhos citados, que nZo existe uma padronizacio na metodologia
usada no estudo das bactérias anaerdbias da flora vaginal, principalmente quanto
aos melios de cultura empregados.,

As bactérias anaerdbias isoladas do contelido vaginal, frequentemente estio en-
volvidos em infecgdes pélvicas {10, 11, 13), sugerindo que a flora normal da vagi—
na seja potencialmente patogénica. Assim, sdo indispensaveis maiores estudos sobre
ela, com metodologia padronizada, para que tenhamos mais dados sobre a flora de
nossa populacio,
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Resumo

0 presente trabalho verifica as caracteristicas do Iicor
sulfitico (iicor negro, lixivia sulfitica) de uma fabrica
de papel do Sul do pais. Estudou-se a retirada do S02 por
aquecimento e verificou-se que um tempo de aquecimento-de
153 minutos deixa o licor em niveis aceitaveis. Desde que
suplementado com mnitrogenic, fosforo e potassio, o licor
sulfitico permite o crescimento de Candida utilis, e a con-
centracio ideal de ART fica em torno de 1,0%.

Summary

Sulphite liquor as a medium for the growth of Caadida
utilis :

The growth supporting wvalue of sulphite liquor ({black
liquor, sulphite leach) for Candida utilis was studied. The
toxic S0s concentration of the liquor could be reduced to
acceptable levels by heating for 15 minutes., De-toxified
sulphite liquor supplemented with nitrogen, phosphorus and
potassium salts allowed good growth of Clandida utilis. The
optimum level of total reducing sugars (TRS) was found to
be arcund 1%..

Introducio

Licor sulfitico, licor negro ou lixivia sulfitica & efluente residual aquosc, re-
sultante da fabricacdo de papel e celulose, quando se utiliza o processo sulfito,
cu seja, tratamente com solucdo agquosa de acido sulfurcse, contendo um cition, que
pode ser calcio, megnésio ou sédio (1}). A composicdo do licor sulfitico € muito vaw
riagvel (10, 20}, principalmente quanto ac teor de agicares. Este grau de variacdo &
resultante dos tipos de madeira utilizados e da temperatura do processc. O licor
suifitico, oriunde de madeiras duras, apresenta teor de agucares redutores totais
em torne de 3%, contendo xilose e arabinose e cerca de 20% da fragdo, hexoses, en-
quanto que no caso de madeiras moles a concentracio de aglicares redutores totais
ndo é maior gue 2%, onde 75% da fracio & representada por hexoses sendo o restante
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pentoses {18, 22, 23, 24}. .

A utilizacdo pratica deste licor tem razdes econdmicas e ecoldgicas, Em 1980, a
produgdo de celulose e papel pelo processo sulfito, foi de 57.176 toneladas (2).
quantidade de licor resultante fol em torno de 400,232,000 litros, Desta forme, &
de suma importZncia que seja feito algum tipo de tratamento neste residuo, procu-
rando minimizar o seu alto grau de poluicdo (21, 22, 23). N

Ha informacdes sobre plantas industriais para obtengio de alcool {12), emprege do
licor para produgdo de dloool e proteina (16, 28), para obtencdo de biomassas, ri-
cas eam proteinas, a partir do crescimento de Candide wtilis (5} e outros microrga—
nismos {14, 27).

Material e M&todos

A levedura utilizada neste trabalho foi Candide utilis, cedida gentilmente pelo
Institutc Zimotéonico da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queirdz. © micror-
ganismo foi adaptado ao licor sulfitico, utilizando-se Agar Sabouraud onde a agua
de diluiclo foi substituida, paulatinamente, por concentragbes crescentes de licor
sulfitico, cbtido de indlUstria de papel e celulose do Estade do Rio Grande do  Sul.
O 80s presente no substrato foi eliminadc por aguecimento, verificandco-se quais as
melhores condigfes para a eliminacio. Foi feita a determinacdo dos seguintes compo-
nentes: carbonc organico total (13), sdlidos totais (11), enxofre {19), nitrogénio,
pentoses e hexoses (3), fosforo (7}, cdlicio (6), potdssio e sddio (17) e aglicares
redutores totais {25}).

0 experimentc fermentativo fol desenvolvido em frascos Erlenmmeyers de 500mi, com
algmas modificagdes de tal forma a terem tres aletas internas que permitissem wma
maior turbulancia e consequente aeragio. O agitador utilizado foi de rotacao fixa
em 180rpm com passo de 3om e a temperatura de propagacio dos microrganismos foi ree
gulada em sala termostatizada, a 30°C.

Candida utilis, previamente aclimatada, foi mantida em Agar Sabouraud inclinado,
contendo licor sulfitico. Uma alcada do microrganismo foi transfemda para um tubo
de ensaio, © qual continha 20ml de meio com 5% de glicose, 0,1% de uréia, 0,058 de
fosfato dibasico de potassio e 1,0% de extrato de malte em llCOI' sulfitico. O pH do
reio foi ajustado em 4,5. A levedura desenvolvida neste meio fol utilizada para
inocular 100ml do mesmo meio em un dos frascos de 500ml. O frasco foi agitado du-
rante 24 horas a 180rpm e, apds este periodo, 50ml do meio foi centrifugado a
2000rpm durante 5 minutos; as células centrifugadas foram lavadas com agua destila-
da esterilizada e novemente centrifugadas. O scbrenadante fol entio desprezado e as
celulas foram resuspensas noe volume original e usadas para inocular 1 litro do meio
a ser estudado. O meio fol entlo distribuido nos frascos Erlemeyver de 500ml com
volure Util de 100ml.

Resultados e Discussdo

Bliminagdo do S05 - A variacdo do SO vesidual, em fungéo do tempo de aquecimento a
100°C revela que o tratamento nio consegue eliminar totalmente o S0p; aproximada-
mente 0,3 gramas por litro ficam retidos no licor sulfitico, provavelmente devido a
forma ocom que o sulfito se apresenta no licor (Fig.1). Geralmente apresenta-se nas
formas livres e corbinada. O tratamentc aplicado retira somente o sulfitc na sua
forma livre , cu naqueles casos em gue estd fracamente ligado a outros campostos.
Entretanto, quando o radical interage dermaneira mais forte com outros compostos,
sua extracio, pela aplicacic do calor, torna-se mais dificil, explicando-se, desta
forma, a permanéncia de quantidade de S0, independentemente do tempo de aguecimen-
m. s

Um tenpo de tratarento de 15 minutos foi suficiente para deixar o licor sudfitico
com niveis aceitaveis de S0, pois, na concentragao indicada, ¢. wuitilis consegue
desenvolver—se bem.
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Composigdo do licor sulfitice - O teor Figura 1 - Eliminagdo do S0, por arraste
de enxofre do licor sulfitico utiliza- de wvapor

do estz em torno d= 2,65 gramas por
litrce o© que contrasta um pouco Com OS
resultados encontrados na literatura
(Tabela 1). Inskeep & col. (10} encon-
traram entre 8,0 e 10,0 gramas por li-
tro de sulfito, em licor sulfitico,
obtido a partir de abeto. Esta dife-
renga pode ser justificada pelo fato
da andlise, no nosso licor sulfitico,

Concentascan da 50z (g/e)

2.0F
n&o ter sido efetuada no prdprio local
da coleta. O licdor sulfitico, zo sair
dos digestores, estad com temperatura 1,8
supericr a 1009C, o gue provoca a vo-
latilizacao do S0,. O transporte deste
material tambeém colabora para a vola- Lok

tilizacio, acarretando diminuicdo do
teor de enxofre.

A quantidade de aclcares redutores
totais & maito variavel, mas os resul- 05¢
tados encontrados tanbém estao citados
na literatura {(20). Entretanto, encon-
tram-se maiores variagles, no tocante | 5 AR X S 7.y RN
a quantidade de hexoses e pentoses, Temgo du tartamarris & LOOC
pois, esta e uwa caracteristica estri-
ta do tipo de madeira utilizada. Do
total de 1,458g/100ml de aclcares redutores totais, 0,403g/100ml e3c pentoses, o
que equivale a dizer que 27,6% dos aglcares sao pentoses, e 72,4% 58c hexoses (Ta-
bela 1). Tais concentracbes sic similares as encontradas na literatura (9, 10, 14,
15, 20).

‘“Tabela 1 - Composi- Figura 2 - Verificacio de crescimento de Candida wutilis
¢ac do liquor sulfi- em diversas concentracgdes de ART do licor sulfitico du-
tico rante 15 horas de fermentacao

Concen— 'g T
Analise tragio % \é 2604
Carbons ox- 5,88 ]
ganico total ’ bt
8olidos totais 14,74 '§ 30,0
Cinzas 1,79 a
Enxofre {todas .
formas de 507) 0,265 % 2400
Nitrogenio
P 0,017 f
ART 1,458 |
Pentoses 0:403 3100
Hexoses 1,055 gv
Fosforo - £ 420
Potassio - i
Cilcio 0,618 i
2&dio - &
H 31 6,0

o 1.8 2.0 ‘3’.0 4,0

{5} = Paso seca ) ’ Concentracao de ART (%)

0 p§ & wa funclo da quantidade de SO, existente no licor, ja que no licor sem
tratamentc & de 3,1 e no licor tratado e de aproximadamente 4,2. Iefrancois & Revuz
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{15) encontram um valor de pH, para licor sulfitico sem tratamento entre 2,5 e 3,0.
As quantidades de fOsforo, potassic e nitrogénio sa@o insignificantes, dal a neces—
sidade de suplementd-las, para que sSe possa cbter crescimento satisfatdrio dos mi~
crorganismos {22).

Verificapdo do crescimento celular em diversas concentragdes de agiicares no licon
sulfitice, .em fraseos agitados - A concentracio excessiva de aglcar, no meio de
crescimento, em presenca de oxigenio, leva & repressao do sisteme respiratdrio, o
que acarveta diminuicio significativa na velocidade de multiplicagdo dos microrga—
nismos, caracterizandc o chamado efeito "Crabtree® (22). Concentracbes de glicose,
superiores a 5%, inibem a sintese de enzimas respiratCrias dos microrganismos e a
formagio da mitocondria. A Figura 2 e a Tabela 2 mostram resultado do melhor cres-
cimento celular! em funcdo da concentracio de aglcares redutores totais, durante o
periodo de 15 horas de fermentacdo. A concentracao ideal de agficares redutores to-
tais ficou em torno de 1%. Concentracdes maior¥s acarretam diminuigiio do rendimento
(leveduras produzidas/acicar redutor total cohsumido), até o ponto em gue com 4% de
ART as células ndo conseguem maltiplicar-se. Concentragdes inferiores a 1% nac pre—
judicanm o rendimento, entretanto é interessante que se empregue a maior concentra-
gio Gtil possivel de aglcares redutores totais, sem prejuizo do rendimento, para
que o processo se torne mals econtmico. Quando sao utilizados outros substratos co-
m o melaco, a congentracio de 4% de agicares reduiores totais ndo chega a causar
‘majores prcblemas, & nio ser pequena queda do rendimento. No caso do licor sulfiti-
co, onde se chservou Um crescimento "zero”, pode-se concluir que existem algumas
substineias  inibidoras que, com o aumento da concentracdo dos solidos totais (tam-
bém aumenta a concentracao de substincias inibidoras), atingem nivels extremanente
prejudiciais ap desenvolvimento dos microrganismos.

Tabela 2 - Verificacao do crescimento de Candida wtilis em diversas concentragdes
de ART do licor sulfitico durante 15 horas de fermentagdo.
Simbolos: * = Remdimento = Leveduras produzidas x 100

ART utilizado

Concentracies de ART (g8} {p/v) 0,5 8,8 1,0 1.5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
tevedura total ac términc de 15 hores (g%) 0,177 ©,2786 0,3458 0,2708 0,139% 0,0762 0,0521 0,0480 0,0000
Leveduras produzidas ao término de 15 horas (gd) 0,13%1 ¢,2406 0,2078 ©,2328 0,018 G,0382 0,0141 90,0160 0,0000
ART utilizado (g¥) (p/v) a411 o, 0,5 1,158 0,862 0,404 0,148 0,120 0,000
IRT nfo utilizado (g%} (PAV) 0,089 0,080 0,090 G,342 1,138 2,096 2,852 3,38 4,000
Percentagem de ART utilizado 82,2 as,7 91,0 77,2 43,1 16,16 4,93 3,42 0,80
Fendimento* (%) 33,85 33,90 33,82 20,10 11,82 8,45 9,52 8,33 0,00

Os estudos preliminares indicam que o licor sulfitico (licor negro ou lixivia
sulfitica), desde que detoxificado e devidamente suplementado com nitrogénio, f£Os—
foro e potassio possibilita o crescimento de C. wtilis. O tratamento térmico, apli-
cado ao licor sulfitico, mostrou ser satisfatdrio e o 50, remanescente demonstrou
ndo ter efeito inibitdrio scbre o microrganisms, 3a que © rendimento encontrado es-
ta4 é&e acordo com o citado pela literatura. A melhor concentragdo de aglcares redu-
tores totais foi de 1,0%. Nesta concentragdc €. wtilis utilizeu 91,0% dos ARTdispo-
niveis, apresentando rendimento de 33,83%.
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técnico-cientificas; fermentagbes industriais, biodegradacio e transformacdes
microbianas do solo. S&o Paulo, Sociedade Brasileira de Micrcbiologia, 1978.
Toyema, N. & Ogawa, XK. - Utilization of cellulosic wastes by Trichoderma
viride. Ferment. Technol. Today, 2:743-757, 1972.
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ISOLAMENTO DE LISTERIA MONOCYTOGENES DE LIQUIDO CEFALORRA-
QUIDIANG, EM RECIFE, PERNAMBLICO

Nilma Cintra Leal

Centro de Pesquisas Aggeu MagalhZes
Fiocruz

Rua de Espinheirc, 106

Espinheiro

50000 Recife PE, Brasil

Frnesto Hofer

Dept?® de Bacteriologia
Instituto Oswaldo Cruz

Caixa Postal 926

20000 Rio de Janeirc RJ, Brasil

Marinalva Ferreira da Costa
& Agenor Tavares de S&

Laboratorio Central da FUSAM
Rua Fernandes Vieira, s/n
Boa Vista

50000 Recife PE, Brasil

Resumo

Isolamento e caracterizacio de uma amostra de Listeria mo-
noeytogenes sorotipo L 4 ab, oriunda de liquido cefalorra-
quidianc de crianca com 12 dias de idade, com sintomas de
meningite. Esta é provavelmente, a primeira descrigao deste
microrganismo em LCR, na regide nordeste do Brasil.

Sumnary

Isolation of IListeria monoeytogenes from cerebrospinal
fluid, <n Becife city, Braszil

Isolation and characterization of a strain of Listeria
monoaytogenes serotype L 4  ab, from cerebrospinal fluid
from a 12 days old child with meningitis symptomes. This is
probably the £irst report of this organism from
cerebrospinal fluid in Northeast of Brazil.

830 raras as referéncias especificas, sobre o isolamento e identificacdo de Lis-
teria monosytogenes, de casos humanos de meningite ou meningo-encefalite, no Brasil
{Suasswma, I. & col., Bnais de Microbicl., 16:161, 1969; Takeuchi, C. & col.,
Rev.Inst. Adolfc Tatz, 34:101, 1974; e Esper, M.R.N.R. & col., Rev. Inst, Badolfo
Lutz, 38:37, 1978). Na regifio nordeste do pals, possivelmente a primeira referéncia
ao germe., .

0 material clinico era de paciente internado no Hospital da Restauragdo, Recife
PE, com 12 dias de idade, sexo masculino e apresentando come sinais mais proeminen—
tes, febre, fontanela anterior tensa e agbaulada. O estado geral fol dado como gra-

Rev. Micrcbiol., S&c Paulo, 14(4):290-29%1, out./Dez. 1983.
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ve. Apesar da terapSutica, & base de cloranfenicol e ampicilina, © dbito ocorreu em

quatro dias de tratamento.

O liguor, de aspecto turvo, foi semeado em agar Meeller Hin-
ton, com 1% de soro de coelho, agar Mueller Hinton chocolate e
mesma base com 5% de sangue de carneiro. Apds a incubacio a
37eC por 24 horas, chservou-se a presenca de pequenas colénias
que, no agar sangue, evidenciaram discreto halo de hemdlise
total. As caracteristicas morfo-tintoriais, revelaram pequenos
bacilos Gram positivos, destituidos de granulacdes citoplasma-
ticas.

B decorréncia dos achados bacterioscOpicos, a suspeicio
concentrou-se na possibilidade de tratar-se de Listeria, fato
este, corroborado quando se observou o corportamento da  amos—
tra em agar semi-sblido, incubado nas temperaturas de 30 e
370C. A mobilidade tipica e compativel para Listerig sC ocor-
reu na temperatura abaiwo de 37°C.

A identificacdo sorolégica foi efetuada pelo processo &e
aglutinacBo rapida (am l3minas) e confirmado pela aglutinagdo
lenta, seguindo as recomendacSes do Donker-Voet {Amer. J. Vet.
Res., 20:176, 1959), caracterizando-se o sorotipo I 4 de  Lis-
teria monocytogenes.

No antibiograma, realizado pela técnica descrita por Bauer,
AW. & col., {(Am. J. Clin. Path., 45:493, 1966), a amostra Ioil
sensivel 3 kanamicina, tetraciclina, gentamicina, sisomicina,
cefalotina, eritromicina, cloranfenicel e lincomicina.

Do ponto de vista epidemioldgico, ndo foi possivel obter
qualquer dado como elemento auxiliar pera o estudo geral deste
acontecimento. Entretanto, considerando a faixa etaria do por-
tador, admite-se a contaminacdo materna, como causa primerdial
do comprometimento do recém-nascido.

Tabela 1 - Carac-
teristicas bio-
quinmicas e de pa-
togenicidade da
amostra isolada.

Simbolos: (*) =
48  horas (2d);
(*%) = 96 horas
(4d) ;. (3%%) = Ce-
ratoconjuntivite

em cobaia apos 48
horas

Provas — Resultados

Catalase
COxidase
Indol (sim}
HoS {sim}
Urease

W

ve (Barrit)
Adonitol
Arabinose
Duicitol
Galactose
Glicose
Iactose
Sacarcse
Manitol
Rhamnose
Salicina
K lose
Trealose
Inositol
Celabiose
Prova de Anton + {%*%)

+ 1+ P+ 0+ ++ 111§ ++ 111 8+
2
B
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INFORMACRD TECNICO-CIENTIFICA SBM

Alcoolquimica Informativo, 1(1):1-6, Jan. 1983. Brasilia, Niucleo de Coms.m:.cagao So-
cial STI/MIC, 1983.

B Secretaria de Tecnologia Industrial do Ministério de Indastria e Comércio, em
convenio com © Cenktro de Pesgquisas e Desenvolvimento — CEPED do Estado da Bahia,
iniciou a edigac, em janeiro de 1983, de “"Alcoolquimica - Informacdes®.

Trata-se de um boletim com frequéncia mensal, gue veiculari noticias, informagles
e reswos de trabalhos e publicagdes relacionadas com a utilizacéo do alccol etiii~
co como matéria-prima para a inddstria quimica. A distrilmigdo do boletim & gratui-
to e, mais importante, permite a obtencao de cOpia de um eventual documento 13 re-
sumido, bastando para isso fazer-se uma requisicio ao CEPED/SDI, Rodovia BA-536,
¥m. 0, Caixa Postal 09, 42800 Camacari BA.

por outro lado, visando atender melhor as suas finalidades, “Alcoolquimica — In—
formacfes” aceita para publicacho, a colaboracio de todos os setores de pesguisa
envelvidos no assunto.

Leonardo Perego Jr.
Av. 53¢ Gabriel, 18
01435 S30 Paulo SP

Bridges, B.A.; Butterworth, B.E. & Weirstein, I.B., eds. - Indicators of genotoxic
exposure. New York, Cold Spring Barbor Laboratories, Banbury Report Series, 13,
576p., 1982, U$ 75.00.

As constantes inovactes tecnclCoicas realizadas pelo homem, embora possibilitem o
progresso da huranidade poderac muitas vezes ocasionar danos inesperados. A txans-
formacio de substancias naturais em novas formas de conbinagoes sfo frequentemente
acompanhadas por alteragdes ndo programadas, cujos efeitos ndo sdo previstos. Mui-
t0os produtos industriais tém demonstrado natureza altamente reativa e alguns deles
podem interagir e causar alteragdes ao nosso material genetico. Estas alteragdes
podem ser causas de turores, teratogénese e mutagénese. Muitos testes tém sido pro-
postos para caracterizar a aglo genotdxica de produtos quimicos, testes estes rea-
lizados principalmente com ensaios microbiolégicos e linhagens especificas de ani-
mais de laboratdrio e embora estes estudos sejam validos como triagem, as extrapo-
lagBes dos resultados para ¢ homem s3o bastante problematicas.

Este livro apresenta a compilacio de conferdncias e respectivas discussCes sobre
estudos realizados visando monitorar diretamente os individuos expostos a riscos. A
reummido foi realizada de 18 a 21 de abril de 1982 e nela foram tratados varios te-
mas: epidemiologia do cancer, deteccac de mutagénicos nos fluidos corporais, dano e
reparo do DNA, citogenética, mutagénese, efeitos sobre as células germinativas.
Efeitos de varios contaminantes ambientais e do fum, s80 relatados. Una grande di-
versidade de testes bioquimicos e genéticos sho apresentados e discutidos quanto &
sua aplicacdo e significado. Embora muitas vezes a metodologiz analitica nfo seja
descrita com todos os pornenores, pois ndo é esta a finalidade do trabalho, as fon-
tes citadas s3o bastantes atuais e abrangentes.

E un livro recomendado para quem se dedica ao estudo dos efeitos dos contaminan-
tes anmbientais scbre o homem, principalmente sobre as alteracgfes de nosso mabterial
genético,

Maria Therezinha Martins

CETESB

Av. Prof. Frederico Hermamn Jr., 345
05459 Sao Paulo SP

Majchrowicz, E. & Noble, E.P., eds., - Biochemstry and pharmacology of ethanol. New
York, Plenum Press, vol. 2, 572p., 1978,

0 volure 2 do livro intitulado "Biochemistry and pharmmacology of ethanol”,
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editado por E. Majchrowicz & E.P. Noble, contem 27 capitulos distribuidos am 572
paginas. Cada capitulo & escrito por um ou mais especialistas que discorram sobre o
tema, de forma didatica, concisa e sobretudo atualizada. Neste volume, o enfoque &
dado principalmente acs aspectos bioquimicos dos efeitos farmacolégicos do etancl,
tratando desde sua interferéncia no equil’brio acido-base e hidreeletrolitico do
organismo até sua interacdo com as substéncias endégenas e medicamentosas. 25 alte—
ragbes comportamentais induzidas pelo etanol e fendnenos de dependem:la sho igual-
mente discutidos em profundidade. Ademais, no final de cada capitulo, encontram-se
nuarerosas referéncias bibliograficas que enriguecem ainda mais a okra.

0 livro & recomendado aos profissionais: médicos, farmacduticos e pesquisadores
que trabalham en areas relacionadas com a depend@nicia etandlica,

Seizi Oga

Instituto de (idncias Biomédicas USP
Caixa Postal 436%

Cidade Universitaria

01000 S&c Pauio SP

Ministério da Saude. Secretaria Nacional de Ag¢des Basicas de Sadde. Divisiae Nacio-
nal de Epidemiologia -~ Bases tecnicas para programa de controle da poliomielite.
Brasilia, Ministérioc da Salde, Série B: textos basices de salde, 5, 75p. il., 1982,

0 livro pertence 4 série "Textos basicos de salde” (nimero 5 da série B) e traz,
com>  ohjetivo, as informacles que foram consideradas como essenciails aos técnicos
que, em qualguer nivel de atuacdo, tém responsabilidade direta nas atividades de
controle da poliomielite, em nossc pais.

2pos a introdugdo, hd 5 capitulos onde a equipe de elaboragdo procurcu cobrir es-
te objetivo e, a seguir, a biblicgrafia.

O primeiro capitulo, "Aspectos epidemioldgicos”, se inicia com um breve histdri-
co, faz um excelente resuro da epidemioclcgiz da poliomielite e termina com uma des-
cricéo pormenorizada do comportamento desta doenca no Brasil.

¢ sequndo caltulo abrange os aspectos olinicos da infecgfo causada pelos poliovi-
rus, com uma descrigdo minuciosa das formas paraliticas e do diagndstico diferen—
cial entre estas e a sindrome de Guillain-Barre e com os quadros clinicos causados
pelos ocutros entercovirus.

No terceiro capitulo, s8o abordados aspectos do diagndstico laboratorial, com
maior énfase aos procedimentos necessarios para uma boa colheita de materiais, para
a correta execucio de provas e a interpretacdo dos resultades obtidos. Esta aborda-
gem, em detrimento da parte da técnica virologica, salienta oS pontos praticos mais
importantes para © grupe gue tem responsabilidade no programa de controle da polic-
mielite.

O quarto capitulo descreve a vacmagao contra a policmielite, guer em sua forma
inativa (tipo Salk), quer quanto & vacina oral (tipo Sabin), sendo que maior énfase
& dada 4 ultima, pela grande utilizac8o em nosse pais. Aqui s3o discutides ponzos
importantes, como as indicacgCes, as contra-indicacles e possiveis falhas de vacina-
¢Bo, além de descrever a estratégia empregada pelo Ministério da Saide.

Finalmente, ¢ quinto capitulo trata da vigilancia epidemicldgica, que estd sendo
executada e seus obijetivos, da a descricdo detalhada das normas de notificacio dos
casos, a investigacio epidemiolégica ewecutada, nos casos notificados e a andlise
dos dados das coberturas vacinais. Tambén s3c0 descritos os indices utilizadeos, sua
interpretacas e as agles corretivas necessarias.

No comjunto, este livro estd muito bem impresso com rarissimos erros tipogridficos
o falhas. Poderos citar o esquecimento da refer@ncia bibliografica no trabalho de
Martins da Silva & Syverton citado na pagina 14.

E un excelente texto, que contém as informagoes ba51<:as necessarias a orientacao
do grupo de técnicos de diversos niveis, gque estdc arpenhados no controle de polio-
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mielite no Brasil, mas que também podera ser Util a outros profissionais interessa~

dos nos varios aspectos desta doenca.
: Oscar de Souza Lopes

Fundacac Oswalde Cruz FIOCRUZ

Av, Brasil, 4365

Caixa Postal 926

20000 Rio de Janeiro RJ

Schenck, N.C., ed., - Methods and principles of mycorrhizal research. Minnesota,
American Phytopathological Society, 243p., 1982, U$ 24,00, :

0 contetdo deste livro reflete multo bem seu titulo, ou seja, trata-se de uma co-
letinea de contribuicdes de trinta e nove autores norte americancos, de varias uni-
versidades ou instituigCes de pesquisa, cada qual especialista em uma area de mi-
corrizas. Nestes artigos <30 revistos de uma ..neira bastante breve os varios as-
pectos da pesquisa com .. orrizas, com énfase nas técnicas utilizadas e nos resul-
tados obtidos, incluindo wma lista de referéncias blbllograflcas que podem levar o
leitor a fontes de informacac mais detalhadas.

0 livro & dividido em trés partes: 1. Endomicorrizas, cobrindo desde a taxcnomia
dos fungos até métodos de avaliagdo e inoculagdo, produgao de indculo, e germinagdo
de esporos; 2. Ectomicorrizas-taxonomia dos fimgos, cultivo e preparo de inoculan-
tes e metedologia geral de trabalho; 3. A terceira parte cobre aspectos gerais da
pesguisa que podem envolver tanto endo covo ectomicorrizas, camw a pesquisa com ra—
dicisdtopos, microscopia eletrfnica e interacdo com outros microrganismos,

0 livro Metodos e principios da pesquisa com micorrizas pode ser recomendado para
pesquisadores neste campo, bem como para estudantes que queiram se iniciar em seu
estudo. Sua valia sera extraordinaria para quem pretende lecionar um cursc que cu-
bra os variados tipos e aplicagOes das micorrizas. A leitura & simples, concisa,
apresentando algumas ilustragfes de alta qualidade.

Elke J.B.N. Cardoso
ESALQ
Caixa Postal 9

" 13400 Piracicaba SP

Schimmel, P.R.; So0ll, D. & Abelson, J.N. - Transfer RNA: structure, properties and
recognition. New York, Cold Spring Harbor Laberatory, wol.S%ai, 577p., 1979.

0 livro aborda aspectos estruturais dos tRMAs; reconhecimento por proteinas e in-
teracao com ribossomos. 0s textos sac acompanhados de esguemas e vasta bibliogra-
fia. Finalmente, um apéndice reune as sequéncias dos tRN¥As conhecidos, a estrutura
quimica das bases raras e informacdes estruturais das Amincacil-tRMNA Sintetases.

As intensas investigacdes sobre tRNA a partir de sua descoberta por Hoagland em
1957, ten contribuido para um grande nuarero de informagbes sobre sua estrutura e
funcdo. Sendo o menor acido nucleice conhecido, contendo de 75 a 93 nuclectidecs e
peso molecular em torno de 25,000, seu estudo & facilitado por métodos de alta pre-
cisdo. Atualmente s30 conhecidos as sequéncias de 120 tipos de tRMA cobtidos de di-
ferentes fontes, os quais apresentam 4 aspectos commns: a} a disposicdo das bases
na molécula € em forma de folha de trevo. Neste modelo a molécula apresenta 4 bra-
cos que sdo formados pela aproximacdo da cadeia polinucleotidica através de pontes
de hidrogénio entre as bases. A extremidade externa destes bragos se dilatam devido
a auséneia de pontes, formando algas. Todos tRMAS possuem 4 bragos: do aminoacide,
da diidrouridina do anticodon e da pseudouridina. Com excecdo do brago do aminoaci-
do os demais formam alcas. Alguns tRNAs possuem um braco adiciomal, denominado de
brago ou alca variavel. b} a presenca de nucleosidios raros & comm a todos tRNAS.
©) certas regifes da molécula possuem sempre a mesha coposicdo de bases “regifes
invariavels", enguanto coutras ora apresentam uma purina, ora uma pirimidina "re—
gides semi-variaveis”; d) a estrutura tri-dimensional adquire a forma da letra "LV,
que implica num dobramento da cadeia polinucleotidica acomodando no braco meior do



295

"L" a alga do anticodon e da diidrouridina e no mencr a alga da pseudouridina e os
sitio do aminodcido. A estabilizacio do "L" & mantida pela formacao de dupla hélice
em cada um dos seus braces e por ligagfes de cations bivalentes e poliaminas na mo-
1lécula. :

Mais recentemente, foram sequenciados tRMAs de cloroplastos e de mitocdndrias.
Comparando-se  estes can os de citoplasma, observa-se alqumas diferencas em relacio
a posicao de bases, porém a funcio desta variacio nfo esta esclarecida.

Quanto as svas fungbes, -0s tRNAs occupam papel central na sintese de proteinas. Na
12 etapa desta sintese, cada aminodcido enzimaticamente ac seu respectivo tRNA. As
enzimas responsaveis por esta reacao Sac as Aminoacil-tRMA Sintetases que reconhe-
cem com grande precisdc o par aminodcido e tRMNA. Existe uma enzima para cada ami-—
noacido e a baixa frequéncia de erros na estrutura 19 das proteinas indica o per-
feito reconhecimento. Estas enzimes apresentam grande variedade estrutural podendo
ser desde simples monCmeros até tetrameros e ao contrario dos tRNAS ndo s3c bem co-
nhecidas estruturalmente, sendo este um fator limitante para se estabelecer cs si-
tios de reconbecimento. Em relag@io aos tRMAs, modificagbes quimicas podem ser cau-
sadas e seus efeitos sao cbservados na reacio de amincacilagio. Em algumas molscu—
las, modificagbes na regiao do anticodon ndo afetam a amincacilacdo, o que implica
no envolvimento de outras regides no processo de reconhecimento.

Apds a reagdo de aminocacilacdo, as etapas subsequentes da sintese protdica ocor-
rem nos ribossomos. As informacoes disponiveis sobre as interagdes entre tRMA e
ribossomos  sac muito heterogéneas devido as dificuldades para se isolar do cample~
xo tR¥A-ribossomo que & instavel e muito grande. Os ribossamos de E. eoli (70 S)
que s&0 .0s wmais conhecidos pesam 100 vezes wais que o tRNA e s30 compostos de 3
tipos de RNA ribossomais e 54 diferentes proteinas. Além destes componentes ribose
somais, participam na sintese os fatores prot@icos de iniciagio IF-1, IF-2, IF-3;
de elongagdo EF-TU, EF-G; e de liberacdo RF-1, RF-2, RF-3, Quanto aos sitios ocupa-~
dos pelo tRNA os nos ribossomos € proposto a existéncia de pele mencs dois, que sdo
chamedos de Sitio Pepitdil e Sitio Amincacil que sic ocupados simmltaneamente due
rante - © crescimento da cadeia peptidica. Algumas evidéneias indiretas mostram que
tanto as proteinas come os RNA rikossomais interagem com o tRNA nestes sitios de
rmaneira que o sitio do aminodcido liga-se 3 subunidade 50 S e a regifo do anticodon
liga-se exclusivamente na subunidade 30 S onde interage com o RNA mensageiro pela
ligagao codon-anticodon. Devido ac grande nimero de elementos envolvidos na sintese
a nivel de ribossomos e a falta de conhecimento da estrutura terciiria dos Mesmos,
toma-se dificil estabelecer as interagtes entre eles.

Neuza Maria Barbosa

Dept? de BRioguimica
Instituto de Biologia UNICAMP
Caiwa Postal 1170

13100 Campinas SP

Systematic and Apllied Microbiology, 4{1}:1-154, Jan. 1983,

Trata-se de um periddico origindrio do desmembramento da tradicional publicacio
alema "Zentralblatt Fur Bakteriologie, Mikrobiologie und Hygieme. I - Abt, Origina-
le, Series C".

A primeira publicagio da série corresponde ac Volume 4, nimerc 1. Amnualmente se—
rao publicados 4 niercs.

O pericdico aceita trabalhos schre Sistematica de microrganismos, Fisiologia e
morfologia, Microbiologia aplicada & agricultura, Industrializacao de alimentos,
Microbiolegia de esgotos e Ecologia microbiana. ‘

De acordo com os editores, contribuigbes para publicacao serfo editadas no matime
em 5 meses apds a aceitacdo final. ' o Co

Pedidos de subscri¢do e envio de trabalhos podem ser enderecados para: Systematic
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and Applied Micrcobioloyy, Gustav Flscher Verlag, P.O. Box 720143, Stuttgart 70,
German.
Ilvan Deigado Ricciardi
Institutc de Microbiologia UFRJ
Centro de Ciéncias da Saide
Bloco I — Ilha do Fundio
21941 Rio de Janeiro RJ

Umezawa, H. & Hooper, IL.R., eds. =~ Aminoglycoside antibiotics. New York,
Springer~Verlag, Handbook of experimental pharmacology, wvol.62, 368p., 1582.
Us$116.89

Editado por H. Umezawa & I.R. Hooper e contando, principalmente, com a colabora-—
cdo de varios outros pesquisadores japoneses, acaba de ser publicada valiosa con-
tribuicio ao estudo dos antibidticos pertencentes ao grupo dos aminoglicosideos. O
desenvelvimento da gquimica dos carboidraios & gue pe:fmitiu 2 sintese da estreptomi-
cina, da kananicina e de outros antibidticos desse grupo.

O presente livro consta de 7 capitulos. O primeiro, escrito pelo Prof. Irving R.
Hooper constitui-se em apanhado histdrico sobre este grupo de antimicrobiancs, des—
de a famosa descoberta da estreoto:mcma, em 1944. A maioria desses ant_blotloos é
produzida por actinomicetos. Outros sao produzidos por amostras de Micromonospora.
Scliveis em agua, possuenm: largo espectro de atividade antibacteriana, incluindo
principalmente arostras de Z. coli, Klebsiella, Proteus € Entercbaster. Com relagao
a Pseudomonas, & varidvel a atuaglo das mesmas. No capltulo seguinte, Urezawa &
Tsuchiya assmalam que, até o presente momento, cerca de uma centena de ammog1 icc—
sz,deos de origem microbiana fol sintetizada. Un estudo completo scbre a sintese e a
quimica desses antibidticos & apresentada, com excelente literatura a respeito do
tema em aprego. Derivados da gentamicina, por exemplo, $30 apresentados, Com  novas
possmllldaﬁes terapeu’c:.cas enriquecendo © arsenal terapSutico. O capitulo 3¢ cui-
da da biosintese e da mutasintese dos aminoglicosideos, principalmente da estrepto-
micina, neomicina, kanamicina, paromomicina, espectinomicina, gentamicina, ribosta-
wicina, siscomicina e tobramicina. Cutros antibidticos desse grupo estdo sendo uti-
lizados em veterindria e na agricultura., Microrgenismos dos g2neros Sireptomyces,
Streptoveriteilliwn, Hocardia, Micromonospora, Streptoolloteichus e algumas espé-
cies de Bacilius estio envolv:.dos na bicosintese dos aminoglicosideos. Mutantes des—
ses germes podem ser Uteis na producac de antibidticos desse grupe, envolvendo o
"trabalho" de plasmidens. No capituio 4¢, Mitsuhashi estuda a atividade antibacte-
riana dos antibidticos aminoglicosidecs, principalmente contra bactérias produtoras
dos fatores R, transferiveis entre diversas espécies da familia Enterobacteriacece.
Tanaka estuda, a seguir, © mecanismo de acdo desses antibidticos que geralmente se
comportam como bactericidas. No entanto, na conclusdc, o autor nos mostra ser ainds
Wl mistério o necmszm atraves do qual esses agentes destroem as diversas celulas
bacterianas a eles sensiveis. O mecanismo de resisténcia das diversas bactérias a
esses antibidticos & tratado no Cap. 6, envolvendo enzimas que alteram a permeabi-
lidade da célula procaridtica envolvida no processo. O Gltimo capitulo cuida da to—
xicologia e Fa:r:maoologla dos antibidticos amincglicosidecs, principalmente sua ati~
vidade nefrotdxica e ctotdxica,. Extensa literatura no Flnai de cada capitulo.

0 presente livro retrata o imenso trabalhow desenvolvido por pesquisadores japone-
ses no fascinante canpo dos antibioticos.

Carlos da Silva Lagaz

Instituto de Medicina Tropical USP
&v, Dr, Enéas de Carvalho Aguiar,
470

05403 s8o Paulo &P
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Weiss, R.; Teich, N.; Varmus, H., & Coffin, J., eds. -~ RNA tumor viruses. Z.ed. New
York, Cold Spring Harbor Laboratories, 13%6p., 1982,

O livro "The Mplecular Biclogy of Tumor Viruses® & wma publicacdo do dinamico
"Cold Spring Barbor Iaboratory" editado por John Tooze do "Imperial Cancer Research
Fund", 7Trata-se da primeira edicio de 1973; no semestre passado fizemos a aprecia—
gio da fantastica 22 edicio (Revista de Microbiologia, 14(3}:228-230, 1983.}).
sim, sinto-me numa situaglo peculiar, pordm tratarei de dissociar as publicacdes,

O texto & composto por 13 (treze) capitulos e na ccasido de sua publicagao repre-
sentou uma obra extraordindria, de fibra, a Unica no gnero escrita com  singular
propriedade, pois, a matéria & de alta complexidade. Segundo © editor, alqumas Co—
letaneas dos cursos de verfio que sio anuatmente ministrados em Cold Spring Harbor,
que alids J& .se tormaram tradicionals, assim cowo roteiros foram aperfeligoados e
cor\.stltue.m alguns capituios.

O capltu_o 1 traz a descricac das crigens da pesquisa contemporinea em virus  tu-
morais, an cue a definicao de cincer assim se inicia: "... Given the axistence of
so many types of multicellular organisms, each with its wnigque patterns of diffe-
rentiation, there are likely to exist wany, many molecular pathways along which
these signals are transmitted. Any of them in tum may fail and lead to one of the
many abnormal forms of growth that collsctivelly are called Cancer. Cancer, thus,
is not a unitary category but a wide, to some, hoplessly wide collection of diffe-
rent abnormal conditions, each displaying its cwn specific properties’.

O capitulo 2 "The culture of mammalian cells” & altaments relevante, pois a cul-
fura de células e tecidos constitui-se o sistema modelo para experimentagdo, discu-
tewse com mimicias as peculiaridades de ¢ada sistema celular. B faxtarrxente ilustra—
do can figuras de cultura de oflulas normais e apds infecgido por virus tunorais.
Além disso, inclui ¢ (nove) tabelas comtendo as informacbes essenciais com a res—
pectiva referéncia hiblicgrafica,

O capitulo 3, "The external surfaces of cells in culturs” & na realidade um estu—
do pom&norzzado da mermprana no aspecto da blologla molecular. O conhecimento da
menbrana é de insofismavel significac@io, pois, € preciso gue se entenda por que uma
célula tem um determinado tipo de célula como vizinha. O desafio & justamente elu-
cidar o mecanismo gque leva & perda da j_nibigéo por contacto.

Os capitulos 4, 5, 6 e 7 tratam do virus de polioma, SV40 e papiloma em seus di-
ferentes aspectos' estrutura , composigao quimica, ciclo litico, transformacgio e ge-
nética. Os autores mostram as dificuldades de se estudar os papilomas devido a ine—
xistdncia de um Sistema que apresente efeitos citopaticos reguilares. Além disso,
ura discussio ampla e compreensiva da transforamacdo abortiva £ apresentada, As ca-
racterlstlcas dos diferentes nutantes temperatura sensiveis seja por testes de com-
plementacdo ou fungio génicas sdo detalhadamente apresentados.

0 capitalo 8, "The Adeno—virus", virus resplrato?—s_os do hamen mostram oncogenici-
dade para roedores. Relata a possibilidade da formacio de hibrido adeno—virus oom
SVAO que certamente constitue um impecilho experimental.

O capitulo 9, "Herpesviruses”, trata-se dos mais controvertidos, aponta as evi-
déncias iniciais ligando herpes com cincer em sapos, canundongos e macacos. Atual-
mente, fortalecem as ligagOes entre certos tipos de herpes e cdncer na espécie hu-
mana.

Os capitulos 10, 11, 12 e 13, "™he RRA tumor viruses" abordam com flugncia os as-
pectos de morfologia, COmMpOSicao qu:'_rnica, replicagdo, transmissdo e genética dos
virus tuworais R do tipo-C. O capi itulo 10 fartamente :Llustrado o 11 figuras e
14 tabelas ayresenta ura sintese das propriedades gerais dos virus tanto de aves
como  de mamveros (murinos, felinos, hamsters e macacos), O capitulo 11, discute a
replicagio dos virus nac defectivos. O ponto alto do capitulo & a transcmpitase
reversa apresentada com abordagem simples, altamente compreensiva, e plena de refe-
réncias biblicgraficas. A enzima constitul queda do dogma central da blologla mole-
cular. Acentua o fato de que cada particula deve conter 10 moles da enzz_ma, que &
absolutamente necessarla, porém ndo suficiente para um virus RA ser oncogénico. ©
capitulo 12, "Genetic transmission of RNA tumor viruses" considera a transmissao
vertical e horlzonta}_. Acentua gue algumas aves possuem genoma viral na forma de
DNA, que ndo se expressa como virus, mas pode ser responsavel pela presenca do an-
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tigeno grupo-especifico. Os virus enddgenos podem ser ativados por agentes fisicos
e/ou quimicos e liberar particulas infecciosas.

O capitulo 13 , "Genetics of RIA tumor viruses” apresentada na ocasiioc como sendo
um aspecto ainda na "infancia". A abordagem apresentada & a do isolamento de mutar—
tes que pedem ser caracterizados fisiologicamente e geneticamente. S3o analisados
Os mutantes condicionais que want@m sua fisiologia em condigiio permissiva, o que
permite & identificagdo da funclo génica. O cardter defectivo é discutide em todos
os virus conhecidos. _

B vista do exposto, sinto-me em condicio de indicar o texto caw fundamental pa~
ra os iniciantes na biologia molecular dos retrovirus, pois, traz uma anilise su—
cinta dos varios aspectos dos virus tumorais com extracrdinaria propriedade colo-
cando inclusive alguns quesitos que foram solucionados e incluidos na 2.ed. {1982).
Evidentenente, os aspectos genéticos sao incomplietos visto no panorama atual, po-
rém, na ocasifc da publicacio as cbservagoes eram efetuadas sob outro prisma. E as-
.8im, um livro indispensavel em gualguer biblioteca dos virologistas ao lado da fan—
tistica, porém complexa 2.ed. dada a peculiaridade da matéria, :

Tomoko Higuchi

Instituto de Quimica USP
Caixa Postal 20780

01000 Sdo Paulo SP
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