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Instrucdes aos autores

A Revista de Microbiclogia publica trabalhos originais em todos os campos da microbiclogiz ¢ da protozoologia.
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em outro drgdo. Os trabalhos podem ser redigidos em portugués, espanhol ou ingiés. Se aceitos pela, Revista, ndo poderdo ser re-
produzidos, mesmo em partes, sem permissao oficial dos Diretores da Revista.

A Revista segue, essencialmente, o " Style Manual Biolegical Journals® (22 edicdo, AIBS, 1964). Os simbolos genéticos devemn
seguir, essencialmente, as recomendacdes de Demerec & col. (Genetics, 54:61, 1966). Abreviagdes bioquimicas devem seguir,
essencialmente, as regras de IUPAC-IUB {J. Biol. Chem., 241:527, 1966). Atividade enzimatica deve ser expressa em termos de
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NOMENELATURA DE MICRORGANISMOS — A combinacic binomial, nome do género seguido do da espécie, é adotada e a no-
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Resultados, Discussdo, Agradecimentos, Referéncias Bibliograficas.

A pagina titulo devera conter apenas e tio somente: (i) o titulo do artigo, usando-se letras maidsculas gomente quando obri-
gatérias, {ii) o{s) nome(s} dols) autor(es) com maigsculas e mindsculas normalmente usadas e (iii) afiliacdo.

Q resumo nao deverad ultrapassar 250 palavras. Os trabalhos redigidos em inglés devem ser acompanhados de um titulo e resumo
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AI\I'PBIOTICOTERAPIA RACIONAL - CONTRIBUICAC DA MICROBIOLOGIA
CLINICA

Augusto Cezar Montelli®

Dept® de Ciinica Médica
Faculdade de Medicina de Botucata
Campus de Botucatu

1860C Botucatu 8P, Brasil

Consid Ses Prelimi

B histdria natural da antibloticoterapia se baseia no principio da acd seletiva
de substincias capazes de destruir algins germes, mas nao a todos, sem destruir as
células do hospedeiro ou a vida do homem. A plena aplicagio deste principio ccorreu
com a introdugao das sulfanilamidas em uso clinico em 1936, a descoberta da penici-
lina por Alexander Fleming (1928) e sua producfio comercial a partir de 1%41. Uma
nova era no ambito da medicina se delinecu, uma verdadeira revolug@o na capacidade
de se tratar com sucesso os paczentes con doenga infecciosa.

A partir de entZo, crande nimerc de outras drogas antimicrcbianas foram descober—
tas, wa parcela das quais teve aplicabilidade em terap@utica, modificande de ma-
neira profunda a abordagem e a evolugao dos processos originados por agentes biolé-
gicos suscetiveis. O impacto destas drogas scbre a maioria das infecgbes bacteria—
nas & bem conhecido.

Entretanto, nos dltimos anos a antimicrobiancterapia tomou-ge mais complexa e
ura série de deficidneias na sua atuagao foram constatadas e ampliadas, A lista dos
patogenos humanos expandiv-se, nao somente com a caracterizacdo de novos germes,
mas tamb@m com © reconhecimento da participacac de organismos com baiwo potencial
Invasivo como agentes de severas infecgles oportunistas, scbretudo em pac:.entes
Immocompranetidos hospitalizados. Tambén, entre os agentes patogenlcos mais fre-
quentes, a evolugzo continuada de novos modelos de resisténcia aocs antlba.oucos e
quimicterdpicos aporta para ¢ clinico sériass dificuldades, Entre uma série de fa-
tores oonheCJ.dos e outros ainda por se definir, essa resisténcia que oS germes de—
senvolveram a5 drogas se coloca em destague, camo fator decisivo do insucesso tera-
péutico observado no correr dos Gltimos 40 ancs.

Por outro lado, ¢ desenvolvimento de novos antibidticos semi-sintéticos, a ampla
utilidade dos métodos de monitorizacic do nivel de drogas antimicrobianas adminis—
tradas e de outros metodos laboratoriais microbioldgicos, possibilitam wma elevacso
na seguranga € na efetividade da antibloticoterapia praticada racionalmente am nhos-
sos dias.

Para uma_abordagem abrangente e coerente do processo infeccioso, hi que se consi-
derar, entdc, fatores miltiplos relacicnados com o paciente, com o agente etiocldgi-
co e can a droga a ser utilizada em seu cambate. Da campreensdo adequada de tais
fatores e de sua J,nte.ragao depende a geracao de wna antibioticoterapia eficaz, cb-
jetivo maior da atuacdo médica no campo das infeccoes.

Nesta publicacdo, dada a complexidade da terapeutica antimicrobiana, nos limita-
nos a abordar, apenas aspectos relacionados com & definicao etiolégica do processo
infeccioso e com a sensibilidade bacteriana a drogas, campo de atuacdo da micrabio—
logia ciinica.

* Mambro da Comissac de Anilise do Sistema COBA SBM-MSD -

Rev. Micrcbiol., $3o Paulo, 15(4):193-201, Qut./Dez. 1984.
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Definigéo etioldgica da infecgdo

O primeivo fundamento do tratamento de paciente com infeccdo continua sendo a de-
finigao etlologlca do processo. Esta pode ser presmuda cam grande margem de  segu~
ranga, en varias situagdes, apenas peles dados clinico-epidemioldgicos e alguns
exanes complementares (entre os quais se destacam o hemogrema e o exame radioldgi-
o). Entretanto, para a maloria das infecgdes ha necessidade de exames laborato—
riais mais especificos, cano exames bacterioldgico ou micolégico diretos, cultura
qualitativa ou quantitativa, exames soroldgicos, etc. Muitos erros e fracassos la—
mentaveis ocorrem e prejudicam ¢ paciente pela falta de solicitagSo ou impossibili—
Gade de execugao de exames adeguados; por se considerar o diagndetico clinice como
insuperdvel ou suficiente em muitas situacSes; por falta de recurscs econdmicos ou
laboratoriais ou por se confiar em demasia no antibitico que se prescreve,

Varios tipos de viroses (sarampo, varicela, caxumba, rubéola), de mfecgoes mico-
ticas {candn.d}.ases, tinhas} cu bacterianas (enslpela, escarlatina) s3> bons exem-
plos de situacbes an que o diagndstico etioldgico pode ser razoavelmente presunido
apenas clinicamente. Outras doencas, por ocutre lado, demandam a realizacio de cul-
tura ou outras técnicas mais sofisticadas (contraimmoeletroforese, immofluores—
céncia, varios tipos de testes sorolSgicos, provas micoldgicas ou virolgicas): mee
ningencefalites purulentas, septicemias, endocardites, broncopneumonias, infecgio
urindria, infecgao intestinal, etc.

Por causa do frequente atraso entre a suspeita ou reconhecimento clinico de uma
infecgac e a utilizac@o dos dados bacteriolégices, a terapéutica inicial, muitas
vezes, necessita ser instituida. Neste caso devera ser baseada em ev:.dehca.as ini-
ciais, derivadas da avaliagado global do paciente camo um hospedeiro. Este enfoque
proporcionara informmacio scbre o impacto da infecco no individuo e, frequentamen-
te, ajuda a focalizar a atengao para patoge.nos especificos.

0 risco de certas infecgdes ccorrerem & aumentado por numerosos defeitos subja-
centes neos mecanismos de defesa do hospedeiro. Exemplos incluem: diminuicio da mo—
bilizagac de leucdcitos para cs locais de trauma pela administracio de etanol; au—
mento  do risco de meningococcemia ou gonococcemia em pacientes com deficiéncia nos
" dltimos compenentes do complemento; reativacfo de tuberculose apbs realizagho de
gastrectomia; ocorréncia de grave otite externa em pacientes cam dlabete melito,
etc. Uma variedade de outros determinantes do hospedeiro influenciam n3o apenas a
predisposicao particular 3 infecgdo, como também podem se constitutir em fatoree,
desencadeantes ou agravantes do processo infeccioso e interferir na resposta & te-—
rapia entimicrobiana, bem como, influiy na probabilidade de ocorréncia de efeitos
adversos: hospitalizagao; administragdo de corticosterdides, imumossupressores ou
antimicrobiancs; transplantes; irradiagfo; utilizacdo de sondas ou catéteres; pro-
teses; neoplasias; colagenoses; alteragbes da immidade humoral e/ou celular; ida—
de; estado nutricionzl, etc.

Ura vez estabelecida a importancia da definicdc etioldgica da infeccao, cabe ana-
lisar & participacac do laboratdrio microbioldgico no estabelecimento da mesma:

-~ Considerando a grande variedade e especificidade dos testes microbioldgicos, tor-—
na-se facil entender que o laboratdrio deve sempre trabalhar baseado em hlpote—
se (s} etlologlca(s) formulada (s) para o caso. Nesse sentido, a ccxrm:r.ca.c;ao ade—
guada entre o médico e ¢ laboratorista se torna de grande importédncia, wma vez
que nenhwm dos métodos d_Lspom.veJ.s isola todos os microrganismos patogénicos co—
nhecidos, nem os diferencia dos nio patogénicos.

—~ A escolha de determinado exame microbiclégico deve sempre levar em conta a fase
da doenca suspeitada, pois, dependendo da mesma bhaverad maior probabilidade de su-
cesso com o uso de determinado teste. Um bom exemplo disso se encontra na febre
tifdide, onde a hemocultra se constitui no exame de elelgao durante a primeira
semana de doenca € a coprocultura ou a reacido de Widal sac seletivos durante e
apds a Za. semana,

- Para escolha do material que seja representativo da lgs'a'o, se impde ~ori€ntac_:éo
segura do paciente. Assim, deve-se colher escarro e nao saliva; secrecas purulen—
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ta das lesdes subjacentes e ndo do espaco fistuloso; Y“owab" das bordas das feri-
das e nio de sua superficie; urina da primeira micgao da manha, preferencialmen-
te, fezes diarrdicas com elementos patologicos visiveis (muco, pus ok sangue) e

1iguidas.

- Varios cuidados devem ser observados na coleta do material clinico: a amostra de-
verd ser cbtida em quantidade suficiente, antes que antimicrobianos sejam admi-
nistrados € sob condigdes rigorosas, que evitem contaminagac {cuidados de assep-
sia e equipamento estéril); existem técnicas padronizadas de acordo com o mate-
rial a ser colhido.

- A manutencao ou o transporte do material coletado, infiui decididamente na recu-
peragac do agente infeccioso, ©aso a semeadura dos meics de cultura nio possa ser
efetuada de imediato. Assim, devemos manter o ligquor em temperatura de 379C e nas
refrigerd-lo {o frio desencadeia O processo enzimatico que leva a lise dos menin-
gococos, por exerplo); vecomenda-se gque O sangue seja coletado diretamente nos
meios de cultura liquidos, levados até onde se encontra o paciente; a urina pode

ccer na geladeira, o miwimo, até o dla seguinte 2 coleta; as feses devem
ser colocadas em tubos com salina glicerinada tamponada, etc.

- A semeadura &o material ¢linico se processard em meios de cultura cuja escoiha
levara em conta as informagdes prestadas pelo médico: hipdtese (s) etiolégica(s);
se a cultura & para controle de tratamento; se houve suspeita de contaminacado du—
rante a coleta, etc. O mesmo se diga em relacio ao exame microscipico direto {a
fresco, corado pelo Gram ou por outros corantes) .

— Por outro lads, cabe ao microbiologista clinico evitar a tentacio de prover mais
camplets e acad@nica avaliacBo das amostras clinicas recebidas. Sua missdo funda-
mental serd a de gerar informacdo Util para os cuidados do paciente, tZ0 rapida-
mente quanto possivel. Assim, um relato imediato da presenca de leuctcitos e bac-
tErias com certas caracteristicas ao Gram, pode ser mais atil para os cuidados
medicos & que um relato preciso de especies & seus respectivos antibiogramas, 2
a 3 dias apds. Informacoes bacterioldgicas refinadas, utilizando identificacio
por meio biogquimico, soroldgicos, fagotipagem, etc. propiciam inportantissimos
dados, mais de natureza epidemiolégica do gque de exprego clinico imediato, uma
ver consideradas as necessidades prementes do paciente agudamente infectado e ©
tempo necessario para a ootencio daquelas informacles. .

0 laboratdrio pode contribuir também para a ineficicia do tratamento antimicro-
biano am varias situacdes: guando a amostra clinica estudada foi obtida de local
que ndc corresponde ao foco da infeccdo; quando os microrganismos isolados Corres-—
pondem a germes saprofitas ou sao contaminantes; quandc amostras para cultivo ou oS
métodos microbiologicos usados s3o insuficientes; guando se focaliza a terapdutica
contra um inico germe, © predominante na cultura, sendo a infeccic mista e em geral
associada can bactérias anzerdbicas.

Algumns conceitos, frecuentemente confundidos e envolvendo resultados das cultu-
ras, merecem nossa atengao, scbretudo pela sua implicacio pratica na conduta a ser
tomada frente ao paciente infectado:

Colonizagdo — Bparecimento ou aumento significativo do nimero de gqualquer agente
potencialmente patogénico na micro-flora-residente, apds inicio da antibioticotera-
pia. Exemplo: usando-se penicilina G para tratamento de amigdalite estreptocdccica,
ocorre apavecimento de bastonetes gram-negativos na cultura de controle, porém, Sem
evidéncia de gualquer sinal clinico de infecgao.

Superinfeceao — Evidéncia clinica e microbioldgica de uma nova infecgio gue nao tem
relacio com o uso de antibioticos e que aparece OGO camplicagio de outras doencas
infecciosas ou n3o. Examplos: broncopneunonia bacteriana durante o sarampo; infec-
ci0 por fungos em doengas linfogranulomatosas malignas ou no diabete melito.
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Supra~infecego - Evidéncia clinica e microbioldgica de nova infeccdo, cu seja, de
infecgac por outro agente, gue se desenvolve durante o usc de antibidticos para
tratamento de infecg@o anterior. Exemplo: supuracdo pulmenar por Xiebsiella, apds
pneuamcnia por Staphylococeus aursus tratada com penicilina.

Para haver supra-infeccdc & preciso que haia, inicialmente, colonizagic por um
agente potencialmente patogénico.

A experiéncia c¢linica tem camprovado que, no primeiro caso {(colonizacio), a me- |
lhor conduta & ndc ministrar antimicrobianos, a0 contrario das duas dltimas condi-~
goes caracterizadas, nas quais se impde antibicticoterapia racicnalmente conduzida.
Depreende-se deste fato a importfncia da contribuicic laboratorial para a adequada
defini¢io dessas situagtes, Ffundamental para & escolha de conduta eficaz.

Determinagao da sensibilidade dos microrganismos as drogas

Camo a indicacdo racional para o uso clinico de antimicrobianos nao & feita para
combater umz doenga, mas sim para carbater determinado germe envolvido no Processo
infeccioso, uma vez definido o agente da infeccdo, a indicacio da droga adequada ao
tratamento do paciente seria muito ficil e sequra, caso todos os germes apresentas—
sam sensibilidade constante &s drogas. £ o que se cbserva, por exemplo, com Strepe
tococcus pyogenes, Brucella, Myeoplasma, Salmonslla typht, Ireponema, etc. em nosso
meio. Entretanto, a maioria dos agentes mostra variagas de sensibilidade, apresen—
tando-se grande nimerc deles com resist@ncia miltipla e de alto aivel (em meg/mi),
envolvendo a quase todas as drogas disponiveis para a antibioticoterapia. Esta va-—
riabilidade & caracteristica de algumas bactérias altamente prevalentes, camo 3.
aureve e 5. fazealis, entre oS gram-positivos; enterchactérias (Salmonella, Esche-
viehta coll, Xlebsiella, Serratia, Proteus, ete.) e Pssudomonas aerugincsa entre 68
gram-negativos,

Assim, o estabelecimento do diagndstico etioldgico nem sempre sera suficiente pa-
ra administragdo correta do antimicrobiano, sendo necessirio conhecer a  sensibilie
dade "in vitro" do germe isolado para orientar adequadamente a selecdo do mais efi-
caz. A realizagzo do antibiograma tem sua indicagao mais precisa nos casos com gra-
ve quadro clinico e/ou envolvends germes de sensibilidade sabidamente variavel e,
portanto, impredizivelf

¥as, mesimo a realizagio procedente do antibiograma pode fornecer dados falsos ou
inliteis em alguras condicoes:

— quando os parametros a serem cbedecidos para a correta execucdo do antibiograma
pelo sistema dos discos (técnica de Kirby-Bauer) apresentam falhas: camposicao do
meio de cultura, concentvacdo de droga e durabilidade dos discos, pH e atmosfera de
incubagio, concentracdc do indeulo bacteriano, leitura e interpretacio dos halos de
inibigdo produzidos pelas drogas testadas; .

- quande os resultados prognosticam abaizo da real utilidade ¢linica da droga para
detexminade caso; uma vez gue os pontos estabelecidos para caracterizar sensibili~
dade s8o, geralmenta, correlacionados com niveis de droga cbtidos no sangue, wm
geme que se mostre resistente a dado antimicrobiano por este método pode, na ver—
dade, ser sensivel a niveis de droga cbtidos na urina, quandc a mesma @ nela excre-
tada em sua forwa ativa;

- quando os resultados do antibiograma prognosticam indicagdes acima da real utili-
dade clinica de um antibidtico, exemplo: Salmonella pode mostrar sensibilidade a
ura  variedade de antimicrobiancs "in vitro® » quandc apenas a ampicilina, o cloran—
fenicol e a associacdc sulfametoxazol + trimetoprim s3o realmente efetivos "in vi—
wo'.

Quando o laboratorio microbiolégico nio efetua o antibiograma dentro destes pre—
ceitos ou quando o clinico nio estd consciente das possibilidades de erro antericr-
mente enumeradas, podera selecionar um medicamento ineficaz para tratamento de sea
paciente. Por exemplo, arprego de nitrofuranicos para combater germes isolados das
vias respiratorias; da necmicina para aqueles das vias urinirias ou o acido nalidi-
xico para os de vias biliares, Também podera valorizar o encontro de bactérias sa-
profitas ou colonizantes e procurar eliming-las cam drogas a que se mostrarem sen-—
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siveis "in vitro": estreptococos viridantes e 5. epidermidis isolados de vias ad-
reas; Serratic, Enterobacter, {itrobacter ou Pseudomonas, das fezes, etc,

Estas expectativas sdo, lamentavelmente, confirmadas pelas andlises preliminar e
a evolutiva dos resultados do Sistema (OBA, implantado com ¢ objetivo de gerar in-
formactes schre germes isolados nos laboratdrios clinicos do pals e de sua sensibi-
lidade 3s drogas antimicrobianas. As informacdes fornecidas pelos laboratdrics in-
tegrantes do Sistema, emn 1980 (&poca en que ndo haviam ainda recebido normas técni-
cas de execugao do antibiograma e definicdo dos germes de drogas a se considerar),
mostraram sen uso indiscriminado e pouco criteriosc, envolvendo com frequéncia bac—
térias da microbicta normal ou germes com padrao de sensibilidade sabidamente cons~
tante e, portanto, predizivel. Por outro lado, varias inadequagles na execugdo Qo
metodo foram constatadas, como exemplificam os seguintes fatos: nimero excessivo de
drogas eompregadas por exame, uso indevido de antimicrobianc, sequndo a bactéria
testada ou o material clinico de origem das amostras; drogas do mesmo grupo ubili-
zadas simultaneamente e apresentando resultados diferentes; deteccan de elevada
proporgac de amostras sensiveis em gripos bacterianos reconhecidamente resistentes
a certas drogas, cu de amostras resistentes em germes de conhecida sensibilidade.

No pericdo de 1981 a 1983 (com os laboratdrios de informagdo devidamente cilentes
das normas técnicas) cbservou-se, em geral, manutencdo de uma série de improprieda-
des, quando se analisam os resultados em sua globalidade, apresentando-se apenas
alqms laboratorios com informagdes aparentamente confiaveis. Dados de natureza
evolutiva da sensibilidade das bactérias as drogas, exemplificam com propriedade os
fatos mencionados (Tabela 1).

Conclui-se, assim, que o antibiograma incorretamente executado ou mal interpreta-
do, pode conduzir o medico & conduta inadequada frente ac paciente infectado com
todas as possiveis implicagoes Jesastrosas para o homem e o anbiente de previsibi-
lidade possivel e cambate necessario.

0 problema crucial cam que a antibioticoterapia se defronta em nossos dias, esta
totalmente relacionado ao fendmeno da resisténcia bacteriana a drogas, detectado an
todas as partes do mudo, em maior ou menor intensidade, schbretudo nos amblentes
hosp:_talares. Para se atingir a atual s:.tuagao, além da incorreta e abusiva utili-
zagao de antibidticos e qlumloteraplocs na area médica, ha que se considerar tambam
o uso de drogas antimicrobisnas em racdes alimentares de animais, em produtcs des-
tinados a ag’ricultu:ca e 3 veterinaria. Desta forma, entye cutras poluigées an que
vive o homem, pode-se considerar mais esta: a poluigdo ambiental por antibioticos!

Numerosos estudos vém registrando no Brasil & no exterior, elevacdy nas taxas de
resisténciz as drogas em microrganismos envolvidos nos processos infecciosos. Nossa
experiéncia em Botucaty, acumilada desde 1966, demonstra o mesmo fencmeno. BEstudan—
doamostras bacterianas iscladas de material clinico dos pacientes do E.C. da Facul-
dade de Medicina de Botucatu, por meio da detemminagiio da Concentracfo Inibitoria
Minima (CIM), utilizando meio de cultura s8lide adicionado de droga, pudenons obser—
var:

a) Entre 374 bactérias enteropatogénicas isoladas de pacientes com diarr&ia no pe-
ricdo 1966-1976 — Elevadas proporgoes de amostras resistentes, sobretudo em £, coll
0111 © Salmonella tyr‘a'z.mym wm (Tabela 2);

b) BEm 1400 amostras urindrias isoladas de _pacientes con bacterilwria significativa,
no pericdo de 1968-1977 — Proporgdes variZwveis de cepas resistentes, sequndo a bac-
téria considerada, predominando an P, ceruginosa, Proteus indol {(+) e Xlebsiella
sp. (Takela 3);

c} Em 592 ampostras de S. aqureus iso-

ladas de 1970-1978 — Cepas resisten. Tabela 1 — Sensibilidade de bactérias as
tes, iscladamente, a todas as drcgas drogas

testadas, em proporgoes mais eleva-
das e com tendénciz, an geral, para

N Y Backérias Drogas % de ampstras resistentes

amentn progressive no  periodo 1980-1981 1982 1983
1977-1978 (Figura 1}. Z

x . - E. cold Fcido nalidixico 10 8 i

A n‘ﬂdldé. que se Oons't‘?'ta eJ:evac;ao g eold cefoitina 10 5 1
na resistencia das bacterias as dro- 5. aureus claxaciline gg gg gg

5 & 2. aerugtnosa  carbenicilina

gas, concarnitantemente & cbzervada P, aerinose  polimixi 1 b 3

diminuigao dos gaumes produtores de
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novos antibidticos, © que conduz a uma perspectiva futura sowbria, casce medidas
destinadas a prolongar a vida Gtil das drogas em use ndo sejam colocadas am prati—
cal

Tabela 2 — Distribuicdo percentual das amostras resistentes de ger~
mes enteropatogenices, de acorde com as drogas e oS grupos ou  ti-
pos sorologices das bactérias (Botucatu, 1966-1376)

Bactfria Shigella Shigella Totay S@imonella  Salmonella o 1 E.coli E.eoli Total

Droge somnet oatras typrimuriun  outras 0111 cutras

Suifadiazina 98 97 57 86 76 84 98 81 92
Estreptomicina 34 60 53 86 47 78 66 g2 61
Tetraciclina 36 39 38 88 59 82 94 83 90
Cloranfenicol 25 14 17 83 41 74 94 65 &4
Canamicina 20 i35 16 80 41 bl 4 48 7%
Ampicilina 0 2 1 85 41 75 77 30 81
Cefaiotina o 1 0,5 84 29 57 23 13 20
Fosfomicina 0 12 1 0 0 Q - - -
Gentamicina 0 0 2] 0 0 g 0 o] 0
Eoide nalidixico 4 1 2 76 56 Fal 10 10 10

ResistBncia bacteriana a drogas

Alguns grupos ou especies bacterianas sio originalpente resistentes a certos an-
tibioticos, caracterizando z denominada resisténcia natural a drogas. AC que pare-
ce, este tipo de resistBncia depende, na maioria das vezes, da mpem:eabllldade das
superficies externas da cé&lula bacteriana aos antimicrobiancs em questdn. Por néo
mostrar oonsequéncias consideraveis na prab.ca da ant:.blota.couarapla, nZo tem se
constituldo em motivo de maiores preccupactes e, em consequcm, vem  sendo pouco
investigada, em oomparacao com os demais tipos de resisténcia conhecidos. S3o exem—
plos cléassicos de resisténcia natural: a dos bastonetes gram-negativos & henzil-pe-
nicilina; a dos gram-positivos ds polimixinas; e das FPseudomonas 3s cefalosporinas
de prmeu:a geragao; a do bacilo da tuberculose ao cloranfenicol, etc.

A& resisténcia adguirida a drogas, gue considera a resisténcia como uma proprieda-
de adquirida pela bactéria originalmente sensivel, & a que vem restringindo a  utde-
lidade dos antimicrobianos e trazendo atualmente serias preocupagoes, dada a in-
fluéncia crescente e restritiva que vem determinando no uso ciinico eficaz dos an-
tibidtices e quimicteripicos. Uma vez gue o nivel da resisténcia adquirida (em
meg/ml) cammente se apresenta superior & concentracio que a droga atinge no  local
da  infecgdo, infere-se facilmente o chsticulo em que se constitui tal fendmeno ao
bom éxito da antibioticotevapia., Outro aspecto agravante diz respeito 3 resisténeia
mLLtlpla apresentada pela maioria dos germes envolvidos, conferindo-ithes condicdes
8e nao se deixar atacar por duas ou mais drogas simultaneamente, al&n dagquelas DEO~
ximarente relacionadas.

Tabela 3 - Distribuigao per-

ina— s o o g Zntero—  Proteus  Protews  P.qeru-
centual das amostras urina Droga Dacteria Z.cold Klebstella po..o.  mipabilis indol(+}  ginosa
rias vresistentes, de acordo
com a droga e © grupc bacte-— Sulfadiazina gg gg 22 ?g 14;2 19"2
riano (Botucatu, 1968-1977) e repLonoina = i 4 50 b ‘o0
Cloranfenicol 52 69 | 33 60 40
Caramicing 30 51 26 27 44 91
Ampicilina 43 94 83 46 74 99
Cefalotina 16 45 81 6 74 100
Fosfanicina k| 95 g 4 39 54
Gertamicina 0 7 1 1 h] 37
Carbenicilina 37 97 50 33 a7 53

Acido nalidixico 11 14 8 2 20 97
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Figura 1 — Distribui¢do porcentual das amostras resistentes de S. aureus, segundo o
ano de isolamento e as drogas

Simbolos: xxx = tetraciclina; —..— = cloranfenicol; —%— = canamicina; 00 = estrep-
tomicina; — = ampicilina; —— = penicilina; —— = oxacilinaj; ... = gentamicina;
—o— = cefalotina
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ANO DE  (SOLAMENTO

Este tipo de resisténcia & decorréncia primaria de alteragdo no gencma da célula,
de natureza cramossimica ou extra-Cramossimica.

A resisténcia cramossfmica ocorre espontaneamente, em consequéncia da mutagdo que
pode atingir todas as bactérias patogénicas ou da microbiota normal —para qualquer
droga. A pratica mostrou, entretanto, que mutantes resistentes a certas drogas sao
abtidos com maior facilidade e que os niveis de resist@ncia adquiridos pelas mutan-
tes, dependem em grande parte da droga. Assim, cbserva-se a resisténcia adguirida
em un imico passo, que pode determinar elevados niveis de resistencia a uma droga
(100, 1000mcg/m} ou mais), implicando eritromicina, estreptomicina, acido nalidixi~
oo, novobiccina, ete.; a resisténcia dos bacilos da tuberculose se constitul em bam
axemplo desse fendmeno. Em outras gituagbes, para que a bactéria se torne mais re-
sistente, s30 necessdrias varias mutacdes na mesma célula (ou linhagem celular},
para a mesma droga, sendo os niveis de resisténcia atingidos geralmente baixos
{10mcg/ml) , o que caracteriza a resist@ncia por miltiplos passos, envolvendo as pe-
nicilinas, tetraciclinag, cloranfenicol, etc. e diferentes gemmes.

Se o antibidtico, para o qual houve desenvolvimento de resisténcia cramosstmica,
for utilizado haverd pressioc seletiva, consistindo na eliminagdo da populacio sel-
vagen sensivel e proliferacdo da populagdc de bactérias resistentes. As infeccbes
causadas por esses gexrmes ndo responderdo & terapeutica pelo antibictico implicado.
Por esta razio, a teoria explicativa para o desenvolvimento da resisténcia a drogas
& denominada de mutagio-selecao.
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Ha pelo menos duas razdes pelas quais a resisténcia mediada cromosscamicamente &
de menor influéncia na pritica da antibioticoterapia:

a) deteminantes cramossdmicos da resistfncia ndo podem participar da  disseminacio
para diferentes gé&neros ou egpécies;

b} bactéria mutante &, com frequéncia, defectiva metabolicaments e apresenta des~
ventagem em crescimento seletivo, quando comparada 3s ampstras sensiveis,

Desse modo, a resisténcia mediada por plasmidios se constitui no principal meca-
nismo responsivel pela perda progressiva da eficacia das drogas antimicrobianas no
combate aos processos infecciosos. Os plasmidios s3o particulas de DNA extracromos-
somico que codificam apenas resisténcia, podende ser encontrados em bastonetes
gram-negativos (plasmidios R}, S. epidermidis, 5. aureus, S. prewmontae € S. faeca-
lis. Os plasmidios podem ser transferidos por meio de conjugagdo (processo sexuado,
sequndo o qual a célula macho portadora do elemento gendtico extracramossimico di-
ferencia fimbrias, pelas quais se estabelece a cammicacio entre os citoplasmas das
células bacterianas conjugantes e o fator se transmite i célula receptora), trans-
dugdo (mediada por bacteridfago, bastante eficiente na passagem de plasmidios pe—
quenos; de grande importancia entre os gemmes gram positivos, que ocan alqumas exce-
coes nao mostram o processo da conjugacdo), transformacio (transfer@nciz direta de
DA entre bactérias), transposigfio (transferfncia de determinantes de resisténcia
de um plasmidio para cutro, para UM CromOSSCND OU para um fago; ¢ elemento transpo-
nivel - transposon ou "gens saltadores" — cria o seu proprio local de insercio e
nenhuma haologla € necessaria entre os replicons doador e receptor).

Assim, as resisténcias a drogas antimicrobianas determinadas por plasmidios podem
ser disseminadas através de varios mecanismos, conjugativos e nao conjugativos.
De quaiquer maneira, a pressdc seletiva devida ao uso de drogas & muito importante,
A Vez que as resisténcias codificadas nos plasmidios estfc geralmente associadas
com resisténcia cruzada para drogas ndo relacionadas estruturalmente. O uso de Gro—
gas tende a dirigir para selecdo de resisténcia a drogas ndo relacionadas. Os mi-
Crorganismos que adquirem os plasmidios R podem ser comensais ndo patog@nicos, -
tixgenos oportunistas ou patdgenos essenciais. Os cportimistas, tais como Pseudomo-
nags ou Xlebsiella, requerem antibibticos para sobreviverem, ao passo que os patdge-
nos essenciais se disseminam na auséncia de antibidticos, podendo gerar epidemias
camo  as determinadas por Shigella dysenterice (na Buwérica Central) ou 5. #yphi (no
Mexico},

Outros fentmenos que interferem oam a antibioticoterapia

Dois outros fendmenos, diferentes da resisténcia e sem qualguer comprovagio de
implicacac genética, também influem nos resultados do uso de antimicrobianos para o
tratamento de processos infecciosos bacterianos:

1. Persisténcia - Pode ser definida camw a capacidade de um germe scbreviver 3 ex-
posicio a uma droga nos tecidos, apesar de se mostrar sensivel 3 mesma "in vitro".
Corresponde a um sinples problema de fuga de algumas c&lulas bactexrianas 3 agress3o
exercida pelo antibiGtico. Pode ocorver persisténeia quando a bactdria se achar
protegida por fatores ambientais a nivel do tecido {condicdes de anaercbiocse, pH,
eletrolitos ou producao de enzimas inativadoras de antibitices), exemplo — presen—
ca de Neisseria gonorrioece sensiveis a penicilina G na uretra, protegida pela pe—
nicilinase secretada par §. epidermidis da flora local, quando o paciente & tratado
da wuretyite com penicilina G. Em muitos casos, o fendmeno se desenvolve gracas ao
aparecimentc de formas "indiferentes™ das bactérias nos tecidos, tais coanwe formas
L, protoplastos ou formas metabolicamente inativas, exemplo - transformagio de F.
coli em "forma L" ao nivel dos rins em processos de pielonefrite, persistindo fren—
te a drogas utilizadas no tratamento e que atuam scbre a parede celular; as "formas
L" podem reverter a forma patogénica original de E. eoli quando as condicdes 1lhe
favorecem, podendo deste modo, participar de recaidas de infeccles. '

2. Tolergneia - Fenfmeno conhecido desde 1975 entre amostras de S. aureus, pode ser
entendido cano uma sensibilidade do germe ads Concentracdes Inibitdrias Minimas
(CPY) dos antibibticos, mas uma elevada resistdncia ds Concentracdes Ractericidas
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Minimas (CBM) dos mesmos antibidticos, “in vitro". Assim, a tolerfncia se expressa
por uma OMB muitas vezes superior a CIM, apds 24 horas de incubacio. A bactéria to-
lerante parece estar deficiente em enzima autolitica, necessaria para bacteridlise,
apds exposicdo a drogas ativas contra a parede celular (penicilinas, cefalcospori-
nas, vancomicinz). Fol registrada por Ssbhath & col. (10) em 44% das ampstras de  S.
aureus estudadas. A "resisténcia" ao tratamento vem sendo notada em endocardites,
bacteremias ou em pacientes immodeprimidos.

s consideragles anteriores, aoordando aspectos da definigio etioldgica do pro-
cesso Infeccioso e do fendmeno dd resist@ncia bacteriana a drogas, permitem carac—
terizar a relevante contribuigdo atual da microbiclogia clinica no intrincade pro-
cesso da antibioticoterapia racional.

Referéncias Bibliograficas

1. Acor, J.F, & Sabath, L.D, - Bacterial persistance in wvivo: resistance or
tolerance to antibiotics., Scand. J. Infect. Dis. (Suppl.), 14:86-91, 1978.
Eliopoulos, G.M. & Moellering Jr., R.C. - Principles of antibiotic therapy.
Med., Clin. N. Amer., 66:3-15, 1982,

2, Gavon, T.L. - In vitro antimicrobial susceptibility testing., Med. Clin. N.
Amer., 58:493-503, 1974.

3. Grieco, M.H. - Antibictic resistance. ¥Med. Clin. N. Amer., 66:25-37, 1982,

4, Montelli, A.C. - Infecgio intestinal por entercbactérias: aspectos eticldgicos
e da sensibilidade a drogas. Cigncia e Cultura, 29: (supl.):773, 1977.

5. Montelli, A.C. - Staphylococcus  aureus: aspectos epidemiclégicos, da
fagotipagem e da sensibilidade a drogas relacionados a amostras isoladas ne
Municipio de Botucatu, SP {1970~1978). Botucatu, Faculdade de Medicina de
Botucatu, 1981. (Tese de Livre-Docéncia).

6. Montelli, A,.C. - Resisténcia bacteriana em hospitais o Brasil: Sistema CCRA.
Anais do Simpdsio Internacional sobre Resisténcia Bacteriana e Infecgles
Mistas, p.57-61, 1982,

7. Montelli, A.C. & Pinho, S.Z2. - Avaliagadc bactericlogica de infecgio urinaria.
Ciéncia e Cultura, 32:(supl.):74, 1980.

8. Rocha, H.; Zuliani, M.E. & Trabulsi, L.R. - Antibiograma. Rev. Microbiol. (Sao
Paulo), 3:51-60, 1972,

9. Sabath, L.D.; Wheleer, N.; Iaverdiere, M.; Blazevic, D. & Wilkinson, B.J. -~ A
new type of penicillin resistance of Staphylococcus qureus. Lancet, 1:443-447,
1977.

10, Suasswma, I. - Nogoes gerals e incidéneia de resist@neia bacteriana. Bnais do
Simpdsio Internacional sobre Resisténcia Bacterianz e Infecgles Mistas, p.7-16,
1982,

11. Trabulsi, L.R. — Aspectos médicos da resisténcia bacteriana a drogas. Rev.
Microbiol. {Szo Paulo} (supl. especial), p.30, 1973.



262

ACAD DE ALGUNS AGENTES CURAGENICOS NA PERDA DA EXCRECAC IE
PROTEASE EM PROTELS MIRABILIS

Sérgio Olavo Pinto da Costa

Dept? de Biologia

Instituto de Biociencias USP
Caixa Postal 11461

01000 S3o Paulo 5P, Brasit

Marisa Bianco
Dept? de Biogquimica
Instituto de Quimica USP

Caixa Postal 20780
01000 Sac Paulo SP, Brasil

& Maria Christina Manh3es Bonato
Laboratorio de Genética
Universidade Federal da Paraiba

Campus Universitario
58000 Joao Pessoa PB, Brasil

Fesamo

Drogas curagenicas, comec brometo de etidic, acriflavina e
mitomicina C, aumentam, grandemente, a conversazo de celulas
excretoras de protease instaveis de Proteus mirabilis em cé-
lulas nao excretoras. Esse efeito ni3c ocorre sobre células
excretoras estaveis de protease, A rifampicina apenas sele-
ciona celulas protease-negativas, por eliminagie preferen~
cial de celulas excretoras. Temperaturas superiores 2 fisio—
logica ndo sao efetivas na perda de excregazo de protease em
linhagens de P, mivabilis que excretam protease de maneira
instavel.

Summary

Effects of some curing agents on the loss of protegse
excretion of Proteus mirabilis

Treatment with some curing agents such as ethidium bromide,
acriflavine and mitomycin C causes increased occurence of
non-excreting protease cells in unstable Proteus mivebilis
strains but not in stable ones. Rifampicin only selects
non-excreting cells because the excreting-cells are more
sensitive to 1it. High temperature (44°C) has no effect on
the conversion of P~ from P+ cells.

Ihtzudugao
Proteus mirabilis produz somente uma enzime proteclitica (protease) extracelular

(23}).
0 estudo de individucs isolados mostrou que algumas amostras de P, mirgbilis tém
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a capacidade de excretar protease cono Um carater estavel, onde todos ou a maioria
dos individuos excretam protease (collnias Pt). Contudo, algumas amostras excretam
essa enzima como um carater instavel (10), ou seja, grande nimero de individuos da
populacdo nao excreta protease {coldnias P~). Assim, & possivel postular a existén—
cia de linhagens estaveis e instaveis de P. mirgbilis, em termos de excrecido de
protease. Existem evidéncias de que a informacdo genética, responsaveis pela sinte-
se de protease, & de origem extracromossdmica (9).

No presente trabalho, pretende-se demonstrar a agdo curagénica de varios agentes,
ccmo brameto de etidio, rifampicina, acriflavina, mitomicina C e da elevaciio da
temperatura, scbre o cariter protease de Proteus mirabilis.

Material e Matodos Tabela 1 - Amostras bacterianas utiliza-
das.

Amostras bacterianas - As amostras bac— Simbolos: {a) = Laboratorio da Santa Ca-

terianas usadas e suas propriedades sa de Curitiba, PR; (b) = Imstituto

mais relevantes s3c mostradas na Tabela Adolfo Lutz
1. As ampstras de P. mirgbilis da série
L chegaram a nosso laboratirio, logo

apés o isolamento. As demais amostras AmOStTas Caracteristicas Origem
estavam estocadas em nosso laboratdrio ¥4 e N-17 Instavel. Isoladas de N.P. de Souzala)
ou no de origem, por periocdos de tempo material clinico hamano
prolongados. As linhagens excretoras de B-17Gm Instivel, Criginads da Este trabalko
protease sao representadas por Pt e as w17 o
nao excretoras por P, i};:; 12 e Nzi-,?vgis Originadas dz  Este trabalho

5 b
Meios de cultura - A composicdo dos L-ea mﬁiﬁlﬁ,ﬂd&m— G.¥.A. essoa )
meios de cultura (Difco) & dada em gra- I68-1-P*  Coldnia P* estivel iso-  Este trabalh
mas por litre de agua destilada, MR, lada da I-68m

Bacto-Nutrient Agar, NB, Bacto-Nutrient
Broth, NG, Bacto Blood-Agar Base, adi-
cionado de 7,59 de Bacto-Gelatin e 10g de Bacto-Agar.

Prove de hidvdlise da gelatina segundo Frazier (13) modificado - Bactéria, crescida
em meio NB, por uma noite a 379C, & semeada em placas contendo meio NG, para produ-
¢3o de coldnias isoladas. Apds incubagio por uma noite a 37°C, as coldnias Pt sao
detectadas, cobrindo-se a superficie do meio de cultura com solugdo saturada de
sulfate de amdnic (May & Baker, Ltd.} por um pericdo de aproximadamente 25 minutos.
2s coldnias, circundadas por um halo transparente, indicando a produgio de protea-
se, que digere a gelatina contida ne weio, s@c consideradas protease-positivas
(r+).

Tratamento pelo bromete de etidio (EB) de linhagens de Proteus mirabilis instaveis
¢ estdveis quanto & excregdc de protease — A técnica utilizada fol baseada em
Bouanchaud & col. {4}. A partir de uwma solugac-estoque de EB em caldo nuiritive, pi
7,2 {1,26 x 10—*M), foram preparadas duas séries de tubos (13 x 130mm) , dotados com
tampa de rosquear e contendo volume final de 1,0ml. A diferenca de concentracac, de
um tubo para outro, foi de 100ug e as concentragoes variaram de 1,26 x 107°M a
2,78 x 10-°M. Cada tubo recebeu indculo corresporndente a 10* células, de cultura
crescida por 16-18 horas, a 379C, apds o que, as séries de tubos em duplicata foram
incubadas a 37°C por 24-30 horas.

Aliguotas, representativas de cada concentragac, foram convenientemente dl}uidas
e solucio salina 0,15M, semeadas e espalhadas em placas contendo medo NG. Apos in—
cubagic por 12-18 horas, procedeu-se a contagem diferencial de coldnias P+ e P,
com auxilio do teste de precipitacdo da gelatina do meio de cultura, com solugdo de
sulfato de amdnio saturada. Foram ensaiadas as linhagens instaveis N-17 e N-4 e as
estivels N~17-11 e N-17-12.

Cerca de 50 colfnias P~ resultantes do tratamento da referida droga, foram culti-
vadas em NB por 24 horas a 37°C e reexaminadas, para confirmagdo do fendtipo.
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Tabela 2 - Perda da excrecao de Linhg-, B, Jonc. de  Cel. vid~  Cols.  Ools,
- ca . gens n? EB () veis/ml testadas (b} (%
protease £m llnhagens protease-—lns—
taveis de Proteus mirabilis pelo 17 1 ggﬁgj y 27 2 425 9205
tratamento com brometc de etidic 302,};0-3 50,;10? 325 325 100:G
{EB). 2, ?7x10'3 2, wa;FG 510 403 79,0
Simbolos: (a) = Linhagens referidas R 2,5:10 &80 R
. _ - 2 3,02x10- a a 0
na Tabela 1; (b) = Cerca de 50 co 27ma0d vsao? 3% 326 91,8
lonias P~ resultantes do tratamento 2, 52x10-3 2, 16107 700 620 88,6
pela droga, foram cultivadas em NB 3,1x108 516 130 25,5
e reexaminadas para confirmac3oc dos 32 SZx‘IG-g o 2 ) o
Fenots 2,26x1073  2,6x106 1047 620 59,2
ROLLPOS 1, 76x10“3 2,207 773 773 100,%
1,26x10-3  1,7x187 773 640 82,8
0 3,016 805 300 37,3
-4 13,5103 0 P o o
32710-3  1,6x307 1894 1894 100,0
2,77:00-3  2,8x107 1033 1033 100,0
2,26x10-3 3, sxm? 1711 171t 100,0
0 1,8x109 1400 100 7.1
2 3,60x1073 0 0 g 0
3,52x10-2  2,9x108 167 1608 95,8
3,2710°3  2,0x107 2033 1580 77,7
2,77x10-3 40107 3100 133 42,9
2,26x103  2,9%107 1800 626 34,4
o 2,1%109 1800 126 6,7
Linha: - Bp. Conc. Ge Cel, vid-  Cols. <:o](.1§j ®
~ 2 e B i 5 o
Tabeila 3 -~ Perda da excrecio de gens " 0 veis/ml  testadas
protease em linhagens protease—es— B17-11 1 3, 52;:30—3 o g o 0
taveis de Proteus mirabilis pelo AN oy - B
. . '
tratamento com brometo de etidic 2, " yex10-3 3,1x107 1994 30 1,5
(EB). 0 3,0x108 2000 0 0
Siibolos: (1) - Linhagens referidas = Y TR
. = e
na '[.‘abela t; {b) = Cerca de 5C¢ co- 3 2.!.x10..3 5 Oxﬂﬂ 1700 P &
lonias P~ resultantes do tratamento 2,26x107F 4, sxwg 10 8 ¢,8
pela droga, foram cultivadas em NB a 2,310 580 0 0
e reexaminadas para confirmacao dos Ne17-12 1 3,60x10-2 o o o 0
fendtipos 3,520 1,0x103 1182 12 1,0
3, 27x10"'3 T,5%108 1720 6 0,3
2,2%10-3  1,9w107 1300 3 0,2
2.26x10-3  2,7%107 990 0 0
0 1.92109 2010 0 0
2 3, 52::10-3 ) 8 0
3,2%x10m3 8, 0x105 1090 o o
2,27%10-3  7,06107 3008 ¢ 0
3.26x103 80107 1710 0 0
] 4, 34109 1720 a 0

Determinac&y_ da atividade do EB sobre o cresceimento bacterianc de amostras insto-
vels e estaveis - A Concentracio Minima Inibitdria de EB foi determinada utilizan—
do—se diluicdes em série do corante em MA e expressa em molaridade {27).

Ledo da rifampieing no aparecimento de eelulas P~ em linhagens de Proteus mivabilis
instaveis e estdveis, quanto & excregho de protease - Duas séries de 10 tubos, cada
um contende 1,0ml de NB, foram adicionadas de rifampicina (50 e 5ug/ml} no primeiro
tubo de cada série e submetidas a diluigdes sucessivas e mittiplas de dois. Cada
série teve um de seus tubos isentos da droga, a fim de servir camo controle. Inocu-
lou~se, ainda, em cada tubo, aproximadamente 10° células provenientes de cultura
recente (12 horas a 37¢C). Assim feito, os tubos foram incubados a 37°C, por 24 ho-
ras sem agitacdc. O conteldo de cada tubo, correspondente a diferentes concentra-
¢Oes da droga e controle sem a droga, foi semeado em placas contendo NG e J_mubadas
por uma noite, a 37°C. A diferenciacao entre c&lulas Pt e P~ foi feita cam o auxi-
lio da solucdo saturada de sulfato de amdnio.



Tabela 4 — Agdo da acriflavina no apa-—
recimento de <¢élulas P~, em linhagens
de Proteus mivabilis estaveis e insta-
veis quanto & excrecio de protease.
Simboles: {a) = Linhagens referidas na
Tabela t. A Linhagem L-68 & instavel em
relagio & excregio de protease. A li-
nhagem L~68-1-P¥ & relativamente esta-
vel; (b) = Colonias P7 obtidas pela
acho da acriflavina, foram submetidas a
transferencia pela técnica do carimbo
de Lederberg & Lederberg (19) em meio
NG sem a droga e a seguir retestadas
para o referido carater
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tTabela 5 — Efeito da mitomicina C no
aparecimento de células P~ em linha-
gens de Proteus mirabilis instaveis
e estaveis quanto a excregao de pro-
teasge.

Simbolos: (a) = Linhagens referidas
na Tabela 1. A linhagem L-68 e ins-
tivel em relacao a excregac de Ppro-—
tease. A linhagem L-68-1-P* & rela-
tivamente estivel para esse caratex

Cels. vid~ Coldnias Cols.

S mnl) veis(pfml) testadas TG (¥
i i& &ni L-68m [ 1, 70169 480 31 6,5
Linhagens Conec.  Cels. vid- Colindas Cols, . H 1
veis tostadas -} ¥ 0,5 1,010 714 77 10,8
@ ma/l) (p/ml) il 1,0 1,7x105 870 105 95,7
1.5 5,110 1850 850 108,00
1-86m 0 319 §'2§§33 ggg gg g’g 2,0 3,108 135 135 100,0
0,038 1,8x106 678 100 14,7 Leaei-ze 0 4,0x10] 78 3o
8,078 3,104 715 418 58,5 0,5 1,68 7
0,156 1:2x10§ 148 80 54,1 18 ggﬁg; 1035 8 03
0,312 2,4x10 234 232 89,1 IS et poos 2 R
16815 ] 3, 00109 1100 & 0,5
8,018 3,1x103 1870 4 0,2
8,039  2,7x108 890 0 -
0,078  1,8x105 2010 1 0,04
0,156  1,4x10% 780 0 0
0,312 2,7x103 520 0 0

Tratamento de linkhagens estdveis e instdveis quanto d emcrepdo da protease de Pro-
teus mirabilis pela mitomicina C (MC) - Culturas de linhagens estaveis e instaveis,
desenvolvidas por uma noite a 379C, foram diluidas 100 vezes em meio IB (30ml) e
submetidas 3 agitacio (160 por minuto) até atingir 1,2 x 10° células por ml  (apro-
wimadamente 5 horas). O indcule foi preparado diluindo-se essa cultura, de modo a
conter cerca de 10° cé&lulas em 0,1ml. Bsse indculo foi adicionado em tubos contendo
mitamicina C, nas concentragdes de 2,0, 1,5, 1,0 e 0,5vg/ml. Esse sistema fol entdo
incubado por 48 horas e submetido a contagem diferencial de células P* e PT pe
téonica do sulfato de amdnio. .
Acdo da aeriflavina (AF) no aparecimento de celylas P~ em linhagens de Proteus i
rabilic estaveis e instoveis quanto d excrepdo de protease - Nove tubos contendo
concentracoes decrescentes de AF a partir de 5_até 0,03%mg/ml em NB (volume final
1,0ml) foram inoculados com aproximadamente 107 células de cultura desenvolvida por
@ma noite a 379C. Apds incubacdo por 24-48 horas, a 37°C e sem agitacéo, aliquotas
de cada tubo foram examinadas para viabilidade e diferenciacdc de células P¥ e P7,
em meio NG, pela t&cnica da sclugdo de sulfato de anonioc saturada. :

Twatamento pela elevapgao da temperatura de cultive de linhagens de Proteus mirabi~
7is - Culturas desenvolvidas por uma noite a 37¢C serviram de indculo para 30ml de
N8B (10° cé&lulas por ml). Cada amostra foi incubada em diferentes temperaturas (37,
40, 42 e 44°C) en banho dotado de agitagio reciprocante {100 por minuto, por 24 ho—
ras) . Aliquotas foram retiradas, diluidas e semeadas por espalhamento, em placas NG
e incubadas por 18-24 horas, a 379C. O teste diferencial entre céiulas P* e P~ fol
feito com o emprego da solugao saturada de sulfato de amonio.

Fesultados

A frequéncia espontinea de células P~ pode ser grandemente aumentada pela agio de
brameto de etidio {Tabela 2). As células estaveis {N-17-11 e N-17-12} nac sofrem
e eficiente aclo curagénica desse corante {Tabela 3}.
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Tabela 6 - Acdo da rifampicina no - = ool ”
aparecimento de células P, em 1li=- Jr‘m("a}g a,fg' {mg/md) veisi;};ﬁ t:;)t;éas G;*

nhagens de Proteus mirabilis insta-

2

i svei 3 = L-68m 1 0 1,9%109 788 280 35,5
Vels & estavels q_uanto a excrecao 0,31 1,1x109 453 195 43,0
de protease. 8,62 1,4x1og 331 258 77,9
Simboles: (a) = Linhagens referidas 1,24 L7xm9 893 830 99,7
na Tabela 1. A linhagem L-68 & ins— 2 o 2,810 210 80 32,1

- L TOHABSE AT ns 0,78 1ax0? 440 28 74,5
tavel em relacao a excregio de pro- 1,55 1, 7102 472 432 91,5
tease e a L-68~1-P* & relativamente 3,12 4,6x108 1740 1700 100,0
estavel. ?olon:l.a§ P~ obtidas pe%a Lo6a 1P+ 1 o 4,6x109 750 4 0,5
agao da rifampicina, foram submeti- 0,15 3,4x1og 450 2 0,4
das a transferencia pela técnica do ou 10y e PO
carimbo de Lederberg & Lederberg 1,24 1,7x102 204 00

(19) em meio NG sem a droga e a sa—
guir retestadas para o referide ca-—
rater

A acriflavina atua eficientemente na conversio de células P* em P~, quando amos-
tras instaveis s3o utilizadas. Ewbora as células estidveis nio apresenten venor sen—
sibilidade a sua agfo, ndo se cbserva a referida conversio (Tabela 4). O mesno
acontece com o uso da mitomicina C (Tabela 5). J& com a rifampicina, apesar de mos-
trar um aparente efeito conversor de células P* em P~ em cBlulas instiveis, nio se
rmostra esse efeito em relacio as células estiveis que, por sua vez, s3o muito mais
sensiveis & acdo do antibibtico. Isso faz crer tratar-se de efeito seletivo, onde
celulas P~ tiram vantagem scbre as PF (Tabela 6).

Terperaturas superiores a fisioldgica (Tabela 7), nao parecem ter um significati-—
vo efeito no aparecimento de céluias P e na viabilidade de células instaveis, em
relagao 20 carater protease.

Discussao

A conversao de c&lulas P* em P~, de linhagens instiveis de Proceus mirebilis, &
grandemente aumentada pela agzo de alguns agentes curag@nicos. No caso de linhagens
estavels, essa CoMVersao & muifo menor ou mesmo nAc acontece.

0 bremeto de etidio (EB) & un poderoso agente de cura (4), senpre presente ao la—
do dos corantes de acridina quando se pretende Yeliminar" plasmidios ocu caracteri-
zar elementos extracromossGuicos. Sua acio sobre os Acidos nucleicos e polimerases
do DMA e RNA (30}, sua agdc intercalante entre pares de bases (20) e os seus efei
tos bioquimicos sobre bactérias colocam-no como agente preferencial no estudo de
plasmidios.

O processo de cura pelo BB, em amostras de P. mirabiiis instiveis, foi muito efi-
ciente, atingindo, algumas vezes, 100%. Esse efeito s& foi consegquido mma estreita
faixa de concentragao, onde a variacdo foi de 1,26 x 10—°Ma 3,78 x 10°°M o que
corresponde a uma concentracao alta, quando se sabe que, entre as enterobactdrias,
concentragdes de 6,0 x 10~"M e 2,5 x 10~°M, para o mesmo nimero de células usadas
neste trabalho, sio suficientes (4),

Aparentements ocorreu um processo de cura, ja que a Concentracio Minima Tnibitd-
ria do EB foi a mesma para amostras instiveis e estaveis.

Os corantes de acridina sZo muito eficientes na "cura" do fator ¥ (14). As  acri-
dinas apresentam pouco, se alqum efeito na sliminacio de plasmidios R (24, 31). &
eliminzcao de plasmidic F pelas acridinas parece ser devida a interferéncia seleti-
va na replicacao do plasmidic (15, 32).

Conforme se verifica na Tabela 4, a acriflavina aumenta o nimero de células - de
uma populacao instavel, porém nfo o faz numa populagdo estivel, embora as  células
dessa populaggo P* apresentem o mesmo nivel de sensibilidade 3 droga.

A concentragdo necsssaria para esse efeito variou de 78ug a 312ug/ml, bem maior
do que a encontrada na literatura para outras bactérias gram-negativas (1, 27).

A rifampicina, um derivado da rifamicina (21), tem se mostrado eficiente em eliew
inar plagmidios. '
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Tabela 7 ~ Tratamento pela elevacao da temperatura de cultivo, das
linhagens de Proteus mirabilis inmstaveis quanto a excrecic de pro-—
tease.

Sfmbolos: (a) = Linhagens referidas na Tabela 1. As linhagens L-68m
e N—17Cm szo instiveis em relacio i excregdo de protease

Temperatura de cultivo {<C)

40 42 44
Linha~ Exp. 3
gens n? Col. Col. M Col. Col, & Col. Coi. % Col. Col. %
{a) test. 7 test. i test. P test. 7
1—68m 1 4580 1370 29,9 12000 1920 16,0 3251 590 18,1 8200 1950 23,8
2 G000 1880 31,3 4120 910 22,1 1311 300 22,9 4700 960 26,4
3 4370 1248 28,5 1752 370 21,1 6020 1640 27,2 110 380 34,2
¥17Gn 1 5800 1471 25,4 3121 400 12,8 7100 1500 21,1 2100 480 23,3
2 4400 890 25,2 1113 290 26,1 4520 80 17,5 ise¢ 45G¢ 23,9
3 11180 2600 23,3 6800 1700 25,0 00 1780 25,1 eQ00 1040 17,3

A rifampicina, em concentracéc menor (0,3 a 3,0ug/ml) do que a usada para a k.
coli {5,0 a 7,5ug/ml) (2}, converteu, eficientemente, células Pt em ¥~ de linhagens
de P. mivabilis.

ne celulas PT estiveis mostraram-se muito sensiveis a essa concentracio da droga
e nac se converteram em P, )

2 mitamicina C & conhecida inibidora da sintese de DNA (5, 16). Em doses menores
(1,0 a 2,0ug/ml} do que as utilizadas para geliminacdo dos plasmidios, salicilato,
canfora e naftaleno em Pseudemonas (6, 7, 11, 25), transformou eficientemente celu-
las P+ em P~ de linhagens instiveis de P. mirabilis. As linhagens estaveis P* nio
foram mais sensiveis do que as instiveis, e ndo foram convertidas em P

O crescimento sob temperaturas mais elevadas do que a fisioldgica, revela-se &l-
qumas vezes camo eficiente metodo de cura (3, 12). Resisténcias 3 tetraciclina e
penicilina foram curados sob ac@o da temperatura (44C) am estafilococos, e estu-
dos= cinéticos demenstraram que o crescimento bacteriano, nessa temperaturs, sele-
ciona segregantes livres de plasmidio (22).

2 frequéncia espontfnea de células P™ em P. mivabilis ndo foi aumentada pela agao
da temperatura elevada. Esse método de cura, no entanto, nao tem valor absoluto.
alguns plasmidios ndo se mostram sensiveis a elevagaéo da temperatura de crescimen-—
to, cam acontece com Streptococcus faeciwn, onde a propriedade ureiolitica, que
mostra evidéncias da ser codificada por plasmidio, nEo apresenta efeito significa-
tivo (8).
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Resum

Foram estudados 10 pacientes tuberculosos, com baciloscopia
e cultura positivas, tratados com esquema de curta duragao
constituido de rifampicina, hidrazida e etambutol ou pirazi-
pamida. A avaliagio da populacdo bacteriana, antes e depois
da gquimicterapia, foi feita por dois métedos quantitativos:
baciloscopia direta do escarro, apds coloragac pelo método
de Ziehl-Neelsen e cultura, apos descontaminacdo melo métedo
de Petroff. A populagio bacteriana inicial variou entre
600.000 e 51.200,000 bacilos por ml e 45.450 e 1.51%.250
coldnias por ml de escarro. O decréscimo desta populagao nos
dias subsequentes ao inficio do tratamento nac esta relacio-
nada com a populacdo inicial, seja ela alta ou baixa. Entre-
tante, pela baciloscopla, observa-se que o primeirc exame
negativo e o Ultime positive ocorreram mais precocemente no
grupo de populagac baixa do que na alta. Nos primeiros 10
dias de tratamento verificou-se, em média, uma redugdc na
populacio bacteriana eliminada igual a 33% da inicial, atin-
gindo 2,27 mnos primeiros 30 dias; a contagem de colonias,
nos mesmos periodos, reduziu-se a 31,47 e 1% respectivamen—
te. 0 percentual de colonias sobre o ndmero total de baci-
los, expressio da viabilidade bacilar, exa de 3,67 antes da
medicacao, caindo para 0,3% apos 30 dias de tratamento.

Summary

Decrease of bacterial population of pulmonary tuberculous
patients treated by short course chemotherapy

Ten tuberculous patients positive by microscopy and culture
treated by short course chemotherapy were studied. The
determination of bacterial population, before and after the
chemotherapy was made by two quantitative methods: sputum
direct microscopy by Ziehl-Neeisen method and culture by
Potroff method. The whole population before treatment was
between 600,000 and 51,200,000 bacteria by ml of sputum. The
viable population was between 45,450 and 1,511,250 colonies
by ml. The decrease of the population after beginning of the
treatment is mnot related to the initial populatiom, other
low or high. However, by microscopy, the first negative
result and the last positive were sconer iIn the low
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population tharn in the high. In the £irst ten days of
treatment the decrease level was 337 and 2,27 after 30 days.
The percentage of colonies was rteduced to 31,4% and 1%
respectively. The bacillary viability was 3,67 before the
treatment and C,3%7 after 30 days.

Introdugao

Os métodos bacteriolégicos sdo largamente usados no diagndstico, no controle do
tratamento da tuberculose e na avaliagio da eficicia dos esquemas terapSuticos em-
pregados. Essa eficdcia & avaliada pela queda da populacdc bacteriana, eliminada
pelos pacientes tuberculoscs em tratamento, revelada pela baciloscopia direta no -
escarro ou pela cultuza.

A baciloscopia & mais usada por ser un método simples e rapido, port:anto acessi-
vel para determinar o nimero total de bacilos eliminados pelo paciente, sem consi=
derar se eles estao vivos, se s3o viadveis ou se estZo mortos. A cultura, enbora se—
ja mais demorada e mais trabalhosa, além de apresentar um Indice de positividade
maior do que a baciloscopia, tem a vantagem de revelar apemas os bacilos viaveis,
permitir que se lhe identifique a espécie e testar a sensibilidade do bacilo as
drogas utilizadas no tratamento da tuberculose.

O presente trabalho, visa determinar a velocidade de queda da populacdo macteria~
na total (baciloscopia) e a viabilidade (cultura) dos bacilos isolados de pacientes
tratados com esquema de curta duracdo. Para isto, foram usados métodos quantitati-
vos de baciloscopia e cultura no material colhido em dias alternados.

O nimero de bacilos eliminados no escarro, tem papel relevante na transmisszo da
infecgao. Saber comp reage a populacBo inicial e em que proporcio ela é reduzida
nos primeiros dias de tratamento, tem importancia clinica e epidemioldgica.

Material e Metodos Tabela 1 - Pacientes e esquemas
terapeuticos,

Dez pacientes virgens de tratamento, porta- Simbolos: R = Rifampicina; I =

dores de bacilos sensiveis 3s drogas tubercu- Isoniazida; E = Etawmbutol; Z =

lostaticas, foram internados nas enfermarias Pirazinamida
do Institutc de Tisiologia e Pneumologia da
UFRJ, durante cerca de um mes, e suhmetidos a

o Inicic
un protocolo de tratamento com a duracao pre- N¢  Pacientes N . &
vista de 6 meses, na modalidade assistida. Os tratamento
medicamentos  foram fornecidos pela Central de 01 MAGR 2RZ-2R -2 03.09.82
Medicamentos (isoniazida 100mg - Iaboratorio 02 R.C. ZREL - 2RI -2T 10.09.82
Farmacutico da Marinha; rifampicina + isonia- & ST Immism-21 Aones
zida: 300 + 200mg - Iaboratfric Quimico Farma- 05  J.D.F. 2 RET - 4 BRI £3.10.82

&t ército: etamb arb 06 E.F.C. 2RI -4 RT 09,10.82
zgut:.co do i)xerc;to, | Gta utol  (Myambutol) 07 P.C.A. 2RIZ~2RL-271 28,10.82
0y — Lederle; pirazinamida 500mg — Lafergs, 08 .S, 2REI-2RI-21 10.12.82
Porto Alegre, RS}, 0%  J.M.O. 2 RIZ - 4 R 30.12.82
10 J.C.AS. 2RIZ-2RL-2I  20.61.83

A evolugao bactericlégica desses 10 pacien~
tes fol acompanhada pela baciloscopia (baci-
los/ml) e pela cultura (coldnias/ml}, guanti-
tativas, realizadas em dias alternados, a partir do inicic do tratamento. Foram
examinados 283 amostras de escarro (Tabela 1).

Colheita do material - O escarro foi colhido em dias alternados, sendo a primeira
colheita antes do J.n.'LCJ.O do tratamento; as demais feitas ao acordar, antes de tomar
a medicacgao.

Baoiloscopta quantitativa - Esta técnica foi executada em esfregagos corados pelo
mgtodo de  Ziehl-Neelsen. Para o céloulo do nimero de bacilos por ml de escarro,
utilizou~se o método recarendado por Taman (10}, a sequir descrito:

a) 0,0Inl de escarrc &€ espalhado na lamina, com alga de mque.l—crcxm de 3mm de
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gifmetyo intexmo;

b) Area do esfregaco na lamina (1 X 4cm): 400mm® ;

¢} Exea do campo microscipico com cbjetiva de imersae (10 x 100): 0,02m®. ©
esfregaco todo tem 20.000 campos microsclpicos;

d} nimerc de bacilos na 13mina: contar o nimero de bacilos em 100 campos, o que
corresponde a 0,5% do esfregago. Para ter 100% da limina, multiplicar por 200;

e) bacilos por ml de escarrc - multiplicar o nimero de bacilos na lamina por 100,
por causa do volure de escarro {0,01ml) espalhado na 1l3mina. Exenplo: 340 bacilos
em 100 campos 340 x 200 = 68.000 bhacilos na idmina, 68.000 x 100 = 6.800.C00
bacilos por ml;

f) os pacientes da série foram distribuidos em ordem crescente da populacio
bacteriana inicial e divididos, aleatoriamente, em 2 grupos de 5 pacientes: um Cam
populagio bacteriana entre 600.000 e 6.400.000 bacilos/ml, identificado camo de
"oopulagao baixa"; outro, com populagdo bacteriana entxe 13.000.000 e 57.200,000
bacilos/ml, identificado como de "populacdo alta”.

Tabela 2 — Baciloscopia: decréscime da média dos baciloes eliminados (baci-
los/ml)} em periodos de 10 dias, por 10 pacientes tuberculosos tratados.
Simbolos: * = Oltima baciloscopia pesitiva: paciente 01 aos 82 dias e pa-
ciente 07 acs 90 dias

Grupo Pacientes média Dias de tra
inicial 1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60

a5 660,000 0 84,000 o 0 0 [
Populagio a3 1.200,000 92,000 15.000 i3 1} o] 0
baixa o1 4.000.000 480.000 2,440.000 304.000 180.000  160.000  400.000
(bacilos/mi} ] 6.003.000 3,612,000 260.00C 88.000 532,000  220.000 110,000
02 6.400.000 1.806.000 16.000 5.000 16.000 0 0
Sub-total 18.260.000 5.584.000 2.811.000 397.000 722,000 380.000 510.000
04 13.000.000 1.720.000 T08.600 60.00C 140,000 o ¢
Populagio 09 19,280,000 696,000 125.000 216,000 116.000 48,000 0
alta 10 28.600.080 11.286.000 2.804.000  1.713.000 128,000 0 [
(bacilos/ml) 8 29.280.000  23.464.000 360.000 330.Q00 32.000 o] o
o 57.200.008  11.872,000 4,772,000 904.000 693,000 316.000  220.000
Sub-total 147.360.000  49.138.000 8.765.000  3.233.300 1.109.000 364.000 220.000
Total 165.620.000 55.122.000  11.576.000 3.620.000 1.831.000 744.000 730.000

Cultura quantitativa - Para a descontaminacac do escarre, utilizou-se o método de
petroff, recomendado pela OMS (8). A cultura do escarro chedeceu a sequéncia abaixo
descrita:

a) colocar igual volume de escarro € de hidrdxido de sédio a 4% com vermelho fenol
em tubo de centrifugo com rolha de borracha. Se o escarro & ruito espesso, pode-se
colocar o dobre do volure de hidrdxido de sGdio;

b} colocar no agitador de Kahn por 20 minutos, com o tuko deitado e bem arrolhado.
Esperar 5 minutos antes de abrir o tubo;

¢) neutralizar com acido sulfirico a 10%, gota a gota, lentament2, para nac ultra-
passar o ponto de viragem do indicador;

d) centrifugar por 15 minutos a 3.000rpm;

e} desprezar o sobrenadante e diluir o sedimento, de acordo cam a riqueza bacilar
veirficada ao microscdpio: menos de 100 bacilos em 100 campos: diluix 1:5 e 1:50;
entre 101 e 1.000: diluir a 1:50 e 1:500; mais de 1.000: diluir a 7:500 e 1:5,000.
Semear 0,2ml de cada diluicio no meio de Lowenstein-Jensen, retirando antes a Agua
de condensacao;

f) molhar a superficie do meio com © indicador e colocar na estufa a 37°C con oS
tubos deitados e a rolha frouxa até a secagem (24 a 48 horas). Apertar a rolha e
colocar os tubos em posicio vertical. Fazer a contagem das colcnias apos 28 a 42
dias, oo axilic de lente. Caso haja diferenca nestas contagens, considerar comne
valida a que der maior nimerc de coldnias; ,

¢g) calculo do nimerc de Unidades Formadoras de Colfnias por ml de escarro: malti-
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plicar o nimero de coldnias pela diluicdo e dividir pelo volume de escarro, para
ter o nimero de UFC corrigido; multiplicar por 5, porgue foram sameados 90,2ml do
sedimento diluido em cada tubo, para ter o resultado final em UFC por ml de escar—
0. txemplo: volume de escarrc descontaminado: 2ml, Nimero de coldnias: 50 na di—
luicao 1:5.000. C&iculo: 50 x 5.000 = 250,000: 250.000:2 = 125.000; 125.000 x 5 =
625.000 UFC/ml. '

Tabela 3 - Baciloscopia:

Populacio pias d& tratzmento

percentual ~de queda dos Grpo  Pacientes  indcial  1-10 19-20 2130 3140 41-50 51-50
bacilos eliminados em pe- (%) (8} (%) 3 (&) ] (%)
riodos de 10 dias, por 10 ) 05 06,0 0,0 14,1 0,0 G0 08,8 0,0
paclientes tuberculosos Populacao G3 100,0 7.7 1,3 0,0 6,0 0,0 0,0
tratados baiva 01 00,0 12,0 61,0 7,6 4,5 4,0 10,0
ra 06 100,0 60,2 4,3 14,5 69 3,7 18
02 100,00 28,1 2,25 ¢,08 {,15 0,0 0,0

Sub-total 100,6 32,8 15,4 2,2 4,0 2,0 2,8

04 100,0 13,2 5% 6,5 1,0 0,0 0,0

Populagio 08 100,0 3,6 0,6 1,1 0,6 0,25 0,0

alta 10 16,0 39,5 9,8 60 0,4 0,0 0,0

08 10G,0 80,1 1.2 1,1 0,1 0,6 0,0
07 t00,06 21,0 83 1,6 1,2 0,5 0,38

Sub-tatal 160,0 33,3 5,5 2,2 0,8 0,2 0,

Total 00,0 33,3 7,6 2,2 1,1 0,4 0,4

Resultados

A populagao bacteriana inicial, total ou viivel, varia em funcdo da forma clinica
de cada paciente, £ importante avaliar o comportamento dessa populacas na primeira
fase do tratamento, chamada "fase de atague”, pelo exame de escarro dos pacientes
em dlas alternados. Para verificar se essa populacBo injeial, total ou vidvel, tem
influéncia nos resultados, os 10 pacientes foram separados em dois grupos de 5,
chamados de populagdo "baixa® ou “"alta" e os resultados apresentados pela média do
nimero de bacilos eliminados ou de colBnias chtidas apds periodos de 10 dias (media
de 5 determinacces) de tratamento, até a negativagdo.

Pelos dados da baciloscopia (Tebela 2), verifica-se que hi grande irregularidade
na gqueda da populaczo bacteriana inicial dos 10 pacientes cbservados. Esta queda,
em média, foi bastante acentuada desde os primeiros dias de tratamento. Apds 60
dias, decresceu de 18.260.000 iniciais para 510.000 bacilos/ml no grupo de popula-
gao alta e de 147.360.00C para 220.000 bacilos/ml no grupo de populacio baixa.
Quanto a negativagdo, aos 30 dias de tratamento, 2 dos 5 pacientes do grupo de po-
pulagéo baixa estavam negativos, ao passo qgue no grupo de populacio alta, nio houve
negativos. Apenas 2 pacientes tiveram baciloscopia positiva apds 60 dias de trata-
mento, sendomdogrupodepopulagéobabcaoa‘nBZdiaseoutfodogrupodepopuJa—
gao alta, com 90 dias, embora em niveis baixos.

Tabela 4 -~ Cultura: de-

i : Pacientes Populacio Dias de tratamentc
crescime da media de co- inicial 110 11-20 21-30 31~40 4150 5160
lonias obtidas de baci- 02 45,450 33.606 533 52 308 o 3%

P - fopulagio balxa 03 75.000 8.740 275 17 o - 2
los  eliminados  (colo {coidrias/ml) & 105,000 120126 4.483 70 27 - &
nias/ml}, em periodos de 08 125.000 7.938 1347 1214 C.251 495 g9
10 dise or pacientes o5 375.000 11 20035 32 <256 183 -

b l, p tratados Sub-total 735450 62551 8,763 1.385 3128 &7 170
tuberculosos tratacos. } i0 500.000  136.341 146919 16.205 360 169 0
Simbolos: * = Este pa- Sopulacdo alte 04 590.060 27.190 5,445 1.565 363 13 9
. P, {colonzas ) 09 433.333 253508 3.766 425 959 93 1
ciente  teve a ultima 07 937.000  436.320 269.299 19,346 2.066 9§ 258
cultura positiva apds 78 08 1.551.250  675.333  72.208 11.613 167 o -
dias de tratamento \ Sub-total 4.411.583  1.550.892 495.137 49.158 3.675 1.202 260

Tota)l 5,137,000 1.613.243 503.900 50.543 €.8503 1.880 430




Tabela 5 — Cultura: per- = Din: de tratments

centualﬁde gueda da media Pacientes  inicial  1-10 1120 21=30 3140 41-50 51-860
de colonias obtidas dos (%) (%) (%) () (%) (%) 53]
bacilos eliminados (colo- 02 10,0 74,6 3,4 01 1,3 0,0 0,08
. P Fopriiacio 03 00,0 12,0 0,4 0,02 0,0 - 0,0
nias/ml) em pericdos de Paia 01 00,0 11,5 43 0,07 0,3 - 0,06
10 dias, por 10 pacientes 06 100,06 6,4 1,1 1,0 1,0 0,4 &£,05
ruberculosos trarados 05 10,0 0,03 0,5 6,008 0,3 0,05 0,02
Sub-total 100,0 86 1,2 0,2 0,4 0,09 0,02

10 108,0 28,0 29,0 3,2 0,07 ©,03 0,0

Populagio 04 100,0 4,6 ©,9 0,3 0,02 0,003 0,0
alta 09 100,0 30,4 0,4 0,05 0,5 0,00 0,0001

07 100,0 48,0 28,7 2,6 8,2 0,1 0,03

08 100,0 43,5 4,6 0,7 0,007 0,0 -
Sub-total 100,0 3,1 11,2 1,5 0,06 0,003 0,005
Total 100,80 3,4 9.8 1,0 0,1 5,4 9,008

Pelos percentuais das mé&dias de bacilos por mililitro de escarro (Takela 3}, cb-
serva-se gque o decréscimo se processa de maneira bastante nitida, embora sem regu-
laridade, entre os 5 pacientes de cada grupo. Nos primeiros 10 dias, os percentuals
calram a niveis praticamente iguais {32,8% e 33,3%), atingindo 2,2% no 309 dia de
tratamento e aocs 60 dias, 2,8% e 0,1% respectivamente.

Na Tabela 4 s30 apresentados os resultados das culturas, tendo side obedecidos os
mesos critérios de anAlise usados na baciloscopia. Chserva-se que a populagao de
bacilos wviaveis apresenta queda sistematica e wais wiforme do que a baciloscopia,
a partir dos primeiros dias de tratamento. No grgpo de populacio baixa, o nimero de
coldnias caiu de 725.450 para 170 e no grupo de populagac alta, de 4.411.583 para
260 coldnias/ml aos 60 dias de tratamento. 2pds 30 dias de tratamento, nZo houve
negativagio em qualquer dos 10 pacientes. Pos 60 dias, houve 3 pacientes positivos
no grupo de populacio baixa e 3 no de populacdo alta. Apds este periodo, apenas um
paciente teve cultura positiva sos 78 dias de tratamento.

Pelos percentuais das médias de coldnias/ml de escarro (Tabela 5}, cbserva-se que
a populacio vidvel cai mais rapidamente no grupo de populagio baixa (8,6%) do que
no grapo de populagio alta (31,4%) nos primeiros 10 dias de tratamento; depois dos
30 dias, a queda & maior no grupo de populacdo alta. Ros 60 dias, estes percentuais
calram a 0,02% e 0,005% respectivamente.

Verifica-se qie no grmpo de populaciio baixa (Tabela 6}, a primeira baciloscopia
negativa ocorreu 17,6 dias antes do que no grupe de populagac alta, engquanto que a
primeira cultura negative no grupo de populagio baixa ccorreu 5,6 dias depois da
alta, o inverso portanto. A {iltima baciloscopia positiva no grupo de populagdo bai-
xa ocorren 12,8 dias antes do grupo de populacio alta, enquanto que a Oltima cultu-
ra positiva ocorreu 5,2 dias antes do que no grupo de populacdo alta.

Tabela 6 — Evolucio bacterioldgica Baciloscopia Cultura
4os grupos com populacdo baixa ¢ Populagic  Pacientes Primedro (Cltimo Primeire  Gltimo
alta. Dias nos quals ocorreram © bacteriana m‘-‘ium pos o negativo Pos;t"“'o

primeirc exame negativo e o ultimo

. - . e 05 2 20 88 50
positivo, em relagao ao inicio do 03 10 16 16 22
tratamento. o Baba 8(15 12 23 f;g Zg
Simbolos: * = A prilmelra cultura 0z g 38 26 54
negativa ocorreu 3,6 dias antes,  qotal 46 216 244 238
no grupo de populagéo alta; a = Dias zgia 9,2 43,2 48,8 47,6
Diferenca entre medias estatisti- 04 10 6 36 50
camente significativa (tr = -2,99, Alea % gg gg 3 i“;
p < 0,02); b, ¢, d = Diferenca en- 08 3% 34 36 38
tre medias estatisticamente insig- o7 66 122 58 8o
nificantes (t = -0,61 e p > 0,50; pias TOERL 184 280 216 264

MEdia 26,8 56,0 43,2 52,8
t = 0,40ep > 0,60; t =-0,53e piferenca 7.6 12,8 5 6+ 5,2

p > 0,60, respectivamente)
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Cs resuitados da Tabela 7, per- Tabela 7 - Viabilidade médiz dos bacilos eli-
mitem comparar a queda da popula- winades por 10 pacientes tuberculosos nos 32
G0 bacteriana inicial, pela média dias de tratamento.
dos 10 pacientes, pela bacilosco- Simbolos: bac = Bacilos; col = Coldnias
pia e pela cultura, em dias alter-—
nados. Ja nos primeiros dias de
tratamento, a populagado bacteriana Diss d=  Baciloscomia Cultura %

(colbac)

. N P tratemento {bac/ml) fool/md

comeca a cair de meneira signifi- 5 pos /ooc ol /ml) .

. = A . .124, 100,86  1.394.409  100,0 3
cativa ate atinglr, pela bacilos- 2 13.349.400 40,3 402,920 33,7 30
copiz, 0,5% e pela cultura 0,03% 4 17.698.000 53,4 424.003 35,5 2,4
: o tamento, 3 5.740.000 29,4 385.830 32,2 4,0
nos 3.2 dlas de tra to. 8§ 4.848.000 14,6 143,176 12,0 2,8
A viabilidade da populagiic bac- 10 2.720.000 8.2 56.501 4.7 2.1
teriana antes e durante o trata— 12 4.068.600 12,3 130,184 10,9 3,2
- = 14 2.093.000 6,3 41,962 3.4 2,0
mento e expressa pela proporgeo 16 2.429.330 7,3 220.628  18.4 3,1
entre o mmero de colonias sobre o 18 1.240.000 3,7 60,565 5,0 4,9
7 ; T 20 2.015.000 6,0 13.660 1,1 0,7
nerc total de bacilos elimina: Pt 485000 B s 7 e
dos, por mililitro de escarro. A 24 505,006 1,5 9.692 G,8 1,9
viabilidade inicial era de 3,6%, z | s gfgg 0.3 0.7
caindo, avbora de manelira  irrequ- 30 “384. 000 1.2 24,508 2.0 614
lar, para 0,3% ac final de 32 32 156,660 0,5 410 0,03 8,3

dias. De 16 determinacles, 11 es—
tiveram abaixo e 5 acima do nivel
inicial.

A Tabela 8 registra o decréscimo global da populacio bacteriana eliminada , ava-
liada pela baciloscopla e pela cultura, permitinde concluir que a populagdo viavel
se reduz mais rapidamente, embora guardando proporc o cam o decréscimo baciloscedpi-
co. Pela média de todos os pacientes, o nimerc de bacilos caiu para 33,3% aos 10
dias, chegando a 2,2% da populacio inicial ao fim de 3¢ dias de tratamento. Pela
cultura, esses percentuais foram 31,4% e 1% respectivamente.

Discussao

C exame de escarro, sequndo Farer (3) & o melhor método para avaliacioc do momento
em gque 05 pacientes sob tratamento, deixam de ser infectantes. A cueda da populacao
bacteriana eliminada se processa a partir dos primeiros dias de medicagdo, saben-
do-se que os bacilos podem desaparecer do escarro antes de m mes, ou manter-se em
niveis baixos de eliminac3o pror virios dias.

Para melhorar avaliagic e camparacfc dos resultados, os metodos bacteriolégicos
foram adaptados. No caso da baciloscopia, em lugar de exprimir seus resultados em
fungao do nimero de bacilos por campo microscdpico, a referéncia passcu a ser pelo
nimero de bacilos eliminados por mililitro de escarro, sequndo © método preconizado
por  Tamam (10). Identico procedimento houve com a cultura - foi caloulado o NEEro
de Unidades Formadoras de Coldnias, também por mililitro de escarro, conforme adap-
tacao introduzida pelos autores no método usado por Yeager & col. (11). Estes auto—
res em 1967, haviam constatado a diminuicio logaritmica do nimero de bacilos encon—
trados no exame direto de escarro de doentes tratados, verificando que o declinio
carecava apds 2 semanas do inicio da medicacdo, continuando de meneira variivel nos
pericdos subsequentes.

A populag3o bacteriana inicial decresce de maneira rapida e sistemitica no inicio
do tratamento. Entretanto, foram verificados alguns resultados irrequlares, inter-
pretados camo  decorrentes da colheita inadequada da amostra, da irreqularidade na
distribuicao dos bacilos no escarro, da técnica de selecdo Ga particula a ser uti-
lizada no preparo do esfregaco ou da possivel variacic na eliminacio bacilar, por
parte dos pacientes. Khomenko & Tchukanov (6) observaram relacgio entre a velocidade
de negativac@o e a populacdo bacteriana inicial, o que nio Fficou claro no presente
estudo, quando se trata da populacac viavel. Observa-se que o nimero total de baci-
los revelados pela baciloscopia cai mais lentamente do que o nimerc de coldnias,
cbservado pela cultura em ambos os grupes, de populagao bacteriana baixa ou alta
(1}, Rpenas um paciente do grupe de populacio alta téve a ltima cultura positiva
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apds 78 dias de tratamento.

A significincia da diferenca entre as médias foi avaliada pelo teste t de Student
para amostras ndo pareadas (Tebela 6). O tempo médio de tratamento car © qual se
verificou a primeira baciloscopia de escarro negativa, fol significativamente menocr
no grupc de pacientes com populacdo bacteriana baixa. Entretanto, os dois grupos
nao diferiram significativaments quanto ao tampo médio de tratamento com o qual se
verificou a fltima baciloscopia positiva. Esta afirmativa também & verdadeira para
os tempos médios de tratamento com os quais ocorreram a primeira cultura de escarro
negativa e a Qltima positiva.

Vistoqueéusadommlmedeescarmeosedﬁmtodomterialdescontmninadoé
usado para a semeadura, alguns fatores de variac@o acima apontados deixam de ter
influencia nos resultados. Assim, a cultura oferece resultados mais wiformes du-
rante og suwessivos periodos de acompanhamento. Sabe-se que na populagdo bacteriana
eliminada encontram-se bacilos vivos, invidveis ou mortos € ¢ue as coldnias podem
ser originadas de bacilos isolados ou de grupos de 2 ou mais bacilos. Estes fatores
nic permitem que haja proporcicnalmente entre o nimero de bacilos e as diluigles do
sedimento sameadas, conforme foi assinalado por Bercea & col. (2}, Ie Lirzin & Ca-
netti {7) e Jindani % col. (5), sem prejuizo para a interpretacdc dos resultados.

A viabilidade do bacilos & também influenciada pelo tratamento (Tabela 7). Das 16
determinactes, en dias alternados, 11 ficaram abaixo da inicial de 3,6% ¢ 5 acima,
refletindo a queda da viabilidade scb a agdo da medicacdc. Esta viabilidade ini-
cial, sequndo Hobby & col. (4), pode ser influenciada pele processc de descontami-
nacic. O método de Petroff, cam neutralizacfio logo apds a agitacdo de 20 minutos,
reduz o efeito do hidrdxido de s6dic scbre os bacilos, permitindo o crescimento até
na diluicio de 1:5.000. Considerando que a infectividade & proporcicnal ao nimero
de bacilos eliminados e a sua visbilidade, pode-se inferir que ela, nos pacientes
chservados, ‘seja bastante reduzida em relagdo ac periodo anterior ao tratamento
(9}.

Conclusces

1. A bacteriologia & importante na avalia-
cio da eficicia dos esquemas terap@uticos
para tratamento da tuberculose. A modalida—
de de curta duragi & una valiosa arma para

Tabela 8 - Baciloscopia e culturar
decréscimo da populagao bacteriana
eliminada por 10 pacientes tubercu-
losos tratados.

Simbolos: bac = Bacilos; col = Colo-
nias

o ontrole da doencga. :
2. As técnicas de baciloscopia e cultura

. . =~ - . - Dias de Baciloscopia Cultwras
quantitativas sao de facil execugao e quan— tratamento {bac/ml) ® {col/m) &
do reallzadz‘ts na fase }m.cz.al de atac;u@, 2 165.620.000 100,08  5.137.000 100,0
fornecem valiosa informagao sobre a efica— 1-10 55,122,000 33,3 1.613.443 31,4

: ks {tem avali 11-20 11.576.000 7,86  503.900 9,8
cia terapeutica. Elas permitem avaliar o 21030 3e20.000 2,2 50,583 1,0
comportamento da populacadc bacteriana sob o 31-40 1,831,800 1,1 6.803 0,1

i da medi 20, 41-50 744000 0,4 1.880 0,04
efeito cacao 51-60 730.000 0,4 430 0,08

3. A populagdo inicial eliminada pelos pa-
cientes & muito variavel, nfo =0 pela baci-
loscopia camo pela cultura, dependendo da
forma clinica do peciente.

4. A reducio da quantidade de bacilos eliminados pelos pacientes € precoce e signi-
ficativa no sentido de reduzir a infecciosidade dos pacientes a partir dos primei-
ros dias de tratamento.

5. A queda percentual do nimero de bacilos e de colonias ndo estd relacionada cm a
populagdo bacteriana inicial, seja ela baixa ou alta. '

6. O tempo médio de tratamento com o qual se verifica a primeira baciloscopia e
escarro negativa foi significativamente menor no grupo de populacdo bacteriana bai-
xa, © mesmo ndo ocorrendo com a Gltima baciloscopia positiva e a prireira cultura
negativa e a Ultima positiva. ’
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Resumo

Satenta & duas amostras de V. gonorrhosae isoladas a partir
de secregoes wuretrals de pacientes do sexo masculine foram
testadas frente a diversos antimicrobianos, determinando-se
as Concentracdes Inibitdrias Minimas, pelo metodo de dilui-
¢dc em agar. Os resultados obtidos sao relatados nas Tabelas
i e 2. CorrelacOes positivas foram encontradas entre todos
os antimicrobiancs testados. Os dados obtidos sac comparados
com os de outros autores e discutidos, bem como os metodos
utilizados.

Summary

Pattern of susceptibility of Neisseria gonorvhosas against
antimicrchials in Belo Horizonte area

Seventy samples of HN. gonorrhceace isolated frem uretral
secretions of male patients were tested over against several
antimicrobials; the Minimus Inhibitory Concentrations were
determinated by the agar diluition method. The results are
related in Tables 1 and 2. Positive correlations were found
among every tested antimicrobes. The obtained results are
compared with those of other authors and discussed, as well
the utilized methods.

Introducao

Por muitos anos, a suscetibilidade de N, gonorrhoeqe a antimicrobiancs vem sendo
estudada em muitos paises (6) e um gradual acréscimo na resisténcia tem sido dbser-
vado (17}. '

A ocorréncia de cepas de gonococos, resistentes 4 penicilina e a outras drogas,
tat-se  tornade um  importante problema (28), uma vez que o aumento da resisténcia
temn sérias implicagfes no tratamento da infecgdo (2}). A Importancia desta

Rev. Microbiol., S@o Paulo, 15{4):217-221, Out./Dez. 1984.
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resisténcia é reforgada pela cbservacao de que a incidéncia de infecedes por N. go-
norrhoeae tem aumentado em diversas partes do munde (2, 4, 13, 17), sendo a situa~
gao descrita por alguns autores como epidémica (32).

Desde que fol verificado o aumento da resisténcia do gonococo & penicilina, as
dosagens utilizadas para o tratamento foram sendo progressivamente aumentadas, e
tratamentos alternativos passaram a ser usados (23). Entretanto, os dados recolhi-
dos de trabalhos realizados por diversos pesquisadores na Gitima década, determina—
ram que a sensibilidade do gonococo ndc diminuiu apenas em relagio a penicilina,
mas tanbem em relacdc a outros antimicrobianos (2, 6, 16, 19, 23, 25, 30, 31). Es-
tags pesquisas levaram tanbém A constatacic da existéncia de d.lferenc;as regionais
entre os padrdes de sensibilidade (7 9, 16, 27).

Cepas de . gonorrhosae s3o sensiveis a virios antibidticos, am diferentes con—
centragdes. Nos estudos reportados as sensibilidades relatadas variam grandemente
de pals para pals, assim como a proporcdo de cepas mais sensiveis e cepas menos
sensiveis (3).

A determinagdc das Concentragdes Inibitdrias Minimas para isclados de ¥.gonorrho-
eae torma-se pols, importante, porgue © aumento das CIMs leva & necessidade de
aumento das doses eficientes para o tratamento da infecgzo (2, 9). A efetividade da
droga, no tratamento da gonorréia, nao pode ser determinada apenas pela  suscetibi-
lidade do gonococo "in vitro", mas associando o conhecimento desta suscetibilidade
a cutros fatores como o grau de absorgao, concentracdo sanquinea e via de excrecad,
se terd base para a selec@o do antimicrobiano adequade (12).

Por ocutro lado, fortes correlactes tfm sido encontradas entre as Sensibilidades
do gonocooo a antimicrobianos de estruturas diferentes e diferentes modos de agdo,
tando side verificado que quando ocorre resisténcia a um antibidtico, esta resis-
téncia tende a registrar-se também em relacizo a outros antibidticos testados (6,
11, 14, 18, 20, 23, 28, 31}, sendo que estas correlagles ocorrem com maior intensi-
dade nos niveis mais altos de resisténcia (23).

Deve ser registrado que, ate a presente data, nenhuma pesquisa havia sido reali-
zada em territdrioc brasileiro, visando a determinacio dos niveis de sensibilidade
do gonococo aos antimicrobiancs rotineiramente utilizados no combate & blenorragia
no Brasil.

O presente trabalho cbhietivou determinar experimentalmente a faixa de suscetibi-
lidade da V. gonorrhceae, isolada em nosso relo, aos agentes antimicrobianos testa-
dos, suas Concentragbes Inibitdrias Minimas, bem como analisar possiveis correla-
¢oes entre suscetibilidades acs diferentes antimicrobiancs e cawparar os dados ob-
tidos can 03 de outros paises.

Estes oogeLvos apoiam-se na afirmacdo de Finger & Handke {3} d& que c© conheci-
mento sobre os niveis de sensibilidade do gonococo & a proporcas de ¢epas mals sen—
siveis e menos sensiveis € essencial tanto para ¢ ajustamentce dos esquemas de tra-
tamento, como para © estudo epidemioldgico e os procedimentos de controle.

Tabela 1 - Concentragces =

ey e . r x P Concentragtes em ricroqramas/ml

Antibiotions
Intlfl‘forls’? Mmlrtt:iastdgs 7 0,005 0,01 0,05 0,01 0,25 0,5 1,0 2,0 4,0 54,0
antimicrobianos testados,
- ! > 3 8 % 17 4 7
frente a HNeisgerte go- T 2 10 29 0 1 4
norrhoeae.  Numero de i
amostras: 72 c 2 12 % 15 12 5
Simbolos: P = Penicilina; B 4 132 18 4
T = Tetraciclina; C = Ce- E 7 » 2 & > 2
faloridina; R = Rifampi- & I % 7 2
c 1 7 42 1 s 3 2

cina; E = Eritromicina; A
= Ampicilina; C = Cloran-
fenicol
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Tabela 2 — Concentra-—
goes Inibitorias Mini-  Antikifticos
mas dos 7 antimicrobia-
nos testados frente a
Neisseria gonorrhoeae.
Numero de amostras: 72,
Resultados expressos em
percentual.

Simbolos: P = Penicili~
na; T = Tetracilina; ¢
= Cefaloridina; R = Ri-
fampicina; E = Eritro-
micina; A = Ampicilinaj
C = Cloranfenicol

Concentragdes em microgramas/ml
0,085 0,01 0,05 0,1 0,28 0,5 1,0 2,0 4,0 »4,0
11,1 50,0 23,6 5,6 9,7
2,7 13,9 30,6 27,8 19,4 5,6
2,8 16,7, 36,1 20,8 16,7 6,9
5.6 18,0 44,4 26,4 5,6
$,7 40,3 29,2 11,3 6,9 2,8
45,8 19,5 22,2 9,7 2,8
1,4 8,7 58,3 18,7 6,9 4,2 2,8

O X m w0 8w

Material e Matodos

Foram examinados 98 pacientes portadores de infecgio uretral aguda, que recorre-
ram ao Centro de Salde Carlos Chagas e ao Anexo de Dermatologia do Hospital de Cli-
nicas da Universidade Federal de Minas Gerais, tendo sido obtidas 72 amostras de V.
gonorrhoeae. ACs pacientes selecionados, fol solicitade o preenchimento de um ques-
tionario, que visava camplementar, com dados paralelos, os cbjetivos desta pesquisa
(dados ainda nao publicados).

2 secrecdo uretral foi coletada cam alca de platina e imediatamente semeada em
meio de Thayer & Martin (23). As placas semeadas foram incubadas sem depora, en at—
mosfera parcial de (02 a 379C. As secregoes foram semeadas e incubadas no local da
coleta pols este procedimento apresenta resultados marcadamente superiores aocs cob—
tidos no laboratdrio apds o transporte dos espécimes (8).

Bpds incubacac de 24 horas, as placas foram examinadas para coldnias suspeitas. A
identificacdo do gonococo foi haseada no exame da morfologia colonial, no  estimulo
do  crescimento em atmosfera de CC2 e no exame da morfologia celular em laminas co-
radas pelo método de Gram e preparadas a partir da colonia suspeita. Foi igualmente
testada a capacidade de fommacao de oxidase (5) com ¢ reativo di-metil p-amincani-
lina mono-hidroxi~clorada (Merck). Foram realizadas provas confimmatdrias de iden~
tificacae, testando-se a capacidade dos isolados em fermentar os aclcares glicose,
mzitose, sacarose e lactose (1, 15) no meio CTA (BBRL)} (26).

Apos a identificacdo ter sido levada a efeito, as amostras foram submetidas ao
teste de suscetibilidade aos antibidticos pele método de diluigdo em agar (22) para
se obter a Concentracic Imibitdria Minima. Os antibidticos utilizados foram penici-
lina, rifampicina, cefaloridina, ampicilina, tetraciclina, eritromicina e cloranfe-
nicol, em concentracdes variadas (Tabelas 1, 2 e 3}. A Concentracac Inibitdria Mi-
nima fol considerada can a que inibiu campletamente ¢ crescimentc bacteriano. 0Os
resultados cbtides foram analisados estatisticamente pelo Coeficiente de Correlagao
de Spearmam (6).

Resultados

Entre todas as amostras isoladas, 72 apresentaram boas condigles de isolamento e
identificacdc e foram submetidas ac teste de suscetibilidade que determinou a CIM
dos varios antibidticos testados (Tabelas 1 e 2).

A Tabela 3 traz um quadro camparativo entre o presente trabalho e outras pesgui-
sas realizadas, em diversos paises, em relagi3o a suscetibilidade do gonococo 3 pe-
nicilina.

As concentragdes das drogas sdo expressas em microgramas/ml.
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Discussan Tabela 3 — Perfil parcial da sensibili-

dade do gonococo i penicilina, segundo

No Brasil, o pexfil dJde sensibilidade alguns trabalhos publicades na ulcimag
do gonococco a drogas antimicrobianas, década

até a presente data, nio havia sido de-

terminado, nao existindo pois, um termo - v
de conparacic adecuado para este  traba- Autores e Referéncia

4 - Bibliografica 0,05 0,1 ©,5 1,0
jho, e a camparagao can trabalhos reali-
zados  em outros paises fica prejudicada — fhillps 1970 (18) 6,4 3,3 52 -
devido ac usc, pelos diversos autores, toses & col. 1973 (16) 32,8 463 20,5 -
de técnicas diversas e n3c wmniformizadas Robscn & Salit 1972 (231 39,0 47,0 14,0 -
{24, 27). Entretanto, considerando-se os stolz & col. 1974 (28) 61,6 27,1 11,3 -
valores de CIMs relatados por diversos Shahidullah & Greaves 1975 70,0 27,0 3,0 -
pesquisadores em trabalhos realizados Meheas & col. 1976 (14) 58,0 40,0 20,0 -
nas décadas de 60 e 70, os dados obtidos Finger & col. 1976 (3} 87,7 10,1 2,2 -
nesta pesquisa, levam a supor que tambam Varboof & col. 1978 (30) 43,0 41,4 9,6 -
no Brasil tenha havido deglinic de sen— Green 1978 (5) 20,6 56,8 22,6 -
sibilidade da #. gonorrkoeqe aos antimi- 51 4 col. 1978 (2 50,3 45,1 4,6 -
crobiancs, ainda que em menor nivel. Presentes resultados 84,7 15,3 5 -

O fato de nossos dados concordaram
apenas em parte coom agqueles relatados

por cutros pesquisadores vem, de certa

forma, confirmar a afirmacao de alguns autores de que existem diferencas geografi-
cas nos padroes de sensibilidade da ¥. gonorrhosce aos antimicrcbianos (10, 186,
27).

Fortes correlagdes positivas foram encontradas entre todos os pares de antimicro-
biancs testados.

E sugerido que programas que cbietivam detectar mudangas na sensibilidade do go-
nococe  aos antimicrobianos, devam ser efetivados, visande procedimentos racionais
na terapia da infeccao gonocdcica (23) e o presente estido podera servir de base
para oomparagoes oam trabathos futuros. Para gue possamos ter um real perfil da
sensibilidade do gonococo aos antibidticos no Brasil, faz-se necessario que pesqui-
sas camplementares sejam realizadas, principalmente, em regices de caracteristicas
stcio-culturais diversas das encontradas na area onde o presente trabalho foi ela—
borado.
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Resamo

& produgao de enterotoxina termoestdvel (ST) e a invasibili-
dade foram estudadas em 58 amostras de Yersinig (54 Y. ente-
roeclitica, 3 Y. frederiksenii, e 1 Y. intermedia), isoladas
do homem e de cdes na cidade do Rio de Janeiro. A& invasibi-
lidade foi pesquisada em cultura de células Hela e pelo tes-
te de Serény, enquanto que a enterotoxina ST foi pesquisada
pelo método do camundongo recém-nascido, 98,1% das amostras
de Y. enterocoliticg invadiram células Hela, 88,97 produezi-
ram enterotoxina ST e 64,8% provocaram conjuntivite intemsa
no cobaie, sem causar ceratite; n3o se observou diferencas
entre as amostras isoladas do homer e de caes., As amostras
de Y. frederikseni? e Y, intermedie mostraram-se nzo invaso-—
ras, nos dois testes utilizados, sendo que todas as amostras
produziram enterotoxina ST,

Sunmary

Invaston and  enterotoxin production by Yersinia
enterocolitica and atypical JYersinia isolated from humans
and dogs in Brasil :

Fifty eight Yersinia strains (34 Y. enterceolitica, 3 Y.
fredertksenit, 1 Y. <ntermedia), isolated from humans and
dogs, in Rio de Janeire, were studied for invasion and
heat-stable (ST} enterotoxin production. Invasive ability
was searched in the guinea pig eye (Serény test) and in Hela
culture cells, and ST enterotoxin was assaved by the
suckling mouse test. 98.1% of the Y. enterocolitica strains
were able to invade Hela cells, 88.9% produced ST
enterctoxin, and 64.8% evoked severe conjunctivitis in the
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guinea pig, without evoking keratitis; there were not
differences among the strains isolated from humans and dogs.
Y. frederikeenii and Y. <intermedia strains did not show
invasion in both tests utilized but all the strains produced
ST enterotoxin.

Introducio

0 género Yersinia compreende atualmente, varias espécies (1, 2, 3}, sendo que a
espécie Y. enterccolitica & constituida de 5 bidtipos bem definidos (bictipos 1 a
5), de acordo can o esquema de biotipagem proposto por Wauters (21). Alguns bidti-
pos de Y. enterccolitica sdo c¢laramente adaptados ac hoamem e a certas especies ani~
mais, nos quais manifestam sua patogenicidade, enguanto outros e as especies Y. in-
termedia, Y. frederiksenii e Y. kristensenii, s30 usualmente iscladas do meio am-
biente (9). Estas trés Ultimas espicies, anteriormente dencminadas de yersinias
atipicas, bem como os biStipos ndo adaptados de Y. enterccolitica, raramente estio
associados a infeccOes hwmanas, podendo, entretanto, comportar-se como  patogenos
oportunigtas ou entae sevem encontrados em individuos ou animais sadios (2, 3, 9,
20}.

Pouco se conhece schre os fatores de viruléncia dos diferentes biosorotipos de Y.
enterocolitica, bem cam das espécies atipicas do género. Portanto, o presente tra—
balho tem por chietive estudar a habilidade invasora e a produgio de enterotoxina
ST em alguns bidtipos, sorotipos e fagotipos de Y. enderocolitica e nas espaices de
Y. intermedia e Y. frederiksenii isoladas, no Brasil, de seres humanos e caes.

Material e Metodos

Amostras - Foram estudadas 58 amostras de Yersinia, iscladas de fezes, sendo 15 do
homem e 43 de cles na cidade do Rio de Janeiro, no periodo de 1978 a 1980.

A caracterizacio das amostras em biStipos, sorotipos e fagotipos foi realizada no
Instituto Pasteur de Paris, por especial gentileza do Dr. H.H. Mollaret (Tabela 1).
Na determinacdc do bidtipo, fol utilizado o sistema API20 e APIS0 (RBnalitab Pro-
ducts Inc.) e os testes bioguimicos adicionais recomendados por Wauters (21). Para
a sorotipagem, foram utilizados os 34 soros anti~O de Y. enterocolitica (22, 23) e
na fagotipagem eampregou-se a técnica e og fagos recomendados por Nicelle & col.
£€10) .

Pesquisa de imvasibilidade - a. Em células HeLa - Foi utilizado, basicamente, o mé-
todo descrito por Iee & col. (7), diferindo apenas no fato de que a motilidade das
amostras ndo foi ativada, tendo em vista outros dados publicados (17): b. Em olho
de cobaio - Foi empregado o método de Serény (15}, sendo o indculo para o teste cb-
tido a partir de amostras cultivadas em "tryptic soy agar" (Difco}, incubadas a
250, por 48 horas {5). O crescimento bacteriano foi suspenso em salina a 0,35%, de
maneira a se cbter ac redor de 10 cel./ml, sendo 0,1mi desta suspensao inoculado
no saco conjuntival do animal, que foi cbservado, dlariamente, por sete dias.

Pesquisa de enterotoxina termcestdvel (ST) - Foi realizada de acordo cam o método
de Dean & col. (4), conforme descrito anteriormente (11}. Para o preparo do indou-
i0, &5 amostras foram cultivadas, em 25ml de meio (casaminoacidos 2%); extrato de
levedura, 1%; glicose, 0,4%: pH 8,5), scb aeragao constante, por 48 horas a 25<C.
Fm sequida, a cultura foi centrifugada sob refrigeraczo, a 10.000rpm por 20 minutos
{12)}. Foram utilizados seis animais para cada amostra, sendo a leitura do teste
realizada 2 e 4 horas apds a inoculagao. O teste era considerado positivo quando a
relacaco peso dos intestinos/peso das carcacas era > 0,083, O teste era repetide
quando a relagdo ficava na faixa campreendida entre 0,080 e 0,082.
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Tabela 1 — Caracteristicas das 58 amostras de Yersinia isoladas do ho—
mem € de caes na cidade do Rio de Janeiro.
Simbolos: a = Nenhuma amostra provocou ceratite visivel a olho nu

N¢ de amostras positivas

o mes . . N de amostras estudadas Serényl

Fendtipo  BiStipe Sorotipo Lisotlpo g g NGl Hela (conjuwntivite) ST
1 5 p. 5 2 29 3 31 20 30

Y.enterc- 1 6 Xz 1 1 2 1 0 1

colitica 2 5 Xz 3 6 i1 " 9 9
4 3 VIII 7 3 i0 10 & [

¥. enterocolitica 15 3% 54 2(98,1%) 35(64,8%) 48(88,9%)

Y. frede-

pilkeentt 16 %o [+ 3 3 0 0 3

Y. inter—

iy 17 N 0 1 1 o I 1

Resultados

A grande maioria das amostras de 7. emterocolitice invadiu cBlulas Hela (98,19} e
produziu enterotoxina ST {88,9%), independentemente de terem sido isoladas do hemem
ou de cies. No teste de Sexrény, 24 a 48 horas apds a inoculacdo, 64,8% destas apOs-
tras provocaram intensa conjuntivite no cobaio, mas em nentlum animal houve desen-
volvimento de ceratite, visivel a olho nu. As amostras de v, frederiksznii e Y.
intermedia mostraram-se ndo invasoras nos dois testes utilizados, sendo que todas
as amostras produziram enterctoxina ST (Tabela 1).

Discussao

Camparando-se os testes de invasdo em Hela e em cobaio (Teste de Serény), con-
clui-se que o primeiro & mals sensivel, para determinar invasibilidade em Y. ente-
rocolitica, o que vem confirmar dados publicados anteriormente (17). Tendo em vista
este fato, a invasibilidade das amostras serd discutida em funcdo do teste em  cul-
tura de células Hela.

Todas as amostras de Y. enterocolitica, com edcecdo de wa do biotipo 1, sorotipo
0:6, lisotipo X, mostraram-se invasoras no teste em cultura de células Hela. Tedas
as amostras do bidtipo 4, sorotipo 0:3, consideradas adaptadas ao homem (9), foram
positivas neste teste. Entretanto, amostras pertencentes aos bidtipos 1 e 2, do so—
rotipo 0:5, consideradas ndo adaptadas ao homem ou animais (9), e portanto incapa-
zes de causar doenga, também mostraram habilidade de invadir células Hela. Por ou—
tro lado, nenhuma das amostras atipicas de Yersinig mostrou ser invasora. Estes re—
sultados sao coerentes com os cbtidos por outros autores, que relatam que a invasio
de células Hela & cbservada em amostras de Y. enterceolitica, consideradas patoge-
nicas para o homen e para animais de laboratdrio {7, 13, 16, 18, 19), enquanto que
as amostras ndo patogénicas podem ou nio invadir estas cdlulas (8). Por outro lado,
relatam que amostras de Yersinia, principalmente isoladas do meio anbiente, como as
yersinias atipicas, nio apresentam esta caracteristica (6).

No presente estudo, a maioria das amostras de Y. enterceoliticz (88,9%) ., assim
caro todas as yersinias atipicas produziram enterotoxina ST. Pntretanto, esta toxi-—
na parece nao ser um fator relevante na patogenicidade de Yersinia, desde que fol
possivel provocar diarréia em animal de laboratfrio, utilizando-se amostra nio  to-
xigénica, porém invascra (14). Entretanto, este (14) e outros trabalhos {7, 19 nXo
deixam dvidas scbre a invasibilidade, como mecaniemo fundamental de viruléncia.
Neste particular, € evidente a correlagic entre os resultados do presente trabalho
e a patogenicidade natural, cbservada no género Yersinidg. )

Em relacao ac teste de Serény, convém salientar que a infecgio coular ficou res—
trita a conjuntiva, nfio havendo comprometimento da ofrnea, o que 33 havia sido cb-
servado por Toledo & col. (17).

A alta porcentagem de amostras produtoras de enterotoxina ST, encontrada neste
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trabalho, pode estar relacionada ao tempo de leitura do teste de Dean, que foi de 2
e 4 horas. Bsta conduta, sequndo Nunes & Ricciardi {11), permite revelar maior ni-
mero de amostras positivas no teste.

E interessante ressaltar que, entre as amostras de Y. enterocoliiica, ©S mMeSMOS
biosorotipes e lisotipos foram encontrados no hamem e em cies, nao se dbservando
diferencas no comportamento dos dois grupos de amostras em relagac aocs testes de
viruléncia estudados.
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Resumo

£ relatado o isolamento de Neisseria lactamica em secregao
conjuntival de recém-nascido; provas de diagndstico
bacterioiogice, assim como suscetibilidade aos antibicticos,
sio apresentadas; a necessidade de cultivo e ressaltada, no
sentido de se evitar falso diagnéstico de infeccao
gonococica.

Summary
Conjunctivitis due to Neisseriaq lactamica

Conjunctivitis of newborn due to Neisseria lactamica 1is
reported. The bacteriological characteristies  and
susceptibility to antimicrobial agents of the ZIocally
isolated strains are presented. The need of culture is
pointed out to avoid erronecus diagnosis of gonoceccal
infection.

Intro&:wéo

Neisseria lactamica faz parte da flora endbgena do trato respiratdrio superior e
tem sido raramente associada com doenga {20).

Seu habitat primdrio & ¢ nasofaringe de criangas de trés meses a seis anos (8).
Os portadores podem estimular a formacao de anticorpos que protegem contra doenga
meningocScica, visto que hi reacdo cruzada entre os dois microrganismos (13, 17},

Apesar de prévio relato de isolamento de neissérias utilizadoras de lactose (12},
pequena atencgio foi dada a este achado, até os estwdos de Hollis & col., mo CIC
6), que identificaram, como lactose-positivas, certas amostras suspeitas de menine
goCOCos .

Desde entdo, Neisseria lactamica tem sidc caracterizada camo produtora de be-
ta—galactosidase, degradando a lactose e o ONPG {ormitrofencl-beta-d-galactopirano-
siden}.

O crescimento em meio de Thayer-Martin (19}, cam 3 a 10% de CO2, &0 lado do cres—
cimento em Agar-sangue {("Trypticase Soy Agar”, 2BL, com 5% de sangue) , asrobicamen--
te, coloca Neisseria lactamica a meio texmo, quanto ao conportamento, entre as

* Trabalho realizado no Dept? de Bacteriologia, Laboratdrio Weinmann.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 15(4):227-230, Out./Dez. 1984.
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neissérias, reconhecidamente patogenicas (gonococo e meningococo) e as demais espé-
cles. Sua acao sobre lactose e ONPG {11), a caracterizam em definitivo (2, Tabela
1;.

Em revisao, apresentada por Herbert & Ruskin (5), nfo encontramos nentim  relato
de conjuntivite causada por 7. lactamica, sendo, no entanto, verificados casos de
isolamento em ICR (4, 10, 21), faringe (3) e pulmio, ICR e liguide ammidtico (7);:
estes (ltimos de diferentes pacientes sem informacic clinica. Fecentemente, Shifman
& Ryan (13} Gescreveram Neisseric luctamica em hemoculturas de wm paciente immosu-
primido. Suassuna & col. (17) s&c os pioneircs, no isolamento de F. lactamica no
Brasil, relatando caso em portador, Lee & col. (11} destacam a importancia do teste
da ONPG, na caracterizagac deste microrganismo.

No presente trabalho & commicado o isolamento de Neisserie lactamics em Um  Caso
de conjuntivite de rec@mnascido, apresentando secrecio purulenta bilateral.

Material, Metodos e Resultados Tabela 1 - Diferenciacao de glgumas espécies de
Heisseria e Branhamella

A secregic conjuntival foi

semeada, <ome de hdbito, em

¥ &, X, N . 3

agar—-sangue {("Trypticase Soy gomorzhosce  meninglvidis lactamica subflave musoss casamehalic
Agar", BBL, com 5% de sangue) Cocidase . R . . . .
e submetida a exame microscd-— Cresc

+ - + - - -

. Emn
pico pelo método de Gram. O % dertin
aspecto do esfregago corado Utilizagio
era altamente’ sugestivo de

Slicose + + + + - -
Neisseria gonorrhozae: dJdiplo- Malcose _ . . . R -
cocos  Gramenegativos extra e Lactoss _ - . - - -
intra-celulares. Sacavose - - - - . -

+
I
I
1

Efetuamos semeadura  tambénm S - -
em meio de Thayer-Martin, in-
cubando as duas placas a 37C;
a de agar-sangue en aerchiose
convencional e a de Thayer-Martin em atmosfera de (O, (abtida com a técnica da  ve-
la).

O crescimento fol abundante, em ambas as placas. Procedida prova de axidase, esta
resultou fortemente pogitiva. O Gram, diretamente das colSnias, confimou a presen—
ca de diplococos Gram-negativos.

O repigue em caldo ("Trypticase Soy Broth", BBL), redundou em crescimento com
turvagac wniforme, em cerca de 18 horas de incubacdo. O Gram, a partir deste culti-
vo, com morfologia tipica de grios de café, em cocos Gram-negativos, afastou a hi-
potese de Neisseria gonorrhoeae, vez que esta nio se desenvolve neste calde. ©
diagnostico presuntivo fol assim reformulado.

Camo recurso final, aplicamos uma série de testes de fermentacio de carboidratos,
a fim de chegar a identificagdo definitiva. Os substratos ampregados foram a glico-
se, mzltose e a lactose, al&m do NPG, contidos em discos impregnados do sistema
"Minitek" {(Minitek System, Becton Dickingon & Co., Cockeysville, Md., USa).

A leitura dos testes, acrescida na prova de oxidase e do crescimento em
Thayer-Martin, forneceu os seguintes resultados para ¢ microrganismo isclado:
Thayer-Martin cresce; oxidase positivo; glicose positivo; sacarcse negativo; malto-
se e lactose positivos e (PG positivo, comprovando o diagnéstico de Neisseria lze-
tamica.

O antibiograma {método de Kirby-Baver) revelou resist@ncia 4 penicilina, diclowa-
cilina e ampicilina; resultado intermedidrio para as cefalosporinas, tetraciclinas,
amicacina e sisomina; e sensibilidade 2 lincamicina, eritramicina, rifampicina, ri-
famicina, cloranfenicol, canamicina, gentamicina, cefoxitina, tobramicinz e 3 fos-
focina.
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Conclusio

A verificacio de diplococos Gram-negativos, intra e extya celulares, am secrecoes
conjuntivais de recEm—nascides, induz, naturalmente, ao diagndstico de infecgzo go-
nocdcica.

0 isolamento e caracterizacio de Neisseria lactamica no caso relatado, além das
observagdes de Tarmer (18} e de Spark (16) gque cbtiveram resultadc semelhante em
oftalmias de recém-rnascidos, quanto a Brankamella catarrhalis (Neisseria catarrha-
iis)}, justifican o emprego da cultura.

0 tratamento das infecgdes, por Neisseria lactamica € por outras neissérias ditas
"nao patoginicas", tem-se restringido ac uso empirico de penicilina e ampicilina,
baseado na eficicia destes antibicticos, em infeccOes causadas por Neisseria go-
norrhoese e Neisseria meningitidis (5). Contudo, nem todas as amostras de neisse-
rias, ditas "nio patogénicas", apresentam sensibilidade & penicilina e & ampicili-
na, e a cepa de N. lactamica, por nds isolada, & resistente a ambos. A amostra de
¥. mucosa, isolada por Dowling & col. (1) era resistente & penicilina; Ninane &
col. (14) descrevem uma infecgao causada por Branhamella catarrhalis (N. catarrha-
lig), resistente 3 ampicilina. Em contraposigao, Kamme (9), avaliando 36 isolamen-
tos de Branhamelle cotarrhalis, em otite m&dia, verificou que todas as amostras
apresentavam sensibilidade, tanto a penicilina quanto a ampicilina.

BEn oonclusio, as neissérias "ndo patogBnicas" podem ser certamente patogénicas,
quando comprovade seu isolamemto, en casos de meningites, endocardites, septice-
mias, pnevmonias, otites médias, sinusites, wretrites, dervicites (5} e, pelo pre-
sente relato, conjuntivites. .

Dos dados disponiveis, verifica-se gue as amostras isoladas nao apresentam susce—
+ibilidade Wniforme aocs antimicrobiancs e infere-se, dai, que a terapéutica deve
ser orientada pelos resultados dos testes de sensibilidade.
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Peswmo

Foram realizados testes de sensibilidade a 18 diferentes an-
timicrobianos, pela técnica de difusio em gel de é&gar, em
175 amostras de Shigella, isoladas de coprocultura de pa-
cientes com gastroenterite de intensidade variavel, na cida-
de do Rio de Janeiro, no periodo de 1960 a 1978. 0Os resulta-
dos obtidos com 89 amostras, iscladas entre 1960 e 1969 fo-
ram comparadas com os de 85 amostras isoladas entre 1970 e
1978. Foi demonstrada uma elevada frequéncia de amostras re—
sistentes 2 eritromicina (87,4%), sulfadiazina (73,17} e es-
treptomicina (64,6%)., Todas as amostras apresentaram-se sen-
siveis 2 genmtamicina, tobramicina, polimixina e nitrofuran-
toina. Uma acentuadaz sensibilidade foi tambem observada em
relacao 2 neomicinz, kanamicina, c¢loranfenicol, colistina,
ampicilina, carbemicilina, cefalotina e acido nalidixico.
Foi verificado um aumento expressivo da resistencia a tetra-
ciclina, estreptomicina, sulfadiazina e cloranfenicol entxe
as amostras isoladas no periodo de 1970 a 1978, em relagdo
ao observado entre aquelas isoladas no periodo anterior. Foi
constatada a ocorrencia de 39 diferentes modelos de resis-
téncia a antimicrobianos, dos quais os 5 de maior frequén-
cia, em ordem decrescente, foram: eritromicina (17,1%), eri-
tromicina + sulfadiazinz + estreptomicina (17,1%), eritromi- .
cina + sulfadiazina + estreptomicina + amicacina (6,%%),
eritromicina + sulfadizzina + estreptomicina + sulfametoxa-
zol - trimetropim (6,9Z) e eritromicina + sulfadiazina
(6,3%). Houve predominancia de amostras simultaneamente re-
sistentes a 3 (26,92) e & (21,1%) antimicrobianos. A resis-

* Trabalho realizado no Dept? de Microbiologia Medica, do Instituto de Microbiolo-
gia UFRJ. Parte da tese de mestrado do primeiro autor.

Rev., Microbiol., S&o Paulo, 15{4):231-238, Out./Dez. 1384.
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téncia a um 80 antimicrobiamo, fol observada em 37 amostras
{21,114}, sendo verificado um aumento dz multirresistancia e
da diversidade de modelos de resisténcia nas amostras iscla—
das nc segundo periodo.

Summrary

Antimicrobic suscepiihility tests in Shigella  stvains
isolated in Rio de Janeiro

The susceptibilicy of 175  Shigella  strains to 18
aatimicrobial agents was assayed by agar disk diffusion
tests. All strains were isolated from patients with acute or
chronic enteric disorders in Riec de Janeiro from 1960 to
1978. The higher freguencies of resistance were found to
erythromycin (87.4%), sulphadiazine (73.1%) and streptomycin
(64.6%). On the other hand, all strains were susceptible to
gentamicin, tobramicin, polimixin and nitrofurantoin.
Sensitivity above 90.0Z was found to be related to neomycin,
kanamycin, chloramphenicol, colistin, ampicillin,
carbenicillin, cephalothin and nalidixic acid. A significant
increase in  resistance to tetracycline, streptomycin,
sulphadiazine and cloramphenicol was cbserved by comparing
the strains isolated up to 1969 and afterwards. A variety of
39 different vresistance patterns was found. Single
resistance to erythromycin (17.1%) and resistance to
erythromycin + sulphadiazine + streptomycin (17.1%),
erythromycin + sulphadiazine + streptomycin + amicacyn
{6.9%), erythroemycin + sulphadiazine + streptomycin +
trimethroprim-sulfamechoxazole {6.9%Z) and erytrhomycin +
sulphadigzine {6.3%) were the most frequent patterns.
Simultaneous resistance to three (26.9%) and four (21.1%)
different drugs prevailed besides 37 strains (21.4%) which
were resistante to only one antimicrobial agent. There was
an increase of multiresistance and a different distribution
of resistance patterns when the most recent group of strains
was compared with the formerly isolated one.

Introdugio

A frequéncia crescente de Shigelle resistentes a antimicrcbianos, em particular
as amostras multirresistentes, torna-se un problema mundial com repercussces tera-
péuticas e epidenicldgicas. Devido a issc, varics estudos clinicos e bactericlogi-
cos  tam sido desenvolvidos, no sentido de determinar a eficicia de novos quimiote—
rapicos e antibidticos para tratamento da shigelose (4, 5, 6, 7, 11).

A analise da literatura relacionada a investigacfes sobre o padrac de resisténcia
de amostras de Shigelle isoladas no Brasil, permite constatar ¢ aumento progressivo
da ocorréncia da resisténcia miltipla, assim como a diversidade dos modelos de  re
sisténcia (12, 13, 14, 22, 24, 27).

Considerando a importincia do conhecimento e constante avaliacio dos padrdes de
resisténcia a antimicrobianos das emostras de Shigella predominantes numa determi-
nada regiZo e a raridade de informes dispeniveis sobre amostras isoladas no Ric de
Janeiro, realizamos testes de sensibilidade a antimicrobianos em amostras isoladas
nesta cidade, no pericdo de 1960 & 1978. Apresentamos os modelos de resistdncia e
procuramos evidenciar a ccorréncia de possiveis alterac®es nos padrdes de resistén-
cia de amostras isoladas em diferentes pericdoes.
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Taba?lgi - Suscetibilidade a Pervcentagem de  amostras
antimicroblanos em 1537 amostras anti " Total Fm diferentes pericdos
de Shigella isoladas na cidade 1960 — 1978 196G — 1969 1970 - 1978
do Rio de Janeiro mo periodo de s R il R s R
1960 a 1978 Gentamicina 100,00 - 100,00 - 100,00 -
Tobraricina 100,00 - 100,00 - 100,00 -
Polimixina 160,00 - 100,60 - 100,00 -
¥itrofurantoina 100,06 - 100,60 - 100,06 -
Cefalotina 99,43 0,57 100,00 - 98,84 1,16
Carbenicilina 99,43 0,57 100,00 - 28,8¢ 1,15
Erido Walidixico 98,86 1,14 87,75 2,25 100,00 -
Irpicilina 98,86 1,14 100,80 - 97,67 2,23
Colistina 97,71 2,29 96,63 3,37 98,84 1,16
Kanamicina 95,43 4,57 97,75 2,25 93,02 6,98
Neamicina 94,86 5,14 97,75 2,25 91,85 8,14
Cloranfenicol 51,43 8§57 100,00 — 82,56 17,44
Amicacina 84,00 18,00 85,39 14,87 82,56 17,44
i‘%fmtiﬁmlf £3,43 16,57 87,84 12,36 79,07 20,93
Ta,‘gelg,z ;sRezlsﬁgua :t al;t;_ tetraciclina 76,00 24,00 93,26 6,74 58,14 41,86
microbilan m amostras de
Shicella isoladas ma cidaae do Estreptomicing 35,43 64,57 48,31 51,69 22,08 77,9
Riog e etriteicn, | Sefatiazina 26,86 73,14 37,08 62,92 16,28 63,72
. i ¢ Eritromicina 12,57 87,42 14,61 85,39 10,47 8¢,53
entre os diferentes subgrupos e
tipos sorologicos
Subgrupe Sorotipe total de Antimicrobianos
amostras Er Su BEs Te St am €1 Ne HKa (o 2p &n Ce Ca
Az 4 4 P 4 2 - 1 - - -
A A n3o so-
rotipiver 3 303 - 1 - e e -
By 21 @ 1% 18 % 5 5 1 4 4
By 47 42 38 33 10 12 115 1 1 1 1
B3 28 20 2% 17 13 0S5 2 5 1 - 1 1 1 1
B By 8 4 5 85 2 2 3 - - - 1 1 1
Bg I S S T
B 2 2 1 1 1 - -1 -
By 1 1 1 - - 1 - - -
B nzo so- = -
rotipavel 3 4 3 3 1 - 2 - -
Cx 2 2 0% 2 2 - - - 2 1
C C ndo so-
roripinel 8 & § 4 - 1 1 - - 1 1
D o 48 44 20 20 2 3 2 3 1 1

Total de amostras 173 153 128 113 42 29 28 15 9 8 4 2 2 1 1

Material e M&todos

Amostras bacterianas — Foram utilizadas 175 ampstras de Shigella isoladas de copro-—
cultura de pacientes com gastroenterite aguda de intensidade varidvel ou histdria
de diarr@&a cronica, na cidade do Ric de Janeirc, no periode de 1960 a 1978, Des-—
sas, 7 pertenciam ac subgrupo A (S, dysenteriae); 112 ao subgrupo B (8. flexneri);
10 ac subgrupo C {S. boydii) e 46 ao subgrupo D (5, sonnei). Para a analise dos re—
sultados, as amostras foram divididas em 2 grupos, de acordo cam a &oca de 1zola-
mento: ws grupo (89 amostras) isolado entre 1960 e 1969 e outro (86 amostras) iso—
lado entre 1970 e 1978,

Determinagio da suscetibilidade a antimicrobiancs - Os testes de  suscetibilidade
foram realizados pela técnica de difusdc em gel de agar, seguindo-se as recamenda—
¢Oes habituais para a sua execucdo {1, 2). Foram empregados discos de fabricagio
Oxoid, impregnados cam os 18 antimicrobiancs-relacionados na Tabela 1.
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Resudtados

Os resultados dos testes de susceti-~
bilidade a antimicrobinacs en 175 amos—
tras de Shigella s30 apresentados na

Tabela 3 - Frequéncia dos diferentes mo-
delos de resistencia a antimicrobianos
encontrados em 175 amostras de Shigella
isoladas na cidade do Rio de Janeiro no
periode de 1960 a 1978

Tabela 1. Foi chservada uma elevada
frequéncia de resisténcia a eritromici- m
ra (87,408}, sulfadiazina (73,108} e  Mofelos de resistincia oo SOStas . _Jo
estreptomicina (64,60%). Para os demais
antimicrcobianos, a resisténcia foi g;‘i;‘:é‘fggﬁ - : : 3'23
constatada em menos de 25.00% das amos—  Er.Su.Bs.Te.Ka.Ne 1 4 5 2,86
tras, ou nac ocorreu. Foi cbservado um gsm"ggg:g’f 2 : ; f%?
amento expressive das percentagens de  Er.su.Es.fe.nm.ol - 1 1 0,57
resisténcla a tetraciclinag, estreptomi- Fr.Su.Es.5t.Ka.Ne - 1 10,57
cina, sulfadiazina e ac cloranfenicol B oS sﬁﬁ 7 ‘1'1 ; ;’;?2
entre as amostras de isolamento mais Ex.Su.Es.Te.Am - 1 10,57
recente. e R I
A Tabela 2 apresenta a distribuicdo  Br.Es.Te.m.cl - 1 1 0,57
da resisténcia aos antimicrobianos; se- ZroSa-Ts.an : 3 ]g 2'2
qundo os diversos subgrupos e tipos s0- ks gs.te 2 6 8 457
roldgicos de Shigella analisados. Acima ggggéz 1 " 1.3
de 50% das amostras dos sorotipos Bi, Su.Es.To. 5t - 1 1 o=
By e B3 apresentaram resistencia a eri~  Su.fe.Co.mn 1 - 1 0,57
tromicina, sulfadiazina e estreptamici- — SW-Es.Stam s " .
na. Indices dessa natureza foram encon-  moisu.st 3 ] 4 2,29
trados no subgrupo D apenas em  relagac .2 2 § g fg?
a eritronicina, A resistencia foi tam— Su.Es. Te 1 1 2 1
b&m expressiva para a sulfadiazina  E.Sule 1 - 1 0,57
(45,608} e estreptomicina (43,30%) no =T - ! ] 3’3;
subgrupo D e tetraciclinag nos sorotipos Su.Es.CL - 1 1 8,57
B1 (42,90%) e B3 (46,403 . Er-Su 8 ORI U
Os 39 diferentes mcdelos de resist@n—  mope H - 5 2,86
cia encontrados, estdo relacionados na  En-Te - 1 16,57
Tabela 3. Para a elaboracao desses mo- ES‘;'St 2; 3 3; 13:?1
delos, foram considerados os antimicro— Su 5 - 5 2,8
biancs, para os quais cada amostra foi 5 ! N voaa
sirmitaneamente resistente. Houve pre- 1 - 1 0,57

danindncia de amostras simultaneamente
resistentes a 3 (26,9% das amostras), 1
(21,12} e 4 {21,1%3) antimicrobianos. Foi verificado um aumento da multirresisténcia
e da diversidade de moxdelos de resisténcia entre as amostras iscladas no 29 perio—
do.

0s medelos de resisténcia de maior freguéncia em ordem decrescente, foram: Er.
(17,1%}, Ex.Su.Es. (17,1%), FEr.Su.Es.Bm. (6,9%), Er.Su.Es.St. (6,9%) e Er.Su.
{6,3%) . Para os demais modelos houve grande dispersio, came pode ser notado na Ta-
bela 4. Conforme pode ser cbservado na Tebela 5, constatou-se a predomininciz de
resisténcia simultanea a 4 (27,7%), 3 (25,0%) e 2 (15,2%)} antimicrobiancs no sub-
grupo By a 1 (47,8%) e 3 {28,3%) no subgrupo D e a 3 (40,08} e 4 (57,1%), respecti-
vamente nos subgrupos C e A.

Discussan

MNossos resultados revelam para o Ric de Janeiro, a ocorréncia crescente de resis-
téncia em amostras do género Shigella, anteriommente cbservado nesta cidade (12) e
em outras localidades brasileiras (10, 13, 14, 24, 27). Os isolamentos realizados
entre 1970 e 1978, mostraram um awmento acentuado de resisténcia a tetraciclina,
estreptomicina, sulfadiazina e cloranfenicel, sendo gue o aumento da populagac re-
sistente, fol uma constante em relacac a maioria dos antimicrcbianos testados. A
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expressiva resisténcla a eritromicing, schretudo no grupe D, € concordante cam os
resultados obtidos por Montelli (10), em Botucatu, e contrasta com os de Trabulsi,
Montelli & Zuliani (23) e de Silveira & col. (18), estes no Rio de Janeiro. Nao foi
coservada resisténeia a gentamicina, tobramicina, polimixina e nitrofurantoina, de—
vido talvez 3 sua utilizag@o mais restrita. A alta percentagem de sensibilidade "in
vitro" a neomicina, kanamicina, cloranfenicol, colistina, ampicilina, carbenicili-
na, cefalotina e acido nalidixico cbservada, foi superior aquela encontrada por 2u-
liani & Trabulsi (27) e por Pessca & col. {13), em relagao a neqmicina; por Ricossé
{18}, sontelli (10}, HMero (8) e Pessoa & col. (13) em relagdo a kanamicina e por
Pessoa & col. (13) em relacgio a colistina, cefalotina e acido nalidixico, sendo in-
ferior a encontrada por Trabulsi, Zuliani & Toledo (24) e por Montelli (10) para a
cefalotina; por Trabulsi, Zuliani & Toledo (24), para o &cido nalidivico e por Mero
(8}, para a necmicina.

Tabela 4 — Frequencia de modelos de resisténcia a antimicrobianos en-
tre os diferentes sorotipos de 175 amostras de Shigella iscladas na
cidade do Rio de Janeiro mo periodo de 196C a 1978

Frequéneia por serotipo

¥odelos ge resisténeia 3 pag B nio € n3o Total
sarot. 21 B2 By By B5 B B oor. %5 somor. P
%r.Su.Es.Te.Am.Ka.Ne 3 1
Fr.Su.Es.Te.Cl.2p.Ca 1 1
Er,5u.Es.Te.Fa.Ne 3 1 1 5
Er.Su.Es.Te.5t.2m 2 11 3
Er.Sw.Es.Te.5t.CL 2 1 3
Er.Su.Es.Te.m.CL 1 1
Fr.Su.Es.St.Ka.Ne 11
Er.Su.Es.Te.Cl 1 3 1 2 7
Er.Su.Es.S5t.Am 1 1 2
Er.Su.Es.Te.An 1 1
Er.Su,Es.Te.Ne 1 1
Er.Su.Es.Am.Ka 1 1
Er.Es.Te.%s.CL 1 1
Er,&u.Es.An 1 1 & 11 1 1 12
Fr.Su.Bs.St 1 2 6 2 12
Er.Su.Fs.Te 2 2 2 1 1 8
Er.Es.Co.2n 1 1
Er.Co.Ap.Ce 1 1
Su.Eg,Te.S5t 1 1
Su.Te.Co.An 1 1
Su.Es.St.am 1 1
Er.Su.Es 11 3 8 3 1 3 1 3
£r.5u.5t 1 1 1 14
Ex.Es.Am 2 1 T4
Er.Su.Te T 2 3
Su.Es.Te z 2
Fr.Su.Ne 1 1
Er.Te.cl i 1
$u.Es.5¢ 3 1
Su.Es.CL 1 1
Er.Su 14 2 3 3 1
Su.Es 1 2 1 1 1 5
Er.Es 3 2 5
Er.Te 1 1
Su.st 1 1
Er 14 1 1 1 = 30
Su 103 1 5
Es 1 1
G 1 i
Sensivel 1 1

Embora o aumento da incidéncia de amostras de Shigella resistentes a ampicilina
geja descrito quase que mmdialmente (5, 17}, esta demonstrou wma boz atvacds "in
vitro" scbre as amostras analisadas. A baixa frequéncia de amostras registentes a
kanamicina e necmicina, & concordante com os resultados anteriormente relatados pa-
ra o Rio de Janeiro (12) e para o Japdo {25). Indices mais elevados foram descritos
para as amostras isoladas em S30 Paulo (3, 13, 14). E swpreendente, no entanto, a
percentagem total de 16% de amostras resistentes a amicacina, entre os aminoglico-
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sideos testados, com variag®o discreta entre os dois periodos comparados, O fato,
sem diwida, serve de alerta contra a divulgacdc de serem despreziveis os problemas
de resisténcia oom este antibidtico, comparade aos demais aminoglicosideos {15).
m relacao a resist@ncia ao cloranfenicol, dados scbre amostras ispladas no Japao
(25}, em Sa&p Paulc (10, 14, 24, 27) e Rio de Janeiro (12), indicam a sua presenca
frequente nos principais modelos de resisténcia. Entretanto, isto foi bem menos
evidente na nossa amostragem. De um modo geral, rossas amostras apresentaram-se me-
nos resistentes aos antimicrobiancs do que as estudadas por Zuliani & Trabulsi (27)
e Pessoa & col. (13}, em S30 Paule.
Analisando a suscetibilidade a anti-
microbiancs nos diferentes subgrupos e Tabela 5 — Frequeéncia de resisténcia a i

sorotipos de Shigella, wverificou-se ou mais antimicrcbisnos entre os diferen-
que a proporcac de amostras resisten- tes subgrupos de Shigella isolados na ci-
tes ndo foi em geral, wmiforme, caben— dade do Rio de Janeiro entre 1960 = 1978

do,. entretantn, alouns comentarios. Os
sorotipos Bq, B2 e B3 apresentaram al-

N de amostzas

tos Indices de resisténcia a eritromi- ¥ de anti- por subgrupo Total

cina, sulfadiazina e estreptomicina. A microbianos T, 5T & me N
maioria do total de amostras monorre— o - - _ T 0,57
sistentes {59,5%), pertencia ao sub- ! - 12 3 22 3 a4
grupo D e apenas 40,5% aos subgrupos 2 L 17 - & 24 1am
restantes. Resultados simdlares foram 3 2 8 4 13 & zs'as
cbtidos com amostras de Shigella, iso- N i B 21'14

ladas na Franca, durante 1966 e 1967 - '
(19} . 5 - 9 2z 2 13 743
Cutra dimensic do problema, @ confe- 8 -~ 1211 e 800
rida pela andlise dos modelos de re- 7 -2 - -2 1M
Total 7 112 10 46 175 100,00

sistencia das amostras. A resisténcia
exclusiva {monorresisténcia), foi oo
servada em 21,1% do total de amostras,
sendo mais comm (32,6%) entre aquelas iscladas no 19 periodo e rara {9,3%), entre
agquelas do 29 periodo. A maioria das amostras apresentou resisténcia simultinea a 2
ou mais dos antimicrobiancs testados, até o maximo de 7. O namero relativamente
elevade de amostras resistentes a 3 ou mals antimicrchianos (64,6%), teve incluidos
em seus modelos de resisténcia, en ordem de freguéncia: a eritramicina, a sulfadia-
zina e a estreptomicina, seguidas , em menor escala, de tetraciclina e amicacina.
Deve ser ressaltada a elevacao do nimero de amostras simultanesmente resistentes a
4 ou mais antimicrobiancs, no 29 periodo, contrastando com a baixa frequéncia entre
aquelas do 19 pericdo. Tais modificagles assemelham-se ndo sO as encontradas em ou-
tras cidades brasileiras (14, 24), como também, as registradas por autores estran—
geiros (9, 25), diferindo, porém, quanto acs modelos de resisténcia. Mo Japao, tem
sidc frequentemente descrita a resisténcia simultinea a 4 antimicrcbianos, envol-
vendo a sulfadiazina, a estreptamicina, a tetyraciclina e ¢ cloranfeniciol (25).
Também na Franca foi observada uma grande variedade de modelos de resisténcia, sen-—
do que o nimero de antimicrobisnos envolvidos, raramente passava de 4 {20}, predo-—
minando a resisténeia a estreptamicina, sulfadiazina e tetraciclina. Para Sao Paulo
{14, 24), assim cane, para o Rio de Janeiro {12), foram relatados modelos envolven—
do a resistencia a sulfadiazina, estreptamicina, tetraciclina, cloranfenicol e ka-
namicina. A registéncia exclusiva a sulfadiazina, fol rara entre nossas amostras.

A camparagao dos nossos resultados com os de estudos samelhantes, apresenta  cer—
tas limitagdes, uma vez que os antimicrobiancs vtilizados nem sempre foram os mes-
mos € ¢ grau de uso, varia de regifo para regiao. Entretanto, muitos dos aspectos
por nds observados, assemelham-sé aqueles cbtidos em outros estados e palses, nos
quais a inexisténcia de uma correlagdo entre os modelos de resisténcia e os soroti-
pos envolvidos, tapto quanto a presenga de resisténcia a sulfadiazina, estreptomi-
cina e tetraciclina, s2o achados constantes. Tambérn a dimimzigae do nimero de amos—
tras de Shigella resistentes a um antimicrobianc, a elevada frequéncia de amostras
miltirresistentes e a grande diversidade de modelos de resisténeia, particularmente
entre as amostras de isolamento mais recente, & notdvel, assim camo, o fato da re-
sisténcia miltipla estar quase sempre associada a resisténcia a sulfadiazina,
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Aoredita-se que a acao seletiva, desenvolvida pelo uso intensivo de antimicrobia-
nos, possa ser responsavel pela grande disseminagao e variedade de resisténeia ob-
servada {21). O desenvolvimento frequente de infecches causadas por microrganismos
do género Shigella, apresentando multirresisténcia de extvema diversidade, permite
prever as dificuldades encontradas quando da necessidade de utilizacdo de antimi-
crobianos, exigindo, portanto, cuidadosa selegac e controle.
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Restmo

Estudoc de 18 amostras de E. coli enteropatogénicas classicas
(EPEC) dos sorogrupoes 0111:K58(9), 01193:K69(3), 086:K61(3),
055:K5%(2) e 0124:K72(1) isoladas de surtos epidémicos e de
casos esporadicos de diarréia, e 14 amostras de E. col? nae
EPEC, isoladas das fezes de individuos sadios. Identifi-
cam-se as hemaglutininas mancse-sensiveis (HAMS) e wano-
se-resistentes (HAMR) por testes em lamina e microplaca uti-
1jzando diferentes condigdes de cultive e espécies de hema-
cias {cobaio, ave, bovinas, coelho, carneiro e humanas}, To-
das as amostras foram examinadas em microscopia eletrdnica
(M.E.) por contrastagio negativa e suspensées bacterianas
piliadas (PIL*) ou n3o (PIL-) foram testadas quanto 2 ade-
réncia para células Hela, por ensaio quantitativo, sendo de-
terminado um indice de aderéncia (I.A.). Pili tipo 1 & pro-
duzido pela maioria das EPEC epidemicas (85%) e E. coli{ mnao
EPEC (787), contrastando com as EPEC esporadicas (27%). Nao
foram detectados padroes hemaglutinantes assoclados a soro-
grupos ou origem das amostras, nem observadoes pili manc-
se-resistentes em qualquer das EPEC, embora cerca de 287 de-
las produzam HAMR, evidenciada por testes em microplaca. Em
todos os grupos {epidémicas, esporadicas e nio EPEC}, houve
maior aderencia a células HeLa nas amostras produtoras de
pili tipo 1, sem contudo ocorrerem diferencas significativas
entre os I.A. de EPEC epidemicas e E. col? nao EPEC. As EPEC
esporadicas, mzjoritariamente PIL” apresentaram baixos L.A.

SEmary

Pili and adhevence to Hela cells in  enteropathogenic
Escherichia coli (EPEC) from outbreake and sporadic cases of
infantile enteritis

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 15(4):239-245, Cut./Dez. 1584.
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Eighteern EPEC  strains of Serogroups C111:K58(9),
C119:K69(3), 086:K61(3}, 055:K59(2) and 0124:K72(1) obtained
from epidemic outbreazks and sporadic cases in Rio de Janeiro
were studied regard pili production and adherence to Hela
cells. Fourteen non EPEC E. ooli strains isolated from
stools of healthy children were also studied.
Hemagglutination tests were carried out in slide and
microplates, at 40/379C with human (A and B groups), bovine,
guinea-pig, sheep and fowl erythrocytes to which 0.5%
D-mannose, depending upon the experiment was either added or
not. All strains were examined by electron microscopy
(negative staining} to search for pili. A quantitative
adherence test with Hela cells were used to evaluate
adherence of EPEC and non EPEC E. c¢oli with or without pili.
Higher rates of type 1 pili-producing strains (PIL*) were
observed among "epidemic" EPEC (85%) and non EPEC E. coli
(78%) than ‘“sporadic" EPEC (27%Z). No correlation was found
between hemagglutination patterns and sercgroup or source of
strains. With regard to mannose-resistant pili no positive
straln was found despite 287 of all EPEC strains produced
mannose~resistant hemagglutination (MRHA) when tested in
microplates. Higher adherence indexes to Hela cells were
verified among PILY' strains of all groups ("epidemic”,
"sporadic" and non  EPEC)  although no gquantitative
differences were apparent among "epidemic” EPEC and non EPEC
E. eoli. The attachment of "sporadic' EPEC to HelLa cells was
worse than that observed for the other groups of Z. coli.

Introdugan

Certos sorogrupos de Escherichia coli {enteropatogénicos “"classicos" ou EPEC) sio
associados a diarréia infantil (11, 16). Bm nosso meio, ocorrem tanto em surtos
epidemicos intra~hospitalares, quanto, endemicamente, na cammidade. Em $3o Paulo,
verificou-se a participagio em cerca de 14% das diarréias agudas de lactentes, pre-
dominando ¢$ sorogripos 0111, 055 e 0119 {15). No Rio de Janeiro, em surtos e casos
esporddicos, ocorridos entre 1978 e 1980, mostrou-se o praedominico, «n ambas as  si-
tuagoes epidemioldygicas, dos sorogrupos 0111, 0119 e 086 (Suassuna I.; Suassuna,
I.R. & Pereira, A.A., 1983 - dados nac publicados).

A enteropatogenicidade das EPEC ndo parece relacionar—se 2 invasividade oz produ—
¢&0 de LT e/ou ST, a despeito de achados recentes, sugerindo acado enterotixica
(19}, Contudo, a colonizacao das mucosas parece ser importante, para o estabeleci—
mento e rapida disseminacio da infeccdn, sendo relatada intensa colonizagac da bo-
ca, orofaringe e rinofaringe de criancas diarréicas e de atendentes clinicos envol-
vidos com estes pacientes (16).

A aderencia das E. coli a hemicias e células epiteliais, relacicna-se a estrutu—
ras proteicas, dencminadas fimbrias (6) ou pili (2), classificados em pili tipo 1,
causadores de hemaglutinagao manose-sensivel (HAMS) e pili mancse-resistentes, cau-
sadores de hemaglutinacZo mancse-resistente (HAMR). Estes Gltimos, em E. coli ente-—
rotoxigénicas, sao denominados "fatores de colonizacso" (9), sendo, igualmente, en—
contrados em amostras isoladas de infecgles extra-intestinais (17), especialmente
infecgbes urinarias (8). Também & descrita HAMR nio-associada a pili (7, 12}, cau—
sada por "hemagiutininas nao-finbriais" cujo papel, na viruléncia, & descaonhecido.

Em EPEC, pili tipo 1 foram encontrados por O'Hanley & Cantey (18), enquanto Due
guid (5) verificou que 26% das EPEC eram apiliadas, concluindo pelo papel discuti-
vel destas estruturas na viruléncia. Por outro lado, Evans & ool. (10} descrevem
padrao HAMS, fortemente associado a EPEC, sugerindo que tal hemaglutinacio (HA) se
deve ao pili tipo 1.

Nesse trabalho, estudamos EPEC de alguns dos sorogrupos mais frequentes, isolados
de surtos epidémicos, em bercario e de casos esporddicos, na populacdo geral, As
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amostras  foram m_}c;Lalnente mapeadas, quanto a estruturas adesivas, por testes de
HA e testadas com celulas Hela, por ensaios quantitativos de aderéncia.

Material e Métodos

Amostras — Provieram de trés surtos de diarréia ocorrideos entre 1977-1978, no Hos—
pital das Clinicas da UERJ e de criangas diarréicas, atendidas no ambulatdrio da-
quele Hospital ou en laboratdrios privados. Awostras de F. eoli ndo EPEC foram iso—
ladas das fezes de individuos sadios., Logo apds © isolamento, as amostras eram es—
tocadas por congelamento (-259C), em caldo GC glicerinado a 20% (v/v}. A identifi-
cagao soroldgica foi feita com antissoros OK (Difco) e algumas das amostras nfo
EPEC foram sorogrupadas por Fritz & Ida ¢rskov, no Imternational Fscherichia and
Klebsiella Centre, Copenhagen.

Testes de hemaglutinagio - Foram feitos em lamina, sequndo os critérios e recomen—
dagoes de Duguid (6) e Duguid & col. (7), 2pds repiques sucessivos em caldo nu-
triente a 37°C e agar CFA {9). Em microplaca, seguimos as recamendacdes de Jones &
Rutter (13} com cultivo em agar CFA. Hmpregamos hemicias hmanas (grupos A e B),
bovinas, de cokbaic, carneiro, galinha e coelho. Cano controles, usamos as £, coli
H10407 (pili tipo 1+, CFA/I+}, H10407P (pili tipo 1+, CFA/I-) e 68 I {K88a,b+),
gentilmente cedidas pelo Dr. Pestana de Castyo {Unicamp).

Tabela 1 - Padroes de atividade hemaglutinante manose-sensivel (HAMS), manose-re-
sistente (HAMR) e producao de pili em amostras de E. coli isoladas das fezes de in-
dividuos sadios e EPEC isolados de surtes epidemicos e casos esporadicos.

Simbolos: HAMS = Hemaglutinagio manose-sensivel; HAMR = Hemaglutinacio manose-re-
sistente; H=A = Bemacias humanas (gr. A); H=B = Hemacias humanss (gr. B}; CB = Co-
baic; GA = Galinha; CO = Coelho; CH = Carneiro; BO = Bovino; +, (+), - = intensida-

des decrescentes da hemaglutinacao; piii = wmicroscop. eletronica (contrast. ne-
gat.); MR = pili manose-resistente; t-1 = pili tipo 1 {ver texto); NT = Nic testa—
do; NS = Nac sorotipada; (1) = E. coli enterotoxigenicas (ver texto)}; * = Amostras
Controle
HadR
Crigem  Amostras SoroemIpo Pili HAMS LN Hicroplaca
o? =1 MR H=A H=B CB G 0 N B0 Halh H=B B G 0 N O H=3 & &G O BO
386 0111:K58 * - - - O - - - e o = = - - e =
40% 0711:K58 - - - + - + + - - - - - - - - - - - - - -
Suztos 410 0111:K58 + - - - L - - - - - = = (o) le) (4} » =
epidé- 341 0119:K69 - - - - + o+ = = = - - - - - e - - - - - -
miecs 329 0119:K89 - - - - - e = = = - - - e = = = - - - = -
262 086a:x61 . - e+ e e . - oL I - o - - - - =
351 086a:¥61 + - - - + o+ = = = - - - ¥ e = = - e e w
24 0111:K58 - - - - - - - - = - - - - = = - - - - - -
33 G111:X58 - - - - - - - - = - - - = = - - - - - - =
54 0311:K58 - - - - - - = = = - - - - = = - - - - = -
Casos 5% 0itt:K56 - - - - - = = = - - - - m = == - - - - -
espo— 33 0i11:K58 - - - - - e e e - - - - - = - - - - - =
radiens 34 0111:K58 - - - - - - - - - - e, - e e e -
1415 055 K59 P - - e e - - - - - o e - - - - - - s -
68 055 KBS - - - - P - - - = = - - - - - = =
60 0119: K69 - - - - - - - - = - - - = = e - - “« e e e
57 0852:X6% = 4+ o+ e o+ = = - = - = e m = (el ) (1) - -
1463 0124:K72 + - - - + - PR, - - - - = = = - - - & -
Fo1 032:HIS v - - - - - - - T, - - - - -
P2 02:X2:H4 - - - - - - - - = - - - . = = - - - - - =
-3 S + - - - + o+ o+ = - - - - - = == - - - - -
4 020:K2:H + - - - + +r - = = . * - - w = - - - = -
Fezas -6 Q ?:X":H30 + - - - + o+ = = = - - - o w = = - - - - =
"o F7 NS . - + + s+ - - - T - - - - -
mais" -8 Q12:X1:8~ + - + - + + w ow - - - - - = - - . e
-3 016,017:K?:1R48 - - ES - + r - - = - - - e = - - - = =
Fw10 NS - - - - s s = = - () {4 =« - - = = - - - - -
-1 {085} :K?:H10 + - + - O+ e e - - - = = = - .- . e -
=12 &3 + - - - + e~ = = - - - = = = = - - . . -
P-18 NS - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
P21 NS - - - - - = = = = + * - = = = - - = - -
=30 021 1K~HS + + - - oy o+ = = + + w = = i) - - - - =
Amost.* H10407 Q78 HIZ (RS * + + - + + - = = - - - = = -+ uT
Contr, HI1QW7 2 078:H12 - - + + * - - - - = = = = NT
(%) 68 I {141 :K85 (KBSa,b) NT + NI - - - - - - - o+ = -
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Mieroscopia eletronieca - Usamos
microscopio EM-301 (Phillips) e
técnica de contrastagdo negati-
va, com solucdo a 1% (p/v) de
&cido fosfotungstice (g 7,0)
oo sacarose (G,13%-p/v) e dime-
tilsulfoxido (0,01%-p/v).

Aderéneia a células Hela - Cul-
tivamos as c&lulas em Eagle MEM
{Gibeo), suplementado cam  10%
{v/v) de soro de vitelo inativa~
do {Instituto Adolfo Lutz), gen—
tamicina (Spg/ml) e fungizona
{2,5ug/ml}. De cada amostra bac—
teriana foram feitos repiques
sucessivos, em caldo e cultivo
em dgar CFA, a 379C. Dos  culti-
VoS, eram preparadas suspensoes
{10° unidades formadoras de co-
1onias/ml) em salina tampao-fos-
fato Dulbecco pH 7,2 (PBS-D) e
distribuidos por tubos, contendo
laminulas retangulares, can o
nocamadas de células Hela, pre-
viamente lavadas para retirada
do soro e antibiotico. Apds 30
minutos a 379C, coom  agitagdo
suave, & cada 5 min., os tapetes
celulares eram lavadog por trés
vezes em PBS-D, fixados em meta-
nol (Merck), imersos por 20 ho-
ras em Giemsa (Merck) 1:30 (v/v)
en  tampao fosfato pH 6,5, desi-
dratados e montados em resina
Caedax (Merck}.

Indice de adevéncia (I.4.} - Cada teste (caldo ou agar)

{duas laminulas por teste),
(1000x) .

Tabela 2 - Indices de aderencia
HeLa
coli EPEC e amostras nzo EPEC apds
condigdes favoraveis {caldo)
(dgar) & expressao das pili.

Simbolos: o = média; % =
amostras produtoras de pili tipo
amostras

para <élulas

cultivo

13

Pil—

de amostras piliadas e nao-piliadas de E.

em

e desfavoraveis
desvio padrao; Pil+ =

nao produtoras de pili tipo 1; Signi-

ficancia entre I.4. caldo/dgar: * = p < 0,05,
=p < 0,01 :
Pili L.A. apds cultivo em
Origem tipe Amcstras  Sorogrupe Caldo Acax
3 mrtriente C.F.A.
Surtos Pil + 386 0111:K58 6,3 % 0,8 4,8 2,1
epidémicos 409 0111:K58 2,7 £ 0,7 0,2  0,05%=«
410 0111:K58 0,3 20,1 0,5 £¢,2
34 0119:K68 1,3+0,%9 0,12 0,02*
262 086a: K61 8,8 0,3 0,09 (,02%=*
351 386a:K61 2,7+ 1,1 1,1 £ 4Q,5%
Pil -~ 329 {4119:%69 0,6 0,07 §,1 & 0,02+
Casos Pil + 57 086a:K61 0,2*0,06 0,220,06
esporadicos 1415 £55 K59 0,4 20,2 Q,2*001
1463 G124:K72 5,6 x1,8 0,5 % 0,2%
Pil - 24 0131:K58 0,2 0,7 0,07 0,006%
53 #111:X58 0,3 0,07 0,4 £0,1*
54 01%1:K58 0,4 0,1 0,4 0,05
5% 01%1:K58 0,1 £0,05 0,1 % 0,05
&1 01311:¥58 0,4 £ 0,3 0,1 = 0,04
94 0111:X58 0,1 £0,2 ¢,120,2
68 055 K59 0,2 + 0,08 0,2 £ 0,02
60 0119:X69 1,3 £ 0,5 0,09 0,04%
Fezes Pil «+ 3 1,3 +0,3 0,4 £0,2%*
“normads” 4 5,9+0,8 5,42%1,3
3 4,4 0,7 0,1 & 0,07%*
7 4,3 %0,7 0,2 % ¢, 07%
g 3,722,0 0,3 z%§,1
G 7,2 £0,3 0,3 0,00%
31 5,9%+1,0 0,1t % 0,03
Pil - 2 3,7+1,0 1,6 = 1,5*
18 1,7:6,6 1,720,3
21 2,4%0,2 0,9 0,9

fol feito emn txiplicata
sendo as l8minas codificadas e lidas em imersao
Em cada laminula, contavam-se 100 cé&lulas ac acasc (A} e as bactérias a

elas aderidas (B), calculando-se o valor da divisao B/A. O I.A. era a media dos vaw-

lores B/A,

goes entre testes foram feitas pelo teste T (Student).

Resultados

obtidos em seis leituras, sendo calculado ¢ desvio padrao. As ccmpara

Plli e HA - Nao verificamos diferengas entre as amostras de FPEC epidémicas e as
amostras nao EPEC. As EPEC esporZdicas mostraram baixa frequencia de HAMS. Quanto
aos padroes hemaglutinantes HAMS, wesmo entre amostras de U Kesmo  Sorogmiipe  ou
surto epidémico, ocorreram variacdes, incluindo completa auséncia de hemaglutinacdo

{Tabela 1).

Em relagdo & HRMR, os testes em lamina mostraram maior ocorréncia de resultados
positivos entre as nao EPEC, Contudo, em microplaca, verificamos HAMR exclusivamen—
te entre as EPEC independente de origem {Tabela 1}).

Todas E.coli HAMS* apresentaram pili em M.E.

(pili tipo 1).

As amostras EPEC e

nac EPEC HAMR+ foram também e:mnuxmdas apds cultivo em agar CFA, sendo que apenas

verificamos pili HAMR na amostra ndo EPEC EB-30 {021:K—:H5} , que deixava

z2i~10 (e de causar HAMR) , apds cultivo em agar a 20°C.

de

produ—
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Tabela 3 - Aderencia para células Hela

. Amostras

de grupos de amostras de diferentes .

. bt Origem 2il + Pil —
origens, produtcras e nao-produtoras de -
pili tipo 1. __ = 14 u 1.A.
Simbolos: a = média dos I.A. deo cultivo EPEC - Epidamicos (6 3730 1 06007
em caldo, das varias amostras c}e cada EPEC - Esporadicos 3 2038 8 €404
grupo * desvio padrao; N = Numero de " > L 181 6 1 )*
amostras em cada grupo; FPilt = Amos- T 6= 1,0
tras predutoras de pili tipe 1; Pil™ =
Amostras nao-produtoras de pili tipo ij
#% = diferenca entre grupos significa-

tiva ac nivel de p < 0,01; * = diferen—
ga entre grupos significativa ac mnivel
de p < 0,2 > 0,1

Aderéncia a HelLa - A maioria das EPEC esporidicas apresentou baixos I.A., com  pou-
cas amostras mostrande diferencas significativas entre cultivos em calde e agar
{Tabela 2). Na Tabela 3, onde consideramos a média dos I.A. de cultivos em caldo,
para grupcs de amostras produtoras (PILY) ou nac produtoras_ (PIL™} de pildi tipo t,
verificamos que as EPEC epid@micas PIL' e as nac EPEC PIL* nac difexem, s:.gm_f:l.ca—-
tivamente, quanto a aderéncia, enquanto as EPEC esporadicas PILY destacam-se comd
grupoe pouco aderente 3 Hela. A mesma comparacao com I.A., obtidos de cultivos em
agar, nao revelou diferengas significativas entre os varios grupos. Verificamos
ainda gue, para varias amostras PIL-, os repiques em caldo resultaram em I.A. sig-
nificativamente maiores do que os obtidos para cultivos em agar.

Tndices de aderencia elevados nao apresentaram correiagao com padroes hemagluti-
nantes MS nem <om o cultivo das amostras HAMRYT em condices favoravels a expressio
destas hemaglutininas.

Discussao

Condicoes de cultivo, nimero de repiques, densidade das suspensGes bacterilanas,
hanac1as ampregadas e temperatura de realizacdo dos testes influenciam na eviden-
ciagao das hemaglutininas M5 e MR de E. coli (7).

Nesta investigacao, em que foram adotados os critérics definidos por Dugunid &
col. (7), notamos que a frequéncia de amostras produtoras de HAMS e pili tipo 1 em
FPEC esporddicas, era inferior zos demals grupos. Outros (5) nao verificaram dife-
rengas na HAMS entre E. coli nao FPEC e EPEC enguantc Evans & col. (10) descreveram
padric HAMS caracteristico em 42% de 351 EPEC testadas. No entanto, utilizaram li—
mitada selegdqo de hemicias e nao estimularam pili tipe 1, por repiques sucessivos
an caldo. Em nossa investigagdo, nao detectamos qualque:c padrac HAMS que distin-
guisse entre pili tipo 1 de amostras ndac EPEC e EPEC,

Quanto a HAMR, testada am lamlna, concordamos cam outros (7, 10), quanto a uma
maior frequéncia entre amostras nSo EPEC. Porém, © teste em microplaca foi positivo
apenas entre as EPEC, sendo a pesquisa direta de pili negativa para todas as amos-
tras HAMRF (exceto F—30) Estas "hemaglutininas nao-fimbriais" (12), detectadas em
12% das EPEC, estudadas por Duguid (5), constituem, zinda, 42% de todas as }'mxaglu—
tininas MR, encontradas em £, coli, de diferentes origens e sorogripos (7).
hemaglutininas ndo detemninaram- incremento ou redugao na aderéncia para celulas
Hela. Contudo, “"adesinas" MR ndo-fimbriais parecem justificar a aderéncia de certas
estirpes de EPEC (14).

_Quanto i participacdo de pili tipo 1 na ader@ncia a Hela, verificou-se a correla-
¢Eo entre I.A., elevados ou reduzidos, e producao ou inibicio de pili tipo 1, sendo
que o cultive de amostras PILY, em agar, leva, na maioria dos casos, a uma redugao
significativa do T.A. Por outro lado, as EPEC esporadicas, en sua maioria PIL,
apresentaram oS mais baixos I.A.

HNo entanto, nota-se que algumas amostras PIL., am todos os grupos, apds cultivo
em caldo, apresentaram I[.A. significativamente maiores do que os obtidos por culti-



244

vo em agar, sugerindc a interveni®ncia de mecanismo adesivo, estimilado pelo culti-
vo em meio Hguido e independente da producio de pili tipo 1.

2 baiwa frequéncia de pili tipo 1, entre as EPEC esporadicas e, em particulay,
nas amostras do sorogrupo 0111:K58, & surpreendente, tendo Duguid {5} encontrado,
para este sorogrupo 0% de amostras PILY. Estas amostras sac de isolamento recente
€ foram estocadas camw as demais, o que ndo apoiaria uma hipotética perda da capa—
cidade de sintese do pili, mecanisme sugerido por Evans & col. (10}, para explicar
ausBncia de pili em EPEC, provenientes de colegdo.

A participagdo dos pili tipo 1, na aderé@ncia para células epiteliais de mucosa e
na viruléncia, & polémica, dividindo-se os autores en aceitar ou negar tal partici-
pacdo (1, 2, 5, 6, 17). i

Cravioto & col. {4), utilizando células Hep-2, verificaram maior aderancia das
EPEC epidémicas, sem correlagdc com pili tipo 1. No entanto, a frequéncia de pili
pode ter-sido fortemente subestimada, especialmente por ndo terem estimulado ade—
quadamente pili tipo 1. Duguid & col. (7) ressaltam que 1/3 de todas as E. eoli
exigem varios repicues em caldo, para expressar os pili tipo 1.

Carvalho (3}, testando a ader@ncia de EPEC a células Hela, verificou distribuicao
tipica, com ninhos bacterianos paranucleares, associando tal aderéncia a hipotéeti-
cas "fimbrias manose-resistentes”. Nos nossos testes quantitativos de aderéncia,
ndo percebemos qualquer padrdo adesivo, peculiar para EPEC o que pode resultar das
diferentes metodologias aplicadas.

Na presente investigagdo, verifica-se maior aderéncia a células Hela, nas amos—
tras piliadas, sem ccorrerem, contudo, diferengas quantitativas, entre a aderéncia
de amostras nZo EPEC e de EPEC epid@micas. As amostras EPEC esporddicas eram, mar—
cadamente, destituidas de pili tipo 1 e de atividade adesiva a despeito de sua pre-
sunida enteropatogenicidade.

A aderéncia bacteriana é um processo especifico, resultante da interacio entre
receptores celulares especificos e Yadesinas" nacteriamas (2, 8, 17). Em decorrén—
cla da complexidade desta interagao, que envolve, entre outros fatores, uma adequa-
da expressac destes receptores complementares, o wmodelo experimental parece-nos in-
satisfatdric em reproduzir as condigdes que prevalecem "in vivo". Assim, pretende-
ms avaliar a ader@cia dos varios grupos de amostras para células epiteliais, cbe
tidas da mucosa intestinal e oral de criancas e adultos, buscando identificar pro-
priedades adesivas, que justifiguem a eficifncia colonizadora das EPEC para o¢ gru-
pos etarios, abaixo de dois ancs.
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Resum

Foi estudads a ocorrencia, na regiio Amazonica, de 4dzospi-
rillum omazonense, bactéria fixadora de N2, recentemente
descrita. Foram examinadas amostras de solos e de raizes de
plantas, em ecossistemas naturais e em areas cultlvadas A
bacterla foi encontrada com malor frequencia em gramineas e
ciperdceas, que crescem na varzea e e pastagem estabelecida
com Brachiaria humidicola. A ocorréncia de A. amamonense,
como a de outras bacterias fixadoras de N5, foi apenas espo-
ridica em pastagem degradada, campina e floresta de terra
firme. Contagens comparativas woStraram gue A, @mgzonense
ocorre em numeros mais altos do gue as espécies conhecidas
de Azospirillum e de Beijferinckia, em raizes de pupunha
(Bactris gasipaes) e Brachiaria humidicola.

Sumary

Ocourence of Asospirillum amazonense tn some amazonian
ecosystems

A survey was made of the ocurrence in the Amazon region of
the recently described N; fixing bacterium dzospirillum
amazonense. Samples were examined from soils and plant roots
collected in natural ecosystems and in cultivated areas. The
bacterium was frequently found in Gramineae and some other
species in low land soils (varzea) and in an established
Brachiaria humidicola pasture. A. omazonense as well as
other N; fixing bacteria were found only sporadically in
degradated pasture, regenerating forest (campina) and in
virgin forest (floresta de terra firme). Comparative counts
with the known Aszospirillum species and with Beijerinckiy
revieled higher numbers of A. amazonense in roots of a palm
tree (Bactris gasipaes) and a grass (Brachiaria humidicola).

Introducao
Spirilium lipoferun originalmente deserito por BEljerlan {1}, foi reciassificado
apds estudos detatlhados com 61 estirpes, ew duas espécies (11): Adzospirillum Iipo-

Rev. Micrcbicl., Sao Paulo, 15(4):246-252, Qut./Dez. 1984.
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Fferum e A. brasiliense. Varios trabalhos +2m demonstrado a ampla distribuicao des-
sas duas espicies, no solo e em raizes de varias espécies vegetais, em diferentes
regides {4, 7, 12, 13).

A espécie 4. omazonense, recentewente descrita {10y, foi isclada de varias grami-
neas, de Bactris gasipaes (Palmaceae) e de cutras plantas, em varias localidades da
Amazonia e do Rio de Janeiro (6, 8, 9, 10}. A. amazonense assemelha-se as espécies
conhecidas  do gdnero, pela forma (bastonete curvo), movimento ondulatdrio tipico e
formacio de pelicula, em meio semi-sdlido e diferencia-se, destas, pelo difmetro
mencr  (0,8m), pela intolerdncia a meio alcalino, pela menor tolerancia ao oxigénio
molecular e pela utilizacao de sacarose, entye outras caracteristicas (9, 10). Es-
tudos da hemologia do DNA (N.R., Krieg cam. pesscal), confimmam-na Como nova espé—
cie do género. .

Neste trabalho, foi estudada a ocorréncia de 4, amasonense no sclo e nas raizes
de varias espécies vegetais, representativas de diferentes ecossistemas da Amazd-
mia. Tanbem foram realizadas contagens comparativas de Azospirilliwn Spp. (A. lipo-
ferum e A. brasilense) e A. agrazonense, €m raizes de duas espécies cultivadas: Bae-
tris gasipaes (palmacea nativa) e Brachiaria humidicola (Rendle} Schweikerdt.

Tabela 1 - Ocorréncia
de 4zospirillum amazo—

Culturas Culturas com  Cultwras com

. Arostras K¢ total ocm BRAP  A.amgacnense  Beijerinckia sp.
nense e de outros fixa- e culturas® % % ¥
dores de Ny em solo e

£ 2 . Solet 30 80 26 -
ralzes de algumas espe— ) . .
cies de varzea Pickornia eraseipes 5 140 40 -
Simbolos: & . Cultura Bohinochen polistachya 5 100 40 -
de enriquecimentc em Leptochloa scabre > 100 2 -
meio sacarose semi—sa— Paniown boliviense 3 80 2 -
lido; b = Atividade de  Fespelun repens 3 10 0 -
nitrogenase. (redugéo do Sorghum arundineceun 5 ) 20 -
acetileno); d = Espécie iﬁﬂ;’;t‘za"} n-d-“’ﬂgﬁ 5 0 - 20
nao identificada; e = craminese 1.d.4
AMANSRE 0.3, 3 -
Nome vulgar camarana roxa o)t 5 80 - -
Grarfd.neae n.d. - 5 30 40 -
mwi (n.v.}
Total 75 100 22 1,3

Material e Metodos

Os ecossistemas estudados, quanto & ocorréncia de Azospirillum amazonense,
ser assim caracterizados:

podem

Pastagem estabelecida - Plantio de uma {nica especie de graminea (no caso Brachia-
ria humidicola), apds a derrubada e queima da floresta de terra firme e que recebe
adubacao de fosforo (o elemento mais limitante dos solos da Amazdnia). A graminea
se torna vigorosa e domina a paisage.

Lastagem degradada - 2pds plantios sucessivos, durante milto tempo  (5-10 anocs) e
sem cuidados conservacionistas do solo, este se torna extremamente degradado. Ocox-
re heterogeneidade de espécies, principalmente de gramineas invasoras, gue predomi-
nam.

Campos de varzea, segundo Braga {(3) - Areas que estfo sob influéncia de alagacao,
procedente de Tios de aguas barrentas, iluminacao excessiva e bicmassa mediocre,
canstituida por definida predomindncia Ge gramineas.

£

Floresta de terra Ffirme (tipo demsa) - Grande bicmassa e muitas espécies por unida-
de @e avea, sem nitida predominancia de uma ou de algumas delas, quanto ao nimero
de individuos ou quanto & bicmassa.
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Tabela 5 — Analise® de fertilidade Tabela 6 — Ocorrencia numérica de Azospiril-
e do pH dos solos onde foram reali-— lum amazonense, de Azospirillum sp. (4. bra-
zados os levantamentos de ocorren- silensee 4. Lipoferum) e de Beijerinckia sp.
cia de Zzospirillum amazonense. Simbolos: a = Calculados pela Tabela do No-
Simbolos: a = Realizada pela Embra- mero Mais Provavel (MNP) de McCrady; b = Em
pa-Uepae, Manaus Bactris gasipags a contagem nas amostras fol

feita pelo método das diluigdes sucessivas;
¢ = Em meio NFb semi-solido sem N combinadoj

Fertilidade . . ey .
=38 —— d = Em meijo sacarose semi-solido sem N com—
;1“20 Pim p:m Catt Mgt Al binado; * = Esterilizada superficialmente
Campos. de 53 70 45 7,0 2,4 0,3
Varzea N¢ bactérias x 10~%/g peso fresco de raiz
Campina 7,0 2 8 &4 0,2 07 Areostra nZOSp‘L“‘LZ Lum  Azospirilium Betgem:i:efcw
sp QTEONERSE 5p
Florestade 3. 4, 5 g3 0,1 2,8 .
terra firme Pupunta ° (1ocal 1)
Raiz nao lavada 45; 5 1400 4,5
4,0 2 22 0,3 0,5 1,6 Raiz lavada ’ 0,9 0,3
estabetecida ' y e - 23 32 A
Fastagen 4,0 2 12 03 0,1 20 Pupa_ (.‘aocal 2)
degradata ! Raiz nio lavada 9,5 7,5 7,5
Pupunha Raiz lavada 2,5 25 0,7
o 4,8 17 73 1,0 1,4 0,8 oty * i . o
Pupanha Pcp.mha {local 3)
(lecal 2) 5.2 8 2 1,8 1,6 0.1 Faiz ndo lavada 1400 1400 0
Raiz lavada . 2,5 1100 0
I{"Wﬂ3) 5,0 261 116 1,9 1,2 0,3 Paiz ester. superf. 150 40 0
Brachiaria hunidicola
Daicuio 50 261 116 1,9 1,2 0,3 A Sy 25 1400 0
Raiz lavada * 15 1400 0
Raiz ester. superf. 45 140 o

Enilises da fertilidade e do pE (Hy0) dos solos, de todos as areas estudadas, fo-
ram realizadas pela Embrapa-Uepae, de Manaus.
0 material botanico foi identificado pelo Departamento de Botinica do INPA,

Resultados e Discussao

As Tabelas 1, 2, 3 e 4 mostram a ccorréncia de 4. anasonense e de outros fixado—
res de Nz mo solo e em raizes (ndo lavadas), de espécies representativas de cinco
diferentes ecossistemas da Amazonia brasileira.

A presenca de 4. amazongnse, nas culturas de enriquecimento, que apresentaram pe-
licula e atividade da nitrogenase, foi confirmada por cbservacdo ac microscopic e
tambén isolamento posterior, uma vez gue, neste mesmo meio, foi verificado, ccasio~
nalmente, crescimento de BReijerinckia sp. (com formacao de pelicula d.lfusa) e de
outras espécies fixadoras de Np (redutoras de acetileno) nao Iidentificadas. Este
procedimento possibilitou verificar que a simples gbservagic, ao microscipio; de
culturas car pelicula e atividade da nitrogenase, em meio sacarose semi-sdlido, &
suficiente para confirmar a presenga de 4. amasonense, pois sua forma & perfeita—
mente distinguivel das outras fixadoras de N3 que crescem neste meio.

A maior porcentagem de culturas de enriguecimento com ARA ocorreul na varzea
(86%), sequida de pastagem estabelecida (69%), floresta (24%}, pastagem degradada
(21%) e, por Oltimo, campina {3%).

Nem todas as culturas de enriguecimento com ARA continham 4. amazonense. Sua pre-
senga sO foi detectada em 22% das culturas de varzea, 33% das culturas de pastagem
estabelecida e 5,7% das culturas de pastagem degradada, sendo esses nimeros refe—
rentes a porcentagem, en relacdo ac nlmero total de culturas. Em campina e flores-
ta, nao foi detectada a presenca de 4. amazonense nas ampstras coletadas, anbora
tivesse sido isolada, anteriovmente, wa estirpe, de raizes de uma graminea invaso—
ra, an caminho aberto na floresta. O maior nfmero de culburas de enriquecimento,
com ARA na floresta, fol de culturas de sclo. Em cinco destas, fol identificada a
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presenca de Beijerinckia sp. As nicas culturas de raizes, que apresentaram ARA,
eram de duas legquminosas coletadas e nestas, ndo howve identificacfo da espécie
responsavel, pela fixacdo de Np.

Fn varzea, pastagen estabelecida e pastagem degradada, 4. amgzonense ocorrel no
solo e nas raizes de quase todas as esp@cies de gramineas coletadas e ainda em Ei-
chornia crassipes e Rynchispora cephalotes (Cyperaceae). Também foi identificada &
presenca de Beijerinckic sp. em wma amostra de ralz da varzea. Nas amostras com
atividade da nitrogenase (ARA} em que, ou 4. amazonense ou Reijerinckia sp. ndo fo-
ram Jetectadas, ndo foi possivel determinar a espécie fixadora de Nz responsavel
por tal atividade.

A mator ocorréncia de A. amazonense, am s0los de pastagem estabelecida e de  vAr-
zea, pode estar relacionada can a maior fertilidade destes solos (Tabela 5). A
abimdincia desta espécie e de cutros microrganismes fixadores de No, em solos de
varzea, pode estar sendo favorecida pelas condicdes microaerofilicas do ambiente,
om0 sugerido por Buresh & col. (2)}. Os dados tamb&m sugerem que gramineas Ffavore-
can a ocorrvéncia de 4. amazongnse e & de se ressaltar sua ocorréncia em solos ex-
tremamente gcidos, ¢omo os de pastagem, com pH 4,0 (Tabela 5).

A Tabela 6 mostra a ccorréncia mmérica de 4dzospirillum Spp. e Beijerinekia sp.,
em raizes de Bactris gasipass e Brachiaria mmidicola. Hm todas as awmostras pescui-
sadas, as trés espécies de dzospirtlilum foram detectadas, inclusive em amostras de
raizes esterilizadas superficialmente, indicando infeccdo de tecidos internos da
raiz por essas espéoies fixadoras de Np.

Os nimeros de 4. amazonense, encontrados em raizes esterilizadas superficiaimen-
te, variaram de 2,5 x 10* a 1,4 x 10* cBlulas/g peso fesco. Variacio nmumérica seme-
lhante ocorreu com dzospirtllum spp. Em raizes nao lavadas, as espécies de Azospi-
rillum, inclusive 4. amazonense, foram encontradas em nimeros de até 1,4 x 10° ¢é-
lulas/g peso fresco, parecendo o dltimo ccorrer em maior rilwero.

Os resultados deste trabalhc mostram que Azcospirilium amazonense parece OCUpar
varios habitats da Amazdnia, ocorrendo no solo e na ecto-e endorizosfera de varias
espécies vegetais. Fol encontrado especialmente em Gramineae, em campos de varzea,
pastagem degradada e pastagem estabelecida de Brachiaria humidicela, e pode occorrer
Juntamente com as duas outras espécies (4. brasilense e A. lipoferwm). Foi também
encontrada no interior de ralzes de Brachiarie humidicola e Baetris gasipaes.
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Resumen,

El analisis rutinario de Staphylococcus qureus en alimentos,
se basa en la determinacidn de algunas enzimas tipicas de 1ia
especie, pero usualmente se emplez sale la prueba de 1la
coagulasa para diferenciar entre Staphylococcus qureus y
Staphylococei no patdgenos. Para conocer la validez de estos
precedimientos, $e estudiaron las  caracteristicas de

coagulasa, lecitinasa, deoxirribonucleasa (DNasa) v
decxirribonucleasa termoestable (TNasa) en cepas aisladas de
muestras clinicas y de  alimentos. De  las  pruebas

mencionadas, la coagulasa fue la de menor repetibilidad vy la
lecitinasa mostré la mayor wariacidn con respecto a las
demas, Todas las cepas fueron DNasa y TNasa positivas.

Summary

Comparative study of the biochemical test used to determine
Staphylococcus aureus in foods

The detection of Staphylococcus aureus in food is based on
the determination of some enzymes typical for the specie. In
the routine analysis the coagulase rtest is used to
difference Staphylococcus aureus from non  patogenical
Staphylococei. From the tests mentioned before, coagulase
had the worst repetibility and lecithinase showed more
variation with respect to the others. All the strains were
both DNase and TNase positives, In order to compare the
different procedures availables for the detection of 5.
qureus, strains isolated from clinical samples and food were
tested for coagulase, Toc know the efficacy of  these
procedures, the coagulase, lecithinase, deoxiribonuclease
(DNase} and  thermostable deoxiribonuclease (TNase)
characteristics of strains isolated £rom infections and
foods were studied.

Introduccion

Una de las bacterias patdgenas que mas frecuentemente ocasiona problemas de into-
¥icaciones alimentarias es el Staphylococcus aureus, que se encuentra en  alrededor
de w 40% de los casos reportados (1).

* Trabajo financiado parcialmente por la Direccidn de ImvestigaciOn y Desarrolio de
la Universidad fustral de Chile - Proyecto S$-83-55.

Rev. Microbiol., S3c Paulo, 15(4}:253-257, Out./Dez, 1984,
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8in embargo, la tasa real es mayor ya gue por su sintomatologia inespecifica 1la
estafilococosis puede ser confundida con otras causales Y tratada sin acudir a un
médico, por lo que el nimero verdadero de casos no queda registrado (1).

El cuadro es producido por wna serie de toxinas de naturaleza proteica v  accidn
emética (&, B, Cq, Cz, D, B}, ampliamente descritas y estudiadas {1, 2). )

Sa principal accion es emética por una actividad irritante de la pared del estd
mage y tracto intestinal, produciendo adem3s diarreas y dolores abdominales (5).

La determinacidn de estas toxinas en los alimentos se realiza mediante anflisis
blolog:Lcos en animgles de axpermaentacmn y diverscs tests inmmoldgicos (de difu-
sidn en agar, ELISA, precipitacidn, inmmoelectroforesis, etc.) {(4).

Cone éstas son, en general, pruebas costosas v relativamente camplejas para ser
empleadas en formma rutinaria, se prefiere determinar clertas enzimas que tienen la
propiedad de presentar una alta correlacidn con la presencia de las bacterias que
se estan determinando.

Diversos autores han demstrado la confiabilidad de esta relacion v por razones
de costo y tiempo se prefiere emplear los tests bioquimicos en analisis rutinarios,
atin cuando un resultade certerc io daria Gnicamente la determinacidn de las toxinas
por alguno de los métodos citados (1, 6, 7, 8).

Las pruebas bioquinicas mas empleadas son la coagulasa, lecitinasa,DNasa y TNasa.

ILa coagulasa es la més cammmente empleada v presenta algmes variaciones de
acuwerdo a las diversas técnicas, de manera que se reccmienda emplear plasma de co-
nejo con EDTA para cbtener resultados mas repetitivos (1, 8).

La lecitinasa corresponde a una prucba de tipo general gue se realiza en agar oon
yema de hueve cano analisis primario para seleccionar las bacterias que se analiza-
rén posteriormente en los otros tests y presenta algin valor para relacicnarlo con
su capacidad enterotoxigénica {1, 3, 8).

Lz deoxirribonucleasa (DNasa) y deoxirribonucleasa termoestable (TNasa) son las
mas espec:.flcas para establecer una correlacidn con la toxigenicidad. Ia sequnda
de ellas es mas especifica y puede ser empleada con mayor propiedad para la  deter-
minacion de la patogenicidad de una cepa (1,3).

En este trabajo seestudiaron las caracteristicas bioquimicas de cepas de Staphy-
Lococeus aureus clasificadas como tales por el test de la coagulasa.

La prueba de referencia serda la TNasa por ser considerada la de mayor correlacidn
con la toxigenicidad (1, 4, 6, 11).

Adem3s se determinaron las enzimas lecitinasa y DiNasa.

Las cepas fuercn obtenidas de alimentos y muestras clinicas, representando estas
{ltimas el riesgo de contaminacidn por manipuladores de alimentos.

Material y Metodos

Cepas de 5. aureus - Se awplearon 48 cepas, de las cuales 27 provenian de muestras
clinicas y 21 de alimentos.

Tocdas las cepas fueron clasificadas originalmente camo coagulasa positivas,
ampleando plasma humano citratado, en los laboratorios de diagndstico donde se
obtuviercn.

Técnicas de laboraterio - Coagulasa - Se hizo de acuerdo al procedimiento descrito
por la FDA (8), que consiste en inocular la colonia aislada a caldo cerebro
corazon, incubar 18 hrs. a 35¢C, inocular 0,5ml de plasma de conejo con 0,2ml  del
cultivo anterior y leer dentro c'le 6 hrs.

Lecitinasa ~ Se realizd segin el procedimiento de la ICMSF (9) que consiste en
cbsexrvar el halo que se forma alvededor de la colonia al crecer en wn medio con
lecitina {vama de huevo}.

Dliasa — Se realizd de acverdo a la tBcnica de que consiste en senbrar 1la cepa en
agax-DNA, incubar y luego cbservar la degradacidn del DNA alrededor de la colenia,
agregando HC1 1N para solubilizar las bases nucleotidicas libres en el agar (10).
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Tabla 1 - Nimero de cepas de Tabla 2 -~ Distribucidén de las cepas
Staphylococeus aureus positivas a positivas a las  pruebas de
las pruebas de coagulasa, Coagulasa, lecitinasa, DNasa y TNasa

lecitinasa, DNasa y INasa

N? cepas Coagulasa Lecitinasa DiNasa TNasa

Coagulasa Lecitinasa [Hasa Nasa 35
1
NQ cepas 46 36 48 48 1
1

11+ +
L+ |+
+ 4+ 4+
b okt

TNase ~ Se llevd a cabo de acuerdo al procedimiento de Iachica (11). Ia cepa
incubada en caldo cerebreo corazin se llevd a paho maria hirviente por 13%, se
colecd en pocilios formados en agar con azul de o-toluidina y se observd, en los
casos positivos, la reaccién metacromatica del colorante con los nucleGticos,
virando a un color rosado.

Procedimiento del andlisis - Cada cepa se sembrd en agar Baird Parker con yema de
huevo para comprobar su pureza {9) v se le realizd un gram para confimmar que se
trataba efectivamente de Staphylocoecus (5¥.

La caracteristica lecitinasa positiva se presenta como un halo claro junto a  las
colonias y wo de precipitacion un poco mas retirado de ellas debido a que al
degradarse la lecitina se producen cambios en la estabilidad de la emlsion,
precipitando las proteinas que se mantenian hasta ese momento en suspension (3).

De esa placa se inpculd wn tubo con caldo cerebro corazdn y se llevd a incubacicon
por 18 hrs. a 35°C; del tubo se sacd el indculo para las prusbas de coagulasa,
DNaga v TNasa (8).

Con el métocdo empleado corrientemente en los  laboratorios de  analisis
microbioldgico de alimentos, normalmente se llega hasta la prueba de la coaqulasa y
no se realiza el gram.

Una vez analizadas todas las cepas, se yepitid el procedimiento otras dos veces.
En los casos en que hubo discordancia con algin resultade, se analizo nuevamente
“hasta cbtener un resultado repetitivo.

Resultados

En la Tabla 1 se presenta la cantidad de cepas, de w: total de 48, gue fueron
positivas a las pruebas bioquimicas estudiadas.

Todas las cepas fusron DNasa v TNasa positivas indicande con alta prchabilidad
que se trata de cepas enterotoxigénicas. Dos de ellas resultaron coagulasa
negativas y doce lecitinasa negativas siends &sta la prueba que presentd menor
relacién con las demds.

Ia prueba de coagulasa presenta alta variabilidad por lo gue se debid realizar el
analisis mas de tres veces para obtener un resultade confiable. Sin embargo, su
correlacidn con la DNasa y TNasa fue alta, va que hubo discordancia en solamente
dos casos.

En la Tabla 2 se presenta la distribucion de las cepas positivas a coagulasa,
lecitinasa, DNasa y TNasa, Ia mayoria de las cepas fue positiva a las cuatro
pruebas, pero es interesante destacar que un nimerc considerable fue negativo a la
prueba primaria de la lecitinasa vy que, las colonias coagulasa negativas fueron
positivas a las pruebas de la DNasa v TNasa.

Di .

Ia prusba de DNasa fue positiva en todos los casos, 1o cual concuerda con el
hecho cque también fueron TNasa positivos y por lo tanto presentan wma
deoxirribonucleasa termoestable, la que se detecta con ambas pruebas.
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En dos cepas la prueba de la ccagulasa fue negativa para la técnica ampleada;
pero coriginalmente fueron positivas con plasma humano citratado y con plasma con
EDTA. Esto corrcbora las cbservaciones que indican que el resultado depende del
tipo de plasha que se emplea (3}, También influye el tipo de anticoagulante cuando
se trata de variedades citrato positivas va que en ese caso se prodwe la
coagulacitn del plasma por utilizacidn del anticoagulante (3). En las cepas
indicadas, la variacion en los resuitados sOlo se debid al tipo de plasma ya que
fuercn citrato negativag, ‘

Es convenviente destacar que la prueba de la coagulasa fue bastante variable;
machas cepas fueron negativas en una primera determinacidn, pero posteriommente
resultaron ser positivas ya que se trata de wna enzima inducible por sustrato (3},
Es importante considerar este hecho, ya que muchas cepas estarian siendo
clasificadas camo ne patdgenas de acuerdo a michas legislaciones sanitarias, v
entre ellas la chilena (12), en las que sclamente se considera la prueba de la
coagulasa para su diagndstico.

En cuanto a la prueba de la lecitinasa, la alta proporcidon de cepas negativas
indica su baja relacitn con la prugha de la T™asa v por lo tanto, la escasa validez
de esta prusba camo Indice de patogenicidad.

El procedimiento rutinario de analisis de 5. aureus en alimentos contempla un
aislamento en agar Baird-Parker.con yema de huevo v en seguida una sienbra en caldo
cerebro corazin para de allli realizar la prueba de coagulasa con las cepas
lecitinasa positivas, o de diferente tipo, dependiendo del criteric empleado en
cada laboratorio, pero bastando este resultado para ST clasificadas como
patogenas.

Como conclusion de este trabajo se puede sefialar la inconveniencia de emplear la
prusba de la lecitinasa en diagnSstico de 5. aureus, va que su correlacidn con lag
otras prusbas es miy baja. Amgue con mayor correlacitn, la prueba de la coagulasa
tampoco es  absclutamente confiable como se la ha considerado hata el momento. En
cambio, ante la eventual imposibilidad de realizar la prusba de la THasa, la DNasa
parece ser una alternativa confiable, amgue de acuerde a la informacidn
biblicgrafica con una muestra mayor esta correlacidn probablemente no hubiera sido
total,

Considerando estos hechos, se pueden sugerir algunas modificaciones en la t&cnica
rutinaria comummente erpleada. Estas son:

1 ~ El aislamiento en placa puede hacerse en un medio selectivo, sin necesidad de
incluir la yema de huevo, ya que la lecitinasa no es una prueba adecuiada para la
seleccion.

2 - Cano alternativa ante la prueba de la coagulasa, es equivalente en tiempo v
costo la prusba de la TNasa, siendo ademds un Indice mas represgentativo de la
patogenicidad.

3 - En fomma paralela se puede hacer un gram para comprobar que efectivamente se
trata de wn Staphylococcus.

Siquiendo egte procedimiento se deberian cbtemer resultados mis comfiables con
un ¢costo vy emplec de tiempo equivalente.
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Sammary

Frequency of anemophilous fungi was measured from- August,
1975 to July, 1976 in distinct areas of the Baixada
Santista, State of Sao Paulo, Brazil, taking into account
several geographic parameters, especially those related to
environmental pollution. Through 258 exposures of Petri
dishes containing Sabouraud agar medium in five different
locations, 2221 fungi (meclds) colonies, were identified,
including 35 genera and 22t fungi colonies that did not
sporulate (NSF). Most £frequeat genera were Penteillium
{51,273, Cladosporium  (48,87), Aspergillus  (23,7%),
Epileoccum (23,6%), Aurecbasidium (15,57} and Neurospora
{11,6%). The NSF (32,97} as well as the genmera specified
above were isolated in all locations with the predominance
of Cladosporium in the cold months, and Peniciliiwm in the
warm months. The less polluted region revealed a smaller
number of genera, a lower relative frequency and fewer NSF
colonies. Adjacent regions, similar both in  their
demographic and  physiographic  structural  components,
prasented very similar fungal rates. The commercial area
presented increased rates concerning genera of fungi, number
of colonies and relative frequency of NSF. In the industrial
park area, the number of sporulated fungl genera was
smaller, but the number of total colonies as well as the
rate of NSF freguency, were the highest. These results from
the most polluted region were statistically siganificant and
indicate that chemical pollutants inhibit the sperulating
mechanisms and that the fungi, multiply themselves in a
vegetative manmer. Depending upon the standardization of the
sampling techmiques, culture media and the global analysis
of the results of similar works developed in other areas,
the relative frequency of the NSF can be used as a
microbiological indicator of atmospheric pollution.

Rev. Micrchiocl., Sdo Paulo, 15{4):258-265, Out./Dez. 1984.
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Resixo

Fungos anemofilos da Baizada Santista, Estado de Sao Paulo,
Brasil

Frequéncia de fungos anemofilos foi avaliada, de agosto de
1975 a julho de 1976, em areas distintas da Baixada Santista
(Estadc de Sao Paulo, Brasil), levando-se em consideragao
vérios parametros geograficos, especialmente os relacionados
com poluigdc ambiental. Atraves de 258 exposigoes de placas
de Petri com &gar Sabouraud, em cinco locais, foram isoladas
2,221 c¢oldnias de bolores, pertencentes a 35 géneros e 221
coldnias de fungos nio esporulados, Os  generos mais
frequentes foram: Penieilliwm (51,27), Cladosporium (48,87),
Aspergtlius (23,7%), Epileoscum  (26,6%), Aureobasidium
(15,5%) e FNeurcspora {11,6%). Os funges nao esporulados
(32,9%), assim como os generos mencionados acima, foram
isolades em todos os locais, com predominancia de
Cladosporium wnos meses frios, e de Penfeillium, nos meses
quentes. A regido mencs poluida (Ponta da Praia), da area
estudada, apresentou menor unumero de generos, menores
frequéncias relativas de cada género, assim como menor
nimerc de coldnias de fungos nao esporulados. As regioes
adjacentes (Marapé e Vila Valenca), gque apresentam
componentes  estruturals demogrificos e fisiograficos
similares, tambem apresentaram valores semelhantes =ao0s da
Pontz da Praia. 0O centre comercial da regizao (Conzaga)
apresentou valceres aumentados no namero de generos dos
fungos e no nimero de colonias e frequéncia relativa dos nao
esporulados. No polo industrial de Cubatao, o nimero total
de genercs de fungos esporulados foi menor, mas o numero
total de colonias, assim come a frequencia relativa dos
fungos nao esporulados, foram os mais altos dentre todos. Us
resultados indicam que os poluentes quimicos devem inibir os
mecanismos de esporulacao dos fungos, e estes passam a se
multiplicar através de reproducic vegetativa (fragmentagio
de hifas). Dependendo da padronizagao de técaicas de coleta,
meios de cultura e de analises globais de  trabalhos
semelhantes, a serem desenvolvidos em outras areas, a
frequéncia relativa de fungos na3o esporulados poderd ser
utilizada como indicador microbioldgico de  poluicac
atmosférica.

Introduction

The study of anemophilous fungi has taken on greater interest since Blackley (4}
suggested their role in certain allergic manifestations of the upper region of the
respiratory system. Mumerous studies on allergenic fungi activity (1, 7, 8, 10, 12)

" as well as an their different frequencies from season to season and at differvent
iatitudes of the earth (2, 5, 9, 11) have been undertaken. Relationgships between
such microorganisms and pollution factors were suggested by Simard's (14), who
foresaw using the yeasts from river water, as possible polluticn indicators, in a
way similar to the use of coliform bacteria.

The techniques proposed in the 14th edition of the "Standard Methods for the
Examination of Water and Waste-Water" (3) suggest that in non-polluted rivers the
mumber of true aquatic fungi is greater than that of soil fungl. As water pollution
increases, the amount of true aquatic fungi decreases and soil fungl veasts
included, increase. So, the study of anemophilous fungi in poliuted areas add new
knowledge to the evaluation of their potentialities as micrcbiological indicator of
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envircnmental pollution. The Baixada Santista, State of Sio Paulo, Brazil, presents
locations with distinct polluted and non polluted areas, being suitable for this
kind of study.

Material and Methods

The Baixada Santista is a region below the Tropic of Capricorn, which link the
so—called northern litoral, that correspond to the siopes of the Planalto Paulista
(Paulista Plateau) and the southern litoral, which begins at the village of
Itanhaem. It constitutes the atlantic shoreline of the state of S3o Paulo, which
includes, the gulf of Santos, the islands of S Vicente and Santo Amayro,
practically linked to the continent. In this Important region, can be found two
main cities, Santos and S3c Vicente and several small cities, and a population of
more than 1 million inhabitants.. It's tropical climate is very moist (the AF type
in Koppen classification), with significant thermal variations. Besides a good
asration, the region presents an annual average temperature of 21 L99C, with maximam
average of 41,80C and minimm of 5°C. The average ammual rainfall is wvery high,
near or over 2,000mm, never less than 60mm.

The average solar light incidence
(insolation) is 151.4h - 155.6h in
the sumner months, 164.3h in the Figure 1 — Sawpling stations of airborne
avtam and winter and 121.7h in the fungi in the Baizada Santista {Sio Paulo
spring wmonths. The high relative State, Brazil).

hmidity rate during the year around SBymbols: 1 = Ponta da Praia (residential
is noteworthy., Average humidity zone); 2 = Gonzaga (residential and
readings over a recent ne—vear commercial zone); 3 = Marapé <{residential
period were: 81% in winter; 80% in zone); 4 = Vila Valenca {(residential

autum; 71% in spring and 75% in zone); 5 = Cubatao (industrizl, commercial
sumrer. The region is wider the and residential zone)

influence of low atmospheric pressure -Swpling stations of sirvesns fungh in che Baizabs Sssclazs

f N i 1:0 I; ch i h,j.gh {70 TLLYs Beare - Scazit)

atmospheric pressure from 2April to

October. The prevailing winds are (
those fram the South (S} (11.6%), »
East (£} (7.0%), East South East %&

{(BESE) (6.4%), South South West (SSW)

(5.8%), South South East (SSE) A
{4.7%), those fram the MNorthexrn (N) _
quadrant appearing with quite lower '%ﬁ‘i“baw (-

frequency. Calm or stagnant
conditions predominate 351.8% of the P \f}\
time. Winds fraun the NE may occur  in

7

¢

TN
&

Sant
Jamuary. When S and SE  humidity S
carrying winds reach the Cubatio
Mountain Range {Serra do Mar), they S50 Vicente

are forced through it according to an (&s )

adiabatic gradient {(dry or moist). L *
Reaching the saturation point, a fog g‘M @

is formed which may be very light or Santos Sav

extremely dense. The regional relief ’

is ocne of contrasting o
characteristics, with scmewhat

distinct areas, owing to certain

climatic of geographic factors (13).

At on one side stands the Cubatio \Hf
Mountain Range while on the other

side, along the coast 1ine there o 1 12 3Km &tﬁ
exists a very dJiversified profile. :

Additional topographic features to be 'y z' s 18° 15

ATLANTIC OCEAN
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considered are those of an edaphic and vegetable nature as well as those
originating, from man's activity in the regicn, such as altered landscapes
resulting from sanitation projects, new road constructicn and industrial plant
development, e.g. the oil refinery and the ironworks in Cubat®o. Generally
speaking, coastal region climate is significantly affected by, the sea winds, aside
frem  wrbanization factors. Other factors which should also be taken into
consideration, are the presence of sodium chioride and iodine in the atmosphere.

Five stations were chosen according to  demographic density, zone {industrial,
canmercial or residential) and geographic position. Three different collection
sites were determined at each station (Fig. 1).

At each collection site, Petri dishes (10cm in diameter) containing
Sabouraud-agar medium were horizontally positioned at an elevation of 1.2m for a
15-minutes alr exposure period in order for fungal spore sedimentation to ocurr,
This sampling procedure was repeated weekly from August, 1975 to July, 1976, thus
cbtaining a total of 258 exposures.

At each collection site, Petri dishes {i10cm in
diameter) containing Sabouraud-agar medium  were
horizontally positioned at an elevation of 1.2m for a Table 1 - Frequency and
t5-minutes air exposure period in order for fungal number of colonies of
spore sedimentation to ocurr. This sampling procedure airborne fungi isolated
was repeated weekly from August, 1975 o July, 1976, in Baixada  Santista
thus cbtaining a total of 258 exposures. (August 1975/July 1976).

Plates were incubated at 25°C for identification Symbols: * = Based on
after a one week period of growth. Fungi not presenting 258  exposures; ®k =
gporulating structures in Sabouraud agar medium were 2,221 isclated colonies;

sub-cultured in potato-agar, corn meal agar of Czapeck it NSF = (Non
agar. Persisting in the non-sporuiated state, the Sporulating Fungi); F =
cultures were recorded as Non Sporulating Fungi {(NSF). Absolute frequency; 7 =

The X* distribution method was employed in the Relative frequency
analysis of the qualitative differences of WSF
frequency among the different collecting stations.

Genus F g Db ot
Results Catocporiw 5 s
Aspergillus 81 23.7 160
v B o s
From 258 Petri dishes exposures, 2221 fungal colonies fureobasidisu - B
were chtained and identified (Table 1). Ampng 1992 ‘L‘:.t_;f.di.?:&: 2 0.8 50
colonies, 35 genera of sporulating fungi were — F I
identified, nine of them showing a relative freguency "vis%ﬁ::: Eig e >
above: 10%, as follows: Penieillium  (51.2%), felminthomportan 16 62 2
Cladosporiwn (48.8%), Aspergillus  {(23.7%), Epicoccwn  amiowm 1 43 2
(23.6%),  Fusartwn  (17.4%), Aurecbasidium (15.5%), oot P oM o=
Neurcspora (11.6%), Curvularia (10.5%8) and  Bhizopus Sooputaiopsis > s i
{10.1%). The remaining 229 (32.9%) colonies did not s oisom
reveal sporulating structures in the culture used. ) AR TR
Table 2 includes the groups of fimgi presenting o3
frequencies above  10%. Exceptions were made for EOS B4
Fusariwn which was ot isolated in June and July, 3 12 7
Curvularia not isolated from November to May and 2z
Rhizopus absent in November. A1l others were isolated _ Pooos !
all year round, including NSF. Penieillium was Horasgorer - !
predominant in Decamber, January, March, through June;  zuosem I
Cladosporium in August, October, February and July, and  Zusipie AN

NSF in Septamber. In November, the latter three genera
recorded the same highest frequency (50%). It may be
interesting to note that. Phome and 4lfernaria, which
do not have a frequency of 10% or more, were
nevertheless isolated in nearly all months except for
Phoma in May and Alternaric in December and June.
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The following genera were isolated in all stations (Table 3): Penieillium,
Cladosportum,  Aspergilius,  Epilcoccum, Fusarium,  Aureobasidiwm, Neurospora,
Curvularia, Rhizopus, Phoma, Alternaria, Helminthosporium, Cephalosporium and NSF,
The genera Humicola and Secpulariopsis were isolated at all sites except Cubatio.

For the 35 genera isclated, 17, as well the NSF ocowrred in all seasons (Table
4); 26 genera were isclated in spring and autumm, 27 in winter and 22 in summer.
The most frequent in spring and winter was Cladosporiuwm, and in sumer and autam,
Pentcillium. By seasons and individually, the greater fungl frequencies were:

spring -  Fusariwn, Aureobasidium, Curvularia,  Alternavia, Cephalosporium,
¥igrospora and NSF; sumer - Rhizopds, Pestalotia, Helminthosporiuwm; autuam -—
Penicilliwn, Aspergillus, Trichoderma, Scopulariopsis, Chaetomiuwm, Stemphilium and
Graphium;  winter - Cladosporium, Epicoceum, Neurospora, Fhoma, Geotrichun,

Paecilomyces, Trichoteciwn, Mucor, Botrytis, Stachybotrys, Pleospora, Cireinella.
It can be fomd fram the data in Table 4 that the average mumber of colonies pexr
exposition was greater in winter (10.7) followed by spring (9.6), autwm {9.4) and
summer (4.9}.

Table 2 - Relative frequency of airborne fumgi isolated in Baixada Santista
according to months (August 1975/3July 1576).
Symbols: * = Frequency above of 1073

Genus

A/25  5/25% 0/20 N/20 D/25 J/18 FY M/24 A/30 /20 J/25 3/20
Panieilliun® 60.0  44.0 50.0 5¢.C 44.0 44,0 26.3 41.7 55.0 65.0 64.0 60.0
Cladosporiuwr® 84.0 60.0 70.0 50.0 20.0 16.7 36.8 25.0 43.0 55.0 48.0 65.0
Aspergillus* 16.0 8.0 25.0 20.0 24.0 16.7 21.0 37.5 43.0 35.0 16.0 20,0
Epicoceun* 32.0 60.0 55.0 10.0 8.0 5.6 1G.¢ 4.2 13.0 5.0 20,0 40,0
Pusariun* 8.0 28.0 20,0 15.0 28.0 11.1 21.0 16.7 335.0 15.0 - -
Aureobasidiw* B.0 24.0C 15.0 20.0 16.0 16,7 10.5 20.8 15.0 ic.c 20.0 5.0
Heurospora* ! 20,0 8.0 10.0 10.0 4.0 11,1 10.5 8.3 15.0 15.¢ 12.0 15.0
Curvularia® 8.0 8.0 20.0 - 16.0 5.6 15.8 8.3 0.0 - 16.0 15.0
RRizopus* 8.0 4.C 15.0 - 16.0 1.1 10.5 8.3 10.0 20.0 12.0 5.0
Phama 20,0 12.0 10.0 5.0 8.0 1.1 5.3 4,2 0.0 - 4.0 1.0
Al¥ernaria 12.¢ 8.0 20.0 10.90 - 5.6 5.3 4,2 5.6 5.0 - 10.0
Festalotia 8.0 4.0 - - 12.G 5.6 - 6.7 5.0 5.0 - 15.0
Helminthosporium 4.0 4.0 15.0 - 8.0 - 2.1 12,5 5.0 5.0 - -
Cephalosporium - 8.0 15.0 20.0 - - - 2.3 10.0 5.0 4.0 -
Humicola - 8.0 3.9 1C.C - - - 4.2 3.0 5.0 8.0 5.C
Trichoderma - 8.0 5.0 5.0 4.0 - 5.3 4.2 - 5.0 4.9 -
Wigrospora - 8.0 16.0 - 8.0 - - - 5.0 5.0 4.0 -
Seopulariopsis 4.0 4.0 - 5.0 - 11.1 - - 5.0 5.0 8.0 -
Geotrichum 4.0 B.9 s.¢ 5.0 - - - - - - 4.0 -
Chaetomium - 4.0 5.0 - - - - - 5.0 5.0 4.0 -
Stemphylium - - - - - - 5.3 - 5.0 - 12.¢ -
Paeetlomyees - 8.¢ 5.0 - - - 5.3 - - 5.0 - -
Trichotectium - 8.0 - - 4.0 - - - - - - -
Streptomyoes - - - - - 5.6 - 5.0 5.0 - - -
Arthrinium - - 5.0 5.0 4.0 - - - - - - -
Mucor 4.0 - - - - 5.6 - - - - - 5.0
Hemtspora - - - - 8.0 5.6 - - - - - -
Verticillium - - - - 4.0 - - - 5.0 - - -
Gliceladium - - - - - 5.6 - - - 5.0 - -
Botrytis - - - - - - - - - - - 5.0
Graphium - - - - - - - - 5.0 - - -
Mierosporum - - - - 4.0 - - - - - - -
Stachybotrys - - - - - - - - - - 4.0 -
Pleospora - 4.0 - - - - - - - - - -
Cireinella - 4.0 - - - - - - - - - -
NSF 40.0 64.0 35.0 5G6.0 28.0 27.8 10.5 20.8 35.0 10.0 36.0 5.0




As the seasons progress from winter
to samer, the frequency of
anamophilous fungi is obsexrved to
accordingly decrease. In Baixada
Santista the highest  insclation
values are attained during winter and

Table 3 - Relative

fungi

isclated

sampling stations

frequency
from Baixada
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of airborne
Santista by

Serpling stations/Muber of expositions

Gon Pontz da Ha— Vaw Cu—
nebulosity have an inverse Gerus zaga Praja rapé lenca batdo
relationship. In  spring, the 53 55 54 49 51
insolation rate is lower and Fenicillium 47.2  38.5 66,0 449  58.8

. . . the Cladosperiun 56.6  51.%  37.7  42.9  54.9
nebulosity reaches its  highest  joerciiie 8.3 17.3 9.4 327 3.4
values. Therefore, these factors are Epicocaun 35,8 13.5  20.8  18.4  20.4
not of preponderant significance in fusarn roo 27 s R e
the annual distribution of Neurospora 5.7 9.6 7.5 18.4  17.7
anemophilous fungi since a smaller — Quwlaria g4 38 4 22 .2

N s L30pUS - . . . -
comt is to be expected with greater  p, 17.0 3.9 5. 8.2 7.8
insolation and the opposite is Alternaria 13.2 5.8 3.8 8.2 3.9
; ; ; Pestalotia 13.2 - 3.8 10.2 3.9
expected in regard to nebulosity. The B0 0C » 18 s 1.9 163 5.9
relative humidity rate being  Cephalosporiun 11.3 1.9 3.8 8.2 3.9
relatively constant year round, Bumieola 9.4 33 1.9 61 -
: . Prichoderma 7.5 - 3.8 - 5.9
temperature and pluvianetric rates igrospora 5.4 N 3g 4.1 )
are of greater importance as Seopulariopsis 7.5 1.8 5.7 2.0 -
requiating mechanisus for fungal  ZEEECRT 5 S
frequency in the Baixada Santista. Stemphylium 7.5 - 1.8 - i
The atmospheric pressure can also be Paecilomyees gg - 2.0 gg
: - Trichotactun - - - - .
considered as an important regulator Streptomyces 15 - 1.9 4.1 "
of fungal freguency. Arthrinium 1.9 3.9 - - -
From November to March, atypically — Hweor 1.9 - .8 - -
. Hemispora - - 3.7 - -
1ow pressure period,  fungal Vertioiiliten 1.9 " 1.9 - -
frequencies are smaller than in the - Gliccladhn 1.9 - - 2.0 -
predominantly high pressure period mf;ﬁ 1.9 - e - T
fram Aprll tc October {Table 2}. Mierospormm - - - 2.0 -
Through relative calm predominates gztzc@aotzgs - - - 2.0 o
. oSpOra - - - -
throughout the year, wind ocurrents  roginette - - - - 2.0
and circulation seam to bhe an NeP 377 17.3 321 32,7 45.1

important factor in  fungi  spore
dissemination. In the spring and
sumer (from Octcher to March) when easterly winds prevail (January being an
exception with its prevailing north western winds) these winds would conduct any
air pollution inland znd a way from the coast, significantly reducing air pollution
in the area. Several conclusions can be drawn from the data in Table 5 regarding
location, genera count, relative NSF frequency, and the mumber of colcnies at each
location. At Ponta da Praia, sampling station number 1 in Fig. 1, fewer colonies,
mmber of genera and lower percentage of NSF were identified in relation to the
other stations. This region, a2 type of peninsula surrowmded by the ocean and Santos
Barbour, is very well aerated, more scarcely habitated, and less industrialized and
commercialized than the other regions. It may therefore be considered as a 1low
level environmental pollution area yielding the lower rates menticned above, While
Penteiliium and Cladosporiwn predominated at this station, Fusariwm and
Aurechasidium had higher freguencies than in the other stations (Table 3). The
regions of Marapé and Vila Valenca are adjacent and shave common demographic,
physiographic and topographic characteristics. This may account for the strong
similarity in number of genera and MNSF percentage and corresponding relative
frequency of airborne fungi with Penicilliuwm, Cladosporium and Epicoccown markedly
present in both areas. Aspergillus was much more canmon in Vila Valenca, however,
than in Marapé. The Gonzaga station exceeds the afore menticned stations at Ponta
da Praia, Marapé and Vila Valenga in number of genera, NSF frequency and mumber of
colonies identified. This region is main commercial center of the sea border of SiZo
Vicente Island, with a greater demographic density, higher degree of urbanization
and a consequently greater number of autamotive vehicles (i.e. combustion engines)
than any of the three areas mentioned above. At this station, the (ladosporium
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genus predeminated, greater than at any other station, followed by Peniciliiwn and
Epicoccwn, this latter also exceeding frequencies found at the other locations.

Table 4 - Seasonal distribution

. . . * Swmer/60%  Autuam/63%  Winker/70*

of airborne fumgi in  the Gems N.c%if’g{g?*** N.C, é.F. N.C. RF. N.C. é.?.
Baixada  Santista {(number of ——— % 5 w0 5 ars v eee
3 4 enterlitwn . - . .
colonies and relative L erortun 142 53.8 2 23.3 79 49.2 188 €5.7
frequencies). Aspergiliue 35 21,5 30 23.3 68 34.9 27 15.8
b . % = Epfececum 53 29.2 8 83 13 159 8 38.6
5 O%SZ . Numbex of .:Eaamim 4 26.2 23 183 19 17.5 13 8.6
expositions; ** = HNumber of jurecbgsidiun ®» 0.0 26 133 17 143 17 143
ies: L T - iati Newrospora 15 7.7 5 8.3 22 127 46 1741
fOlonleS? kelative C‘mezalgz"ia 13 12.3 13 1.7 6 6.3 16 1.4
trequencles Rhizopus 9 7.7 3 13,3 16 127 23 7.1
Phoma 12 9.2 5 6.7 3 4.5 2 12,9

Alternaria 28 10.8 7 5.0 2 32 19 8.6

Peatalotia 4 3.1 8 83 16 6.3 § 7.

Felminthosporium 8 9,2 7 10.0 4 4.8 6 1.4
Cephalosporiunm 11 10.8 3 1.7 26 7.9 2 2.9
Fwnteola 8 6.6 - - 1M1 7.9 5 2.%

Trichoderma 5 4.6 3 3.3 3 4.8 T 1.4

. . . HNigrospore 10 8.2 - - 2 3.2 1 1.4

Table 5 - Distribution of seepulariopsie 2 1.5 3 3.3 & 6.3 & 2.9
3 ; Gectricium 2 3.1 - - 1 1.6 10 4.3
sampling statioms, nL.lmber of oo ] s - z 5 3.2 PO
genera and of colonies, and StemphyLian - - 4 1.7 5 6.3 - -
relative  frequency of HNon ZHecilamyees 2 1.5 2z 1.7 1 s 5 2.9
: . Trichotecium 1 1.5 - - - - £ 4.3
SporU]-atlng Fungi (WSF) Streptomyeces - - 1 1.7 12 4.8 - -
Arthrintwn 13 4,6 - - - - - -
Maicor - - 1 1.7 - - 3 2.9

Sarpling Nuwber of ... . Nuber of  Hemispora 1 1.5 6 3.3 - - - -
Stations genera(35) - colanies  Verticillium 1 1.5 - - 20 1.5 - -
Tonta éz Praiz | 16 17.3 337 Glioeladium - - 1T T 1.6 - -
- Botrytis - - - - - - 1 1.4
Marapé 25 32.1 378 . m;‘gzw - _ T - T i ! -
Vila Valenga 23 32.7 430 Microsporam 1 1.5 - - - - - -
Stachybotrys - - - - - - 1 1.4

Ganzaga 29 37.7 513 Stac Bgomry - - - - - T 1ol
Cupatac 21 45.1 563 Oiroinella - - - - - - 1 1.4
HSF 81 44.4 3® 23,3 25 22,2 85 40.0

The region of Cubatio presented rates which become quite interesting wunder
analysis. In theory, a reduced mumber of genera would indicate & smaller percentage
frequency of NSF, e.g. Ponta da Praia, but that is not case here. The ecossysten of
Cubatdo, an industrial center, is entirely different from the other regions.
Envirormental pollution is much greater here, where dense smoke can  be seen
amerging from the stacks and towers of oil refineries, ironworks and several other
industries concentrated in this area. As this regicn is backed up against the Serra
do Mar Mountain range, at the northern most end of the coastal plane, prevailing
southerly and scutheasterly winds tend to maintain the aivborne poliutants
concentrated in this area. When the wind comes fram the North, the reddish amcke of
Coarpanhia Siderfrgica Paulista (COSIPA), composed principally of iron oxide,
spreads out for several kilemeters along the coast. 2s south and goutheasterly
winds predominate however, the pollution tends to remain in the region, confined by
the mountain range. In this mamner, the population density wind dJdistribution,
industrial concentration and climate must certainly influence the fungi genera (21)
and nmumber of colonies (563) in Cubatic (Tzble 5). Regarding the rate of NSE in
this region (the highest cbtained), it may be deduced that chemical poliution
inhibits the normal fungi sporulation mechanisms, causing them to reproduce
vegetatively. In a previous study carried out in a densely populated region
(Greater S3o Paulo) emitting high rates of atmospheric pollution, 53 fungi genera
were isolated, 63,8% of which were found to be NSF {6). Tt must be emphasized that
the region of S&o0 Paulo lies nearly 50 kilameters from Cubatio, separated fram it
by the Serra do Mar mountain from range. Therefore the hypothesis now proposed  is
strengthned by the conparison between the two studies, since in chserving the NSF
frequencies in Table 5 an abvious difference can be seen between the region of
Cubatio (more polluted) and Ponta da Praia (less polluted) . Studying the results of
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the X* distribution test of NSF frequencies that indicated x* = 9.4 X%p = 1% or
9.4 6.64, this ecological difference between Cubati and Ponta da Praia, which is
not merely chance but statistically significant.

Referring to the other collecting points, no significance has been dbtained. Only
between the regions of Gonzaga (camercial center) and Ponta da Praia, has been
cotained a rate of NSF frequency that could be statistically significant, that is,
¥ = 5.56 and ¥*p - 2% or 5.56 > 5.41. In this mamner, depending upon general
studies, including an analysis of other area rates and the standardization of
mycological techniques, the NSF frequencies in the atmosphere of certain regions
can be used as a microbiological indicator of environmental pollution.
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Fesumo

Fermentacao nao-convencional de materiais amildceos, tais
como milho, mandioca, babacu e zrroz. Este processo inclui,
numa 50 etapa, a sacarificac@o e fermentagio, sem cozimento.
0 amido de arroz teve readimentc mailor que qualguer outro
amido, por ser mals suscetivel as enzimas amiloliticas. O
amido de babagu apresentou menor rendimento devido a2 inter-
ferenciz de materiais fibrosos, que envolvem sua estrutura,
tendo rendimento, significativamente maior, quando tratado,
principalmente, por hemicelulase de Aspergillus niger. O
rendimento, em etanol, do amido de babacu fol ainda maior,
se fermentado a 359C, quando a acao das enzimas celuloliti~
cas & mais intensa.

Summary

Production of ethanol from raw babassu starch by a noncon-
ventional fermentation method

Babassu, corn, tapioca and rice starches were fermented by
the nonconventional fermentation method, which is consisted
of  saccharification and fermentation of starch
simultaneously (one-step process) without cooking. It was
found that productivity of ethanel from rice starch was
higher than other starch used. The lowest productivity of
ethanol was obtained from babassu starch. The results
indicated that rice starch is highly susceptible to
amylolytic enzyme as compared to other starches. On the
contrary, babassu starch is less susceptible to the enzyme.
because of interference of fibrous materials present. The
barrier from fibrous materials could be eliminated by using
cellulolytic enzymes, mainly xylan hydrolyzing enzyme from
Aspergillus niger. Fermentation at 359C gave higher ethanol
productivity. It is apparent that Thigher  temperature
elevated activity of cellulolytic enzyme.

Rev, Microbiol., S3o Paulo, 15(4):266-271, Out./Dez. 1984.
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Introducac

Atvalmente, a produgac de etanol & cbtida através da fermentacio de acGcares e
materiais amilaceos. Os agleares podem ser, diretamente, fermentados pela levedura,
enquanto que ©s materiais amilaceos devem ser, primeiramente, sacarificados por en-
zimas amiloliticas. Soamente depois os aglcares, entfo formados, s3o farmentados,
ate etanol, pela levedura. As etapas de cozimento, liquefacio do amido, sacarifica-
¢&0, fermentacdo e destilagao, que compdem o método convericional para a fermentacdo
dga:ageriais amilaceos, elevam, consideravelmente, o custo final de producas de
etancl.

Com a fizmlidade de reduzir esse custo, foi estudada, recentemente, a utilizacic
de um metodo que incluisse, mma sO etapa, a sacarificagdo e fermentagi do amido
de mandioca, sem cozimento (9). Posteriormente, foi investigada & aplicagio deste
nmkcdg nac-convencional de fermentacdo, para diversos amides (5). Verificou-se a
existencia, entre os substratos, de diferencas, de natureza fisico-quimicas, que
interferem no rendimento, 33 que, em comparaglo 2o método conwvencionzl, os amidos
de milho e mandioca mantiveram o mesmo rendimento, enquanto que, no amido de batata
e babacu, o rendimento foli, sensivelmente, menor, Hn outro trabalho (4), wverifi-
cou-se que o amido de babagu & mais resistente 3 acio de enzimas amiloliticas,

Neste trabalho, o dbjetive foi aumentar o rendimento da fermentacio de farinha de
babacu, através de modificacdes do método nio-convencional.

Material e Métodos

Mlerorganismos — Aspergillus awamort NRRL 3112, Aspergillus niger RICC 468?0. (61,
Teichoderma reesel M 9414 e Soccharomyces cerevisice {levedura de panificagao
“Pleischmann Co.™, Brasil).

Figura 1 — Fermentacae alcoolica de Figura 2 - Fermentacac alcodlica de
varios amidos pela mistura de levedu- amido de babagu pela mistura de leve-
ra e amiloglucosidase comercial. dura, amiloglucosidase (4. awamori) e
Simbolos: -o- = arroz; -e— = milho; enzimas celuloliticas.
-4- = mandioca; —A- = babacu Simbolos: -o- = amiloglucosidase so-
mente; -e- = amiloglucosidase mais
1o hemicelulase de 4. niger; —i— = ami-~
loglucosidase mais celulase de T.
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Materiaies amilacecs - Amido de mandioca (91,629 de subst. redutoras/100g de amido);
amido de milho (Maizena, 88,08y de subst. redutoras/100g de amido}; farinha de ar-
roz (variedade americana-agulhinha, tipo 2, 73,34g de subst. redutoras/ 100g de fa-
rinha) e farinha de babagu (42,349 de subst. redutoras/100g de farinha).

Enzimas - a. Amiloglucosidase fiingica foi preparada como descrito en publicactes
anteriores (5, 9): 20g de mistura de farele de trigo e agua {1:1) foram colocados
em frascos erlenmever de 500ml e esterilizados a 121<C por 30min.; uma alcada de
esporos de 4. auamori e A. niger, respectivamente, foram inoculados no farelo e os
frascos incubados, a 30°C, por 3 dias, 2pds esse tempo, todo o farelo fermentado
foli usade cumo fonte de amiloglucosidase; b. Celulase de Trichoderma reesei foi
produzida da mesma maneira que a amiloglucosidase flingica, sendo a enzima bruta ob—
tida por extragdo aguosa, com precipitacdc em etanol; c. Amiloglucosidase camercial
{4. niger) e hemicelulase cavercial "Celiulosin" (4. niger) foram usadas, -

Peterminagdo da atividade de amtioglucostidase - A determinacae foi feita conforme
método descrito por “Technical Information of Miles Laboratory — Diazyme assay pro-
cedure” (8). O ensaio estd baseado na determinagdo da quantidade de glucose, forma—
da na mistura de 1ml de solugae de amido 4%, pH 4,0, durante 1 hora de incubacio, a
60°C. Uma unidade de atividade de amiloglucosidase fol definida cam Tmg/hora de
gluccse, formada a partir do amido, nas condicdes do ensaio.

Determinagac da atividade de wxilanase - O ensaio esti baseado na detexminacio da
gquantidade de xilose, formada na mistura de 2,5ml de solugdo de xilana 0,1%, 2,0ml
de tampdo citrato-fosfato 0.1M (pH 4,5) e 0,5ml de solucio de enzima {img/ml), du-
rante 30 min. de incubagdo, a 509C. As substincias redutoras foram determinadas pe—
lo método Somogyi-Nelson. Uma wnidade de atividade de xilanase foi definida camo
1ug/min. de xilose, nas condicdes do ensaio.

Determinapgao da atividade de degradagdc de papel de filiro - O ensaio estd baseado
na determminacac da quantidade de glucose, formada na mistura de Tmi de tampdo ci-
trato de sodio 0.05M (pH 4,8), 0,5ml de solucdc de enzima {Img/ml) e uma tira de
papel de filtroc 1 x 6cm {50mg), durante 1 hora de incubacido, a 509C. As substincias
redutoras foram determinadas pelo método Samogyi-Nelson (3, 7). Uma wnidade de ati-
vidade de degradacdo de papel de filtro foi definida como lug/min. de gluccse, nas
condigbes do ensaio.

Figura 3 - Fermentagao alcodlica de amido de babagu pela mistura de le-
vedura e amiloglucosidase (4,aqwamori) sem ou com enzimas celulolfiticas.

Simbolos: ~o~ = amiloglucosidase somente; —e- = amiloglucosidase mais
hemicelulase
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~ Dados representatl- Py
Tabela 1 b Totzl de substin- Formacso ted- Formagso Rendimento ted—

vos da fermentacao alcoolica de Bmidos cine redvtoras rica 003 real (07 rico em etanoi
varios amidos pela mistura de (@ ) tg) (%)
levec:lura e amiloglucosidase co- Hilno 20.00 578 9. 36 95,70
m‘iml&l (T = 300C). . Mandicca 20,00 9.78 8,90 91.00
Simbolos: * = A guantidade de arroz 20,00 9.78 9.78 160,00
amiloglucesidase comercial foi Eabagu 20.00 %.78 7.65 7822

2ml {equivalente a 330240 uni-
dades) num frasco erlenmeyer de
500mi.

Determinagds do atividade de {MCase - O ensaic estd peseado na determinacic da
guantidade de glucose, formada na mistura de 9l de solucdo de carboximetilecelulose
{CMC)  0,25% em  tamplo acetato 0.1 (pH 4,5) e iml de solucio de enzima {lmg/ml),
durante 1 hora de incubacdo, a 40°C. As substancias redutoras foram determinadas
pelo metedo Samgyi-tlelson (3, 7). Ume unidade de atividade de CMCase foi definida
caw lug/min, de glucose, nas condigdes do ensaio.

Procedimento para a Jermeniapio aleoolica — JA foi descrito em publicacdes anterio—
res (5, 9), exceto pela adicho de 200mg (equivalente a 348 wnidades de atividade de
xilanase} de hemicelulase ou 200mg (eguivalente a 2100 unidades de degradaci de
papel de filiro e 8680 unidades de CMCase) de celulase. 20g ou 9,83g de amido, res-
pectivamente, com base nas substancias redutoras, determinadas pelo método Somo—
gyi-Nelson (3, 7); 10g de farele fermentado de 4. avarcri (equivalente a 30560 wmi-
dades} ou de 4. niger {(eguivalente a 7360 unidades), respectivamente, como fonte de
enzima; 6ml de suspensao de levedura a 15% e 300ml de Zcua destilada, foram coloca-
dos em frascos erlenmever de 500mi e o pH ajustado para 3,5, com HpSOs 10%. A perda
de peso dos frascos fol verificada durante o tenpo de fermentacao e, apds 100 horas
de fermentacio, fol medido o t=or de etancl.

Determinapgdo do etanol, produzide na fermen tagac - O metodo para medicio (2), re-
quer Tmi de solugao fermentads, Sml de agua destilada e 4ml de reagente de
Scott-Wilson, que sao oolocados num tubo com injecac de ar. Hn outro tubo, sio o
locados 9wl de solugdo de dicromato de potassio. O conjunto fechado & aguecido, em
bamdo—de—aqua fervente, durante 10 min. e a absorbancia lida a 605nm, em espectofo—
tometro Coleman 295,

Tabela 2 — Dados repre~

. B Total de substn- Fomaco tef- Fommagio Rendimento ted-
sentativos da fermenta Enzimas cias redutoras rica 0y  real 007 rico em etanol
¢ao alcoolica de amido {g) (g} {g) (%)
de babagu pela mistura - :
” ) Amiloglucosidase

de levedura, amilogluco- (4. msomort) $.83 4.81 3.40 70.68
sidase de 4. auanori e Amiloglucosidase

enzimas celuloliticas (T + celulase 5.83 4.81 3.30 68.61

= 300C) (f. reesed)

L . - Amiloglucosidase
Simbolos: Quantidade de + hemicelulase .83 4.8 4.45 92.52
amiloglucosidase de 4. 4. niger)

auamori  equivalente a
50560 unidades

Resultados e Discussao

0O amido, a baixc pH, camw pH 3,5, pode ser, substancialmente, hidrolisado até
giuccse, pela amiloglucosidase de 4. awamori ou 4, niger, & qual, apesar de ter pH
otime de atividade, entre 4,0 e 5,0, ainda mantén consideravel atividade a pH 3,5.
Paralelamente, no pH 3,3, a levedura pode fermmentar cam eficiéncia o acloar, bem
como & possivel evitar a contaminacdo microbicldgica. Tamando-se como base a  veri-
ficacdo de Balls & Schwimmer (1}, de que o amido cru pode ser hidrolisado, total-
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mente em agicar, pode-se entdo, sfetuar, simultaneamente, as etapas de sacarifica-
¢d0 do amido e fermentacdo do aclcar, a pH 3,5, sem cozimento.

Anteriormente, foi estudada a aplicacso deste processo, na fermentagéo de amido
de wilho, mandioca, batata e babacu (5, 9). No presente trabalho, foi acrescentade
o amido de arroz. Os resultados {Figura 1, Tabela 1) mostram cque o amido de arroz
foi eficientemente fermentado a etanol cam 100,00% de rendimento, enquanto gue o
amido de babacu apresentou ¢ baixo rendimento, de 78,22%.

A causa da ineficiéncia de transformacdo do amido de babacu € sua menor susceti-
bilidade & acao enzimatica (4). Pressupondo que o grao de amido de babagu contenha
materiais fibrosos, foi adicionado ao amido, diversas enzimas celuloliticas, produ-
zidas por A. niger e Irichoderma rezsei. Os resultados {Figura 2, Tabela 2) mostram
que a enzima celulolitica de 4. niger aumentou, significativamente, o rendimento do
etancl, com 92,52% de rendimento, en camparacao acs 70,6%% do controle, sem a enzi-
ma adicionada. 2 enzima celulolitica de Trichoderma reesei nio altercu o rendimen-
to.

A enzima celulolitica de 4. niger & composta, principaimente, dJde hemicelulase,
enzima que hidrolisa, especialmente, hemicelulose, xilana e arabino-wilana. Portan-
to, a Ffmncac da enzima celulolitica foi liberar o amido de babagu, provavelmente
cercado por materiais fibrosos, tornando-o mais suscetivel ao atague de enzimas
amilciiticas e, assim, aunentandc o rendimento da fermentacado, en 31%.

Também foi motivo de investigacido a infludncia da temperatura, na transformacido
do amido de babagu em etanol, por este processo. A tamperatura Otima da amilogluco-
sidase de 4. awamori ou de 4. niger estd entre 55-60°C e a da enzima celulolitica
de 4. niger, em tormo de 40°C. A levedura fermenta, adequadamente, os acikcares em
stanol, a temperaturas de 30-35°C. Por isso, fol comparadc o rendimento da  fermen—
tagao, entre as temperaturas de 30 e 359C, respectivamente (Figura 3 e Tabela 3). A
305C, a enzima celulolitica de 4. niger ammentou o rendimento da fermentagdo, em
57,62%. A 35°C, a enzima celulolitica de 4. niger aumentou o rendimento, en 46,15%.
A 3°C a fermentacic apresentou 15% a mais do rendimento em etancl, em coarparagdo &
30<C,

O rendimento, an etanol do amido de bebacu foi maior, quando foi usada amiloglu-
cosidase comercial (Tabela 1), porgue esta, tem atividade bem maior que amilogluco-
sidage de 4. aquanort (Tabela 2 e 3).

Camparando-se os rendimentos em etanol, dos ensaics de fermentacio a 309C, scmen-~
te conm amilogiucosidase fingica (Tabela 2 e 3}, conclui-se que, © menor teor de
substancias redutoras, <&e 9,83g, & mais eficiente, para a conversac do amido em
etanol, na atividade de amiloglucosidase de 4. awamori, usada neste trabalho.

— 1 - —
Tabela 3 Dados repre Total de substan- Fomacdo ted- Formagéo Rendimento ted-

sentativos da fermenta-— Temperatura cias redutoras rica 00y real 002 xico em etanol
gazo alcodlica de amido = =H g (g} (&)
de babacu a diferentes 30 Amiloglucosidase
; 20.00 .78 5.40 55.18
temperaturas. {4, auamori)
Simboles: * = Quantida- amtloglucosidase
- . + by i ] =l

de de amiloglucosidase ;A‘E?“Sei;‘lase 20.50 8.78 8.50 86.98
de A, owonori equiva- ”
lente a 50360 unidades 3 Anileglaosidase 20.00 3.78 6.22 63.60

Emilogluwcosidase

+ hemicelulase 20,00 3.78 9.50 92.96

{4, miger)
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INFORMACAD TECNICO-CIENTIFICA SBM

Adelantos en Microbiologia y Enfermedades Infecciosas (Buenos Aires), vol.2, 1983.

Trata-se de wa coletinea de revisfes que abrangem assuntos microbioldgicos e
immoldgicos de interesse para a América-latina, editada em conjunto pela Universi-
dade de Buenos Aires e Instituto Venezuelano de Investigagdes Cientificas.

Neste segundo volume (1983) constam revistes, algumas bastante, cutras razoavel-
mente atualizadas scbre:
~ Febre tifdide (Rodrigues Leiva, M. ~ Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universi~

dade Catdlica do Chile)

- Lipopolissacarideo de Brucella (Moreno, E. - Escola de Medicina Veterinfria, Uni-
versidade da Costa Rica)

— Vacinas contra diarréias bacterianas (Levine, M.M, & Lanata, C. - Centro para De-
senvolvimento de Vacinas, Universidade de Maryland, USA}

— Febre hemorragica Argenting (Weissenbacker, M. & Damente, E.B. - Faculdade de Me—
dicina, Universidade de Buenos Aires)}

- O neutrdfilo polimorfonuclear nas infecgles: defensor ot mediador patogenico?

{Laguens, R.P.; Gonzales, P.H. & Ponzinibbio, C. - Faculdade de Ciéncias Médicas,

Universidade Nacional de la Plata, Argentina).

Cesar Martins de Oliveira
Instituto de Microbiclogia UFRJ
Bloco I ~ Ilha do Fundao

21941 Rio de Janeiro RJ

PAHO/WHO - Rapid laboratory diagnosis of acute bacterial and wiral infections:
manual. Atlanta, Center for Disease Control, PAHO/WHO, 1982.

Rapid laboratory diagnosis of bacterial and viral infections — relne uma série de
fasciculos preparados ne Center for Disease Control, entre 1977 e 1982,
aparentemente para serem utilizados como roteiros en seus curscs de immologia.

‘Disso resultou un livro heterogéneo, no que concerne a0 tempo em que suas diferen-
tes secgOes foram escritas e, consequentemente, algumas delas apresentam lacunas de
informacao scbre muitos progressos tecnoldgicos sb recentemente introduzidos no
florescente campo dos imunodiagndsticos com anticorpos marcados. Assim, ndc ha
cqualquer rrenc,‘ao aos anticorpos monoclonais, 3 tentativa de melhoria dos conjuntos
pela ma:x:cagao de fmunoglobulinas com coenzunas, ac diagnostico imumoenzimatico da
rubéola priméria aguda e a demonstragdo de antigenos de Streptococcus pyogenes,
Helsseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis e herpesvirus, diretamente nas secre-
coes patologicas humanas, através da enzimaimunoensaios (EIE} ou immoflorescéncia.

O livro abrange seis capitulos basicos relacionados cam terminologia immoldgica,
preparo e marcacdo de anticorpos com enzimas e flucrocromos, modo de relatar resul-
tados soroldgicos de EIE e, finalmente, uma seccio scbre a importincia do uso de
pipetas calibradas na realizacao de testes immeldgicos. C topico scbre relato de
resultados de EIE, adaptacac de artigo publicado por deSevigne e Valler em 1980, &
excelente e impressiona pela pertinéncia das discussCes sobre real problema prati-
co: transformar resultados de leituras espectrofotométricas em resultados facilmen—
te inteligiveis pelos medicos clinicos. O capitulo schre microscopia fluorescente &
escrito por William B. Cherry, um dos pioneiros na aplicagdo da immoflucrescéncia
no diagndstico rdpido das infecgdes bacterianas. Hmbora escrito em 1977, & o ponto
alto do livre, contendo informacgdes preciosas scbre o uso da luz incidente, escolha
do equipamento mais adequado a cada propdsito e de como cobter boas microfotogra—
fias.

A parte de aplicacao pratica do livre & sucinta. Consta de apenas trés roteiros
técnicos de trabatho em laboratdrio: diagmostico da rotavirose pelo EIE, evidencia—

Rev. Microbicl., Sdo Paulo, 15(4):272-277, Out./Dez. 1934.
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gdo de antigenos de Legiconella pnewnophila através da aglutinag3c passiva reversa e
calibragao espectrofotométrica de pipetas.

Apesar das lacunas, o livro pode ser de grande utilidade aos estudantes e profes-
sores de cursos regulares de immologia e aos micrcbiolologistas clinicos em geral,
especiaimente aqueles interessados em familiarizar-se com as bases immoldgicas de
métodos laboratoriais, potencialmente Uteis, no diagndstico ripido das infecgdes.

Marcelo Magalhaes

Centro de Microbiolegia e Immologia
Rua 7 de Setembro, 508

50000 Recife PE

Sociedade Brasileira de Microbiologia, Faculdade de Ciencias Agrarias de Botucatu -
Curso sobre Controle Quimico, Fisico e Biologico da Digest3ao Anaerdbia. Botucatu,
9-13 abril, 1984.

No periodo de 09 a 13 de abril deste ano, a SBM - Scciedade Brasileira de Micro-
biclogia e a FCA/UNESP - Faculdade de CiBncias Agrarias, de Botucatu, realizaram
curso de extensdo wniversitaria sobre “Controle quimico, fisico e biolégico da di-
gestdo anaerdbia’, sob coordenacdo do Prof. José Santo Goldoni, do Departamento de
Tecnologia de Produtos Agropecuirios.

O curso foi ministrado nas dependéncias da FCA-Botucatu, totalizando 40 horas/au-
la. Contou-se cam a colaboraczo de profissionais, cas profundos conhecimentos e que
realizam pesquisas na area de digestac anaerdbia, vindos do IPT - Instituto de Pes-
quisas Tecnoldgicas do Estado de Sao Paulo S/A, da CETESB - Companhia de Tecnologia
& Saneamento Ambiental, FSAIQ/USP - Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiroz, e
de alunos do curso de Pos-graduacac em Agronamia da FCA.

Da programacao, constaram oS seguintes assuntos: introdugdo e consideractes ge-
rais sobre digest3o anserébia (Clarita S. Peres — IPT); controles bioguimicos e mi-
crobiolégicos do processo de digestdo anaerdbia (Clarita $. Peres e Maria da Gloria
Fiqueiredo - IPT); controle quimico do processo de digestdo anaercbia (Yukie Saito
Hirato e Elso Vitoratto - IPT}: modelos de reatores e controle fisico da  digestso
anaerdbia {(Sonia Maria Manso Vieira - CETESR); influeéncia dos substratos empregados
na digestio anaerchia {Antonio Carlos Gongcalves — IFT); aplicagtes dos efluen-
tes/pesquisa de patogénicos (Maria Therezinha Martins - CETESB); aplicactes do bio-
gis e dos efluentes (Paulo de Carvalho Torres — ESALQ/USP e Rubens Boexrngen - IPT);
a experiéncia com digestio anaerdbia na UNESP (Laércio Caetano, Lauiz Motta e Sergio
Luiz Monteiro Salles Filho da PG Fnergia na Agricultura — FCA).

Inscreveram-se 17 profissionais, sendo 13 da FCA, 2 do IB/UNESP - Rio Claro, 1 do
IPT e 1 bidlogo que pretende desenvolver atividades na area da digestdo anaerdbia.

O curso abordou assiuntos que ainda merecem estudos mais detalhados, que abrem
perspectivas para novas linhas de pesquisa e que sdo de grande importdncia para so-
lugcio de graves problemas, tais como: producao de metano camo £onte alternativa de
energia, a poluigao e producdc de biofertilizantes. As abordagens foram feitas com
aulas tedricas e praticas sobre microbiologia, quimica e bioguimica do processo de
digestio anaerdbia; substratos empregados na digestio anaerdbia; modelo de reato-
res; controle fisico & processo; pesquisa de microrganismos patogénicos em efluen~—
tes; e aplicagbes do biocgas e efluentes.

Os trabalhos foram desenvolvidos através de grupos € o aproveitamento dos parti-
cipantes foi avaliado pelo acompanhamento individual e pela efetiva participagac
nas atividades realizadas.

Claudia Avanzi

SBM

av. Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitaria USP
05508 Sao Paulo SP
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Hollaender, Alexander & col. (Ed.) — Gepetic engineering o©f microorganisms for
chemicals. New York, Plenum Press, Basic Life Sciences, vol.19, 485p., 1981.

"Engenharia” tem sido definida como profissac ou habilidade para o planejamento,
desenho e construgao de processos, equipamentos ou produtos; como arte ou ciencia,
cuida da aplicacao de conhecimentos cientificos e empiricos para a transformacio de
recurscs naturais em formas adequadas para atendimento das necessidades humanas.

"Engenharia genética" passou a ser usada mais intensivamente, nos dltimos 10
anos, entre os membros da commidade cientifica, com o cbjetivo de representar a
arte de combinar os conhecimentos da bioguimica, fisiologia, genética, microbicio—
gia, entre outras &reas das ci@ncias bicldgicas, para o planejamento, desenho e
construgdo de genes, sua implantacic em c@lulas hospedeiras, autorreplicacic e ex—
pressdo, com vistas ac conirole dos mecanismos de regulagio celular para a cbtencio
de produtos de interesse particular.

O livro editado por Hollaender & col. faz parte do crescente volure de informa—
gbes schre a manipulacio genética ou tecnologia de DNA-recambinants, dos Gltimos 10
anos. O texto congrega as contribuigdes apresentadas durante simpdsio sob o mesmo
titulo o livro, de 26-29 de maioc de 1981, na Universidade de Illincis, Cham-
paign-Urbana, Ill., EUA.

O conteido & iniciado por revisio e previsic schre o uso de plasmidios como veto—
res para clonagem génica. Os demais artigos parecem ter sido agregados sob determi-
nados aspectos, porém sem muita clareza, a saber: "Strategies: techniques and mole—
cular systems (trés artigos)"; "Strategies: Models and Problems (16 artigos)";
"Towards the development of marketable products (sete artigos)” e discussio scbre
prioridades em pesquisa. Sdo relacionados os conferencistas e participantes, com
respectivos enderegos e incluidos indices de tawons de microrganismos e de assunto.

Jo&o Salvador Furtado

Scciedade Brasileira de Microbiclogia
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374

Cidade Universitaria USP

05508 Sac Paulo SP

Case, M.E. — Trapsformation of Neurospora crassa, Im: - Hollaender, A.; DeMoss,
R.D.; Kaplan, S.; Komisly, J.; Savage, D. & Wolfe, R.S5., eds. - Gemetic engineering
of microorganisms for chemicals. N¥ew York, Plenum Press, Basic Life Sciences,
vol.19, p.87-100, 1981.

0 desenvolvimento de uma tecnologia do DNA recambinante em fungos filamentogos
estd ainda no seu periodo inicial. Isto se deve a dependéncia dessa tecnologia &
descoberta de um vetor e do desenvolvimento de um processo de transformacac também
eficiente em fimgos filamentosos. O que o capitulo pretendeu foi descrever tanto as
técnicas de transformacdo, oame os veiculos de clonagem desde o inicic da sua
utilizagdo até atualmente em Newrospora crassa. £ uma revisdo atualizada scbre o
assunto e de interesse aqueles que se dedicam & Genética de Fungos filamentosos. £
uma pena, entretanto, que a autora se restrinja apenas a wa espécie am lugar de
ampliar a revisdc para outros fungos filamentosos.

Joac Licio de Azevedo
Dept? de Genética ESALD
Caixa Postal 83

13400 Piracicaba SP

Shapiro, J.A.; Carbit, A.; Bensom, S.; Caruso, M,; Laux, R.; Meyer, R. & Bamuett,
F. - Perspectives for the gemetic engineerimg of hydrocarbon oxidizing bacteria.
In: - Hollaemder, A.; DeMoss, R.D.; Kaplan, S.; Konisky, J.; Savage, D. & Wolfe,
R.S., eds. - Genetic engineering of microorganisms for chemicals. New York, Plenum
Press, Basic life Sciences, vol.13, p.101-102, 1981.
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E descrita a agip dos plasmidios alk e xyi para oxidacao dos n—alcanos e do  to-
iveno ou xilenc. A manipulagdo genética por meio de velculos de clonagem de amplo
espectro & aventada, embora seja ressaltadas as dificuldades da expressan fenotipi-
ca Gestes gens. Estes estudos sdo ainda um campo aberto, aparentemente promissor.

Elisa G.C. Penido

Instituto de Microbiclogia UFRT
Bloce I -~ Ilha do Fundac

21941 Ric de Janeiro RJ

Baron, L.S.; XKopecko, D.J.; McCowen, S.X.; Swellings, X.J.; Jobnsom, E.M.; Reid,
¥W.C. & Life, C.A. - Genetic and molecular studies of the regulation of atypical
citrate utilization and variable Vi antigen expression in emteric bacteria. Im: -
Hollaender, A.; DeMoss, R.D.; Kaplan, S.; Konisky, J.; Savage, D. & Wolfe, R.S.,
eds. — Genetic engineering of microorganisms for chemicals. New York, Plemum Press,
Basic Life Sciences, vol. 19, p.175-194, 1981.

O trabalhe focaliza dois as s relacionados com a expressao  genética:
propriedade determinada pelo plasmidio e a fungac codificada pelo cromossana.

No concernente ao primeivo topico sao usados cano materiais de estudo cepas de E.
coli utilizadoras de citrato (Cit*) e resistentes a antibidticos cloranfenicel, te-
traciclina ou a amicacina, cefalosporina e canamicina. A anadlise das caracteristi-
cas do Citt & extensamente discutida en fungao dos resultados de experimentos de
clonagem com técnicas de recombinacdo de DNA. Dentro do contexto da propriedade,
utilizagio do citratc pelas cepas de uestfo, sio considerados os possivels aspec—
tos bioguimicos envolvides,

Ao tratar da funcdo exercida pelo cromossama, & utilizada a caracteristica do an-
tigenc Vi, componente da superficie celular de (itrobacter freundii e expressao dos
genes via A e via B, locados em posicoes distintas no cramossoma. O aspecto  inte-
ressante & a reversibilidade da express@o do antigeno Vi, além da transferencia de
via & ou via B am E. cold. £ descrita a utilizacio do fago para a transposigdo de
via B, que porta © material gendtico responsavel pelo mecanismo de desencadeamento
da reversibilidade da expressac do antigenc Vi para o plasmidio.

Enfim, & destacada a utilidade das diversas manipulacoes genéticas para o enten—
dimentc dos processos bioguimicos e dos sistemas de controle da regulagao genética.

Thuicshi Ioneda
Instituto de Quimica USP
Caixa Postal 20780

01000 Sac Paulo SP

Ribbons, D.W. & Williams, P,A. — Diversity of gemetic and biochemical traits of
Pseudomonads. Im: — Hollaender, A.; DeMoss, R.D.; Kaplan, S.; Konisky, J.; Savage,
D. & Wolfe, R.S5., eds. - Gemetic emgineering of microorganisms for chemicals. New
York, Plenum Press, Basic Life Sciences, vol.19, p.211-232, 1981.

£ extremamente vasta a lista de substratos que podem ser utilizados pelo genero
Peeudomenas come fontes de carbono ou de nitrogénio. Esta € uma indicacao que, nes—
te género de microrganismos, e parte substancial do gencma esteja encarrvegadsa
destas fungles catabdlicas. .

Dor cutre lado, a taxonania deste género, com base na homologia do RNA ribossami-
co, divide—o em 5 grupos, cujos teores GC variam intragrupo. Porem, dpesar desta
flexibilidade, algumas estirpes n3o sdo classificiveis, sendo designados Pseudomo-
nas Sp.

A esgpécie mais estudada, do ponto de vista genético, € Pseudomonas aeruginosa
utilizando o mecanismo de transdugio generalizada, nfo tende sido ainda descrita a

transducao especializada, erbora a maioria das estirpes seja iiscgenica. Quanto a
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conjugagac, foram descritos varios plasmidios e tamb@n transferdncia de gens cro-
rossdmicos. Fol descrita a existéncia de um fator Fi . andlogo ao de Entercbactée
rias.

Foram cescritos plasmidios catabblicos que degradam, respectivamente, cinfora
{CAM) , salicilato (SAL), naftalenc (NAH), octano {CCT), toluatos (TOL), nicotina, o
herbicida 2,4 diclorofenoxiacetato e os detergentes de alquilbenzeno sulfenatos,
entre outros.

A caracterizacdo destes plasmidios foi realizada: situam-se na faixa de 60 a 300
Md. Foram mais profundamente caracterizados os plasmidios OCT e TOL. Coam eles foram
construldos plasmidios hibridos, contendo uma regifio do plasmidio RP4, tendo porém,
conplea expressdo da atividade catabSlica.

Para a obtengzo de mutantes defectivos no catabolismo fol utilizado meio contendo
um anzloge do substrato ideal como por exemplo fluorcacetamida, cloro-p-xileno,
clorotclueno, bromotolueno, iodokbenzoato, stc.

Os velculos de clonagem até agora descritos para Pseudomonas sSo plasmidios. Es-
tes vetores de clonagem sao plasmidios conjugativos de tamanho médio (50-60kb),
promiscucs para diversas bactérias gram negativas ou plasmidios, ndo conjugativos,
de tamanho pequenc, Foram também construides cosmidios contendo DA do fago 1 e
segmentcs do plasmidio de Pseudomonas.

O artige contem uma excelente revisio dos estudos genéticos e moleculares ja rea~
lizados em Pseudomonas.

Elisa G.C. Penido

Institute de Microbiologia UFRT
Bloco I - Ilha do Fundao

21941 Rio de Janeiro RY

Hager, L.P. — Mother nature likes some halogenated compoumds. In: — Bollaender, A.:
DeMoss, R.D.; Kaplan, S.; Komisky, J.; Savage, D. & Wolfe, R.S. - @enetic
engineering of wicroorganisms for chemicals. New York, Plenum Press, Basic life
Sciences, vol.9, p.415-429, 1981.

O artigo retrata de forma extremamente dJdidatica os compostos  organicos
halogenados que ocorram ha natureza. A camesar pela tiroxina, o homdnio tirecidia~
no encontrado em concentracdes de N10-°M em mamifercs. Entretanto, a rigueza de
capostos  halogenados € revelada ao colocar em foco os microrganismos, mormente ao
considerar os compostos cam atividade bioligica. Forma—-se assim, um conjunto de an-
tibioticos de origens diversas e produzidos por bactérias: pioluteronina contendo
anel pirrdlico diclorado; zureomicina com &tomo de cloro no grupo fenil; cloranfe—
nicol produzido por actinomiceto e posssuindo na cadeia lateral radical derivado do
acido diclorcacético. Considerando em sequida os halometabdlitos de fungos, traz a
tona os nomes de griesofulvina, geodina, pannarina.

E lerbrada com muita propriedade os clero-sulfolipideos em Ochramonis danica. Ca—
minkundo agora para as plantas africanas, descreve a ooorréncia do acido fluroacs—
tico enquanto & mostrada a participacdo de outro halog@nio, o bramo, como derivado
de terpencl {laurinterol) cujo composto & encontrado em algas vermelhas.

O autor, considerando suas experifncias com organismos marinhos, apresenta obser—
vactes assaz interessantes no que concerne i correlacio existente entre as ativida—
des antimicrcbiana e a presenca de halanetabdlitos.

20 discutir a ccorréncia de hidrocarbonetos halogenados pode—se aguilatar ¢ wolu—
me de produgao desses campostos pelas algas gue emanando dos oceanos VAo atingir a
camada da ozona da atmosfera.

Como consequéncia dessas cbservagdes, as questdes surgidas estfo relacionadas com
© sistema enzimatico: natureza da chzima, mecanismo de reagdo, producac de enzimas
a0 longo do periodo de crescimento e biclogia molecular,

Thuicshi, Ioneda
Instituto de Quimica USP
Caixa Postal 20780

01000 S3c Paulo &P
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Baltz, R.H. - Genetics and biochemistry of tylosin preduction: a model for genetic
engineering in antibiotic—producing Streptomyces., In: — Hollaemder, A.; DeMoss,
R.D.; Kaplam, S.; Konisky, J.; Savage, D. & Wolfe, R.5. — Genetic engineering of
microorganisms for chemicals. New York, Pleanum Press, Basic Life Sciences, vel.19,
p.-431-444, 1981.

O artigo & sem davida interessante, focalizando a atualidade da Engenharia Gené-
tica relacionada ccm a producao de antibidticos por Streptomyces. E discutida a
grande potencialidade dessa técnica essencialmente pele desenvolvimento nos ancs
recentes do processo de fusdo de protoplastos e, da transformacao do protoplasto e
transinfecgao.

Para o desenvolvimento do tema, foi escolhideo o antibidtico tilosina, macrolideo
produzido comercialmente por S. fradige. Considerado o nicleo da molécula, & tilac-
tona - a estrutura e a sua biogénese a partir de intermedidrios da sintese de aci-
dos graxos, O passo sequinte & constituldo de adicdo de wnidades de micaminose, mi-
cinose e micarcse e outras reacgCes camplementares para a mudanga de fungles.

Hm razao das possibilidades de manipulagdo da estrutura da tilosina, s&o  enormes
as perspectivas de producdo de grande nimero de derivados através da Engenharia Ge-
nética.,

Thuioshi Ioneda
Instituto de Quimica USP
Caixa Postal 20780

01000 Sao Paulo SP

Andersen, K. & Valentine, R.C. - Potential for genetic engineering of hydrogen bac-
teria. In: — Hollaender, A.; DeMoss, R.D.; Kaplan, S.; Konisky, J.; Savage, D. &
Wolfe, R.S., eds. - Genetic engineering of microorganisms for chemicals. New York,
Plenum Press, Basic Life Sciences, vol.19, p.446-449, 1981,

A bactéria autotrofica 4lealigenss eutrophus, capaz de crescer tendo Hy cow
substrato, & apresentada como um sistema de utilizacdo de resiGuos industriais, com
a vantagen de ndc deixar sub-produtos poluentes. 4. eutrophus acumula poli~g-hidro-
wibutirato que € un poliester biodegradavel e capaz de substituir o polipropileno,
Além disto, 4. eutrophus fixa (O, através do ciclo de Calvin, A caracteristica da
utilizagdo de Hy como fonte de energia e cam redutor &€ devida a genes codificados
por um plasmidio n3o conjugativo, porém capaz de sofrer mobilizacao por fatores R
(por exeampio RP4}. Também & relatada a transferéncia de gens cramosstmices por con-
Jjugacao, bem como a transfer@ncia de gens de Fscherichia coli vara 4. euwtrophus. A
manipulacdc genética desta bactéria estd comegando e seu futwro parece ser promis—
sor.

Elisa G.C. Penido

Instituto de Microbiclogia UFRJ
Bloco I - Ilha do Pundao

21941 Rio de Janeiro RJ
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PROBUCAD DE BIOGAS A PARTIR DE RESIDUOS CRGANICOS

De 6 a 17 de dezembro de 1982, a SBM - Sociedade Brasileira de Microbiologia e o
CLAMA - Comite Latino Americano de Microbiclogia Ambiental realizaram o I Simpdsio
Lationamericano de Produgao de Biogas. Durante o evento, foram apresentadas confe-
rencias e comunicagdes a respeito de programas mantidos por agincias governamentais
e empresas atuantes na area de energia.

Com as dificuldades encontradas para editar textos, relativos Aas apresentagoes
durante o evento, a SBM inicia a divulgagao de informagces fornecidas pelos auto-
res, através da Revista de Microbiologia.

0s artigos nao foram submetidos & revisdo editorial, na forma adotada para as
contribuigbes regularmente submetidas para publicacio na Revista. Por razdes opera-
cicnais, as matrizes nao foram revistas pelos respectivos autores. Consequentemen—
te, a editoracdo da Revista de Microbiologia antecipa o pedido de desculpas zos au—
tores, pelos erros que vierem z ser introduzidos, inadvertidamente.

BIOCHEMISTRY AND MICROBIOLOGY OF ANAEROBIC DIGESTION
Robert E. Hingate

Department of Bacteriology
University of California
Davis California, USA

Introduction

Brasil is the fifth largest country in the world, with an area almost equal to
that of Canada, China or the United States, but the plentiful mopisture, warm
temperature and tropical sunshine make its annual production of biamass probably
greater than that of any other comtry in the world, including the much larger but
colder United Socialist Soviet Republic. Brasil is already known over the world for
its programs in developing renewable clean fuels, and it is most £fitting that a
Symposium on producticn of bicgas fram bicmass shouid be held in Brasil. The
organizers of the symposium are to be congratulated on their choice of topic.

I plan to approach the subject of anaerobic digestion from an historical
viewpoint as a basis for a more detailed consideration of the micrcbiology and
biochemistry.

The existence of natural gas, which is 95% methane, has been known to man for
many years, Spontanecus ignition by phosphine of methane issuing from ponds or fram
cracks in the earth has probably been the basis for reports of Divine messages in
the form of wnexplained fires, flashes of light and c¢hostly illuminations. The
ccowrrence of methane in the gas bubbles arising from swampy waters was
demonstrated by Volta in 1776, In 1816 Magendie found methane in the large
intestine of recently executed criminals, and in 1863 Reiset showed that it was
produced in the stomach of rusinants.

Methane excited the interest of scientists when Pasteur demonstrated that
microbes were the cause of fermentation and it was not long before microbioleogists
dreamed of exploiting the microbes for methane production. Celiulosic wastes were
viewed as the material most available for production of large quantities of
methane, and indeed the slow fermentation of cellulese by enrichment cultures often
produced methane whereas alcohol and various acids were formed during the rapid
fermentation of sugars and starches.

Until the 1940's scientists were thwarted in their attempts to obtain purified
cultures of bacteria producing methane. With mixed cultures it was found that many
organic substrates could be femmented to methane and carbon dioxide, but pure

Rev. Microbicl., Sao Paulo, 15{(4):278-292, Out,/Dez. 1984.
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cultures could not be cbtained. In 1940 a 2-membered microbial culture was isolated
by Barker and used to show that carbon dioxide could be reduced to methane, with
the reducing power supplied by simultaneous removal of hydrogen from ethanol to
form acetate. This was confirmed with isotopes of carbon which became available at
about this time, and reduction of €Oy was firmly established as =z mechanism for
sroduction of methane. .

A+ about the same time Buswell at I1linois, working with anaercbic biodigestors,
w3ed  isotopes to show that methane arose also fram the methyl group of acetate,
with carben dicxide formed fram the carbowyl. Subsequent studies have confirmed the
origin of methane from acetate and carbon dioxide in digestor siudge, and
measurements have shown that about two—thirds of the methane cames fram acetate,
the rest from (07, its reduction to methane being dependent on availability of
hydrocen.

These findings eliminated the meny other substrates that had previously been
postulated for methanogens, However, with the subsequent isolation of pure cultures
by Schnellen at Delft fomate, methanol and carbon monoxide were added to the list
of substrates used by methanogenic bacteria, and more recently Hippe & col. (1979)
have shown that methylamines can be attacked, with the methyl groups forming the
methane. However, these latter substrates are less commonly met than are acetate
and Hz/ COy.

During the pericd up to 1940 the chief contributions toward exploitation of
pethanogenic biodigestion were made by sanitary engineers. Anaerchic digestors of
runicipal sludge were constructed, and the methane produced supplied energy for the
sewage disposal plant, with any excess fed into other uses. In subsequent years,
with fossil fuel plentiful and cheap, oxidation of sewage through aeration becane
popular, and anaercbic digestion relatively less important. Now, with dwindling
energy supplies, anaercbic biodigestion is again receiving much attention.

Fortimately, some modifications of concepts and anaerchic techniques for study cf
anaerchic microorganisms developed during the 1940's, and their implementation,
coupled with new knowledge of bicchemistry, has led to an almost explosive growth
in cut knowledge of the microbiology, biochemistry, anc evoluticn of methanogenic
bacteria.

The first new development in anaerchic microbiology was the recognition that
there is no sharp dividing line between aerobiosis and anaerobiocsis. Simple removal
of oxygen does not insure growth of an anaercbe. It is necessary to provide
reducing substances such as cysteine or sulfide in order to obtain the low redox
potential of -0.3 volts or lower required by scme anaercbes.

The second is the realization that ecological considerations must be cbserved in
designing a culture medium. The wmedium must simulate the habitat conditions in
which the organism lives in nature, or it must simulate a particular niche in that
habitat (Hungate, 1962}.

Thirdly the inoculum must be diluted quantitatively into a liguid decimal dilu-
tion series and, additionally, these various dilutions should be inoculated into
tubes of melted agar culture wedium which are immediately rolled in very cold water
to solidify the agar on the wall of the culture tube as a thin layer in which colo—
nies develop. This inoculation in the melted agar glves the anaerobic equivalent of
a Petri dish pour plate, The agar separates the cells even better than is accom-
plished on a streak plate. The separation prevents most of the overgrowth that
could cocur in a liquid medium or on the swrface of a streak plate. These features
greatly improve the chances for development of bacteria of diverse types.

The Fourth factor in the advance of modern anaercbic microbiology has been the
recognition that many anaerchic bacteria must be protected at all times from expo-
sure to cxygen. This has been accomplished by excluding alr from the culture medium
during its preparation, inoculation, incubation, examination and sampling. Gases
carpletely freed of oxygen are used tc displace and exclude air at all times.

Cbservation of these stringently anaercbic procedures and use of anaercbic glove
boxes have made possible the cultivation of pure methanogenic bacteria, as well as
the maintenance of anasrcbic conditions during biochemical manipulations, Even Oj
at & concentration of 10-36 atmospheres is thecretically sufficient to inhibit
gqromth of some anaerches, and such a low concentration camnot be attained except by
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addition to the medium of reducing materials such as cysteine of sulfide which che-
mically absorb out the last faint traces of oxygen and poise the potential of the
system within their own redox range.

Adoption of these principles in many laboratories over the world has made
possible the isolation in pure culture of same 30 to 40 strains of methanogenic
bacteria now assigned to 22 species. There is little question that more will be
discovered.

Availability of these pure cultures has permitted comparative studies of their
165 ribosamal ribomucleic acid (RA} with that of many other organisms, both pro
and eucaryotic. On the basis of the assumption that the ribosamal corganization
changes less rapidly than many other compoments of cells, differences in ribosamal
RNA are postulated as disclosing very ancient evolutionary divergences. The
methanogens, and a few halophilic and thermoacidophilic bacteria, have been found
by Woese and his many collaborators (Fox & col., 1980) at Illinois and over the
world to differ so much fram other bacteria as to warrant their classification as a
separate primitive kingdom, the Archaebacteria. The archaebacteria differ from the
eubacteria not only in their RMA but also in their cell walls and lipids and in the
Wnigue methane fermentation. Some of the postulated new relationships are shown in
Figure 1.

PROCARYOTIC EVOLUTIONARY RELATIONSHIPS {AFTER WOESE)

SYMBIGTIC
PROCARYOTIC EUCARYOTES maunwe
CONSORTIA

ENDOSYRETONTS
ﬂwcmu
COMMON GREEN SULFUR BACTERIA

ANCESTRAL memmemee ANCES TRAL

T,
Py EMTERIA\\__GW NEGATIVE
DESULFOVIBRIO
TIME ~——n SPIROCHAETES meerrrrrermmmmerenemm

ACTIROMYCETES somrmsseme

CLOSTRIDIA s ceesamree

THERMOACIDOPHILES
ARCESTRAL == HETHANGGENS
ARCHAERACTERTE "

HALOBACTERIA

It is not swrprising that methanogens are a very primitive group. Cosmologists
believe that the earth was quite anaercbic at its beginning, and
oxidation-reduction reactions to supply energy to the emerging life were lLimited
chiefly to transferences of electrons between oampounds containing the atoms
carbon, hydrogen and oxygen.

The most reduced possible form of carbon wes methane, and most oxidized was
carbon dioxide. These symmetrical molecules were at a lower energy level
anaerchbically than any other oxidation states of carbon, and by converting the
carbon in various campounds to GOz and CHy the living material could accomplish the
greatest amount of work.

It is of interest that carbcohydrates must also have appeared at a very early
time. They are carbon compounds at an exactly intermediate state of oxidation and
thereby are uniquely fitted to accamplish work in the absence of 0Op. This is
evident fram Figure 2 which shows the efficiency of the various oxidation states of
carbon in providing energy under anaercbic conditions. 7

On the basis of their production of methane, the methanogenic bacteria are
grouped together and assigned to several orders as in Figure 3. Some species are in
Figure 4.



The substrates used by the wvarious
species are shown in Figure 5. It is
apparent that methanogens can use
relatively few materials as food. Their
foods presumably represent some of the
campounds  primitively on  Earth that are
still produced. None of them resemble the
materials in the bodies of plants; yet
plant materials constitute the bulk of the
renewable energy resources from which we
hope to© produce methane. Obviously the
rethanogens cannot alone convert plant
substance to methane; they must be
assisted by the myriads of microbes
bresking down the bodies of plants
carposed chiefly of cell walls consisting
largely of inscluble carbohydrate polymers
together with lignin,

Figure 3

Classification of Methanogenic Bacteria

Methanobacteriales
Methanobacteriaceae
Methanobacterium

bryantii, thermoautotrophicum, formicicum

Methanobrevibacter

ryminantiug, arboriphilus, smithii

Methanothermaceae

Methanothermus fervidus

Methanococcales
Mathanococcaceae

Methanococcus

vannielii, voltae, mazel, maripaludis, thermolithotrophicus

Figure 2

4 HCOOH — 3 €0, + CH4 + 2 HZG

184 daltons

4 CHaGH — 3 CH4 + €02 +ZH
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n CH20 — (CHZD)n

solubie —

Why Carbohydrates?

Methanomkcrobiales
Methanomicrobiaceae

Methanomicrobium mobiie

Methancgenium

cariaci, marisnigri, thermophilicum

Methanosarcinaceae

Methanosarcina barkeri

Methenothrix soehngenis

Methanopianales
Methanoplanaceae

Methanoplanus limicola

Unclassified: Methanolobus tindarius, Methanoplasma elizabethii
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26% = 2120 1
.65 kJ/dalton
A6%t = 311 kJ
2.43 k)/d
ABP' = 176 K
2.93 kd/d
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The chief fermentable material in plants 1is carbchydrate. Its anaerchic
conversion o methane and its aercbic oxidation can be summarized in the equations
shown in Pigure 6. This camparison shows that the methane contains a?out 85% of the
total energy in the carbchydrate available on its complete oxidation to carbon

dioxide and water.

Figure 4 - Scanning electron photomicrographs of wmethane
bacteria (by permisson of Elsevier Biomedical Press B.V.,
from Zehnder & col. - The microbiclogy of methane
bacteria, Second International Symposium on° Anaerobic
Bigestion. Travemunde, Germany, 1981).

Symbols: a = Methonobacterium formicicum; b = M. bryantii;
c = Methanobrevibacter arboriphilus; d =
Methanobrevibaeter anithii {cont.)
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Although at first sight the aerobic and anaercbic decamposition of carbohydrates
seem quite different, most of the reactions in aerobic breskdown are anaercbhic, as
is evident fram examination of the initial steps in the conversion of gluccse to
acetate, carbon dioxide and hydrogen (Fig. 7). The chemical steps involved are
dehydrogenation, hydration, dehydration, and decarboxylation.

Berobically the hydrogen atoms in carbchydrate are combined with oxygen whereas
anaerchically hydrogens from carbons 2, 3, 4 and 5 reduce carbon 1 and & to the
nethyl group of acetate and reduce CO, to rethane while oxidizing carbons 2 and 5
to the carboxyl group, and carbons 3 and 4 to carkbon dicxide.

Figure 4 (continued)

Symbols: e = Methanococeus vannielii; f = Methanococcus
voltae; g = Methonogenium marisnigri; h = Methanospirillum
hungatei
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Figure 4 (continued)
Symbols: i = Methanosarcina bavkeri; k = MNethauothriz
soehngenit

Under aevobic conditions, the acetate produced is this initial breakdown of the
carbohydrate Jis not directly oxidized to C0p. Rather, it is condensed with
cxalcacetate and only after becaming part of the citric acid cyele is it campletely
converted tc carbon diowide by wvaricus anaercbic steps of dehydrogenaticn,
hydration, dehydration and decarboxylation. A big difference between aercbes and
methanogens is that althowgh methanogens utilize many steps of the citric acid
cycle for formation of amino acids they cannot use it for oxidation of acetate
because too little energy is avallable to drive so many reactioms. The methanogens
split the acetate directly into methane and carbon dioxide, and in some way manage
to conserve part of the available energy as ATP which can be used to do the work of
the cell.

This split of acetate is a key reaction in the anaerobic breakdown of plant cell
wall material. Two of the three mplecules derived fram a carbohydrate are formed
from acetate ag compared to only one from reduction of carbon dicxide. In order o
accorplish methanogenesis from acetate a few methanogenic bacteria have developed a
migue acetate-splitting enzyme system. In view of the quantities of the acetate
split to methane and COz in nature it is rather surprising that thus far only 3 or
4 species have been shown to ferment acetate, as campared to about 16 species which
can use Hy/COz but not acetate (Figure 5).

But all the methanogens, regardless of substrate, possess in camon the ability
to reduce methyl groups to methane, generating ATP for use in cell growth and other
reactions. When acetate, methanol or methylamine is the substrate the methyl group
is reduced directly. When COp or formate is the substrate it must first be reduced
to the methyl stage. Both carbon moncxide and formate can provide the necessary
hydrogen for reducing carbon dioxide to methame. Carbon monoxide is first reactsd
with water to formm Hp and (0. Formate may also be converted by a hydrogenlyase
reaction to (02 and Hp. When CO» is the substrate H> must be given in the ratio of
4 Hy to cne CO7.

The four steps in the reduction of (0 and CH4 each involve two electrons and
involve quite different emergy relationships, as may be seen in ¥ig. 8. Camparison
shows that the 2-electron step in reduction of methanol to methane yields most of
the energy. It is much greater than in 31 kT available in the split of acetate to
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methane, in part because acetate conversion involves a single electron which is
transferred from one part of the acetate molecule to another. Although all the
methanogens catalyze the reduction of the methly group to methane, the energies are
not the same from all the substrates, as can be seen from Fig. 9.

Figure 5
Substrates Used by Methanogenic Bacteria

Acetate: barkeri, maz8i, soehngenii

Carbon monoxide: barkeri, thermoautotrophicum

Formate: formicicum, ruminantium, smithii, vannielii, voltae, mobile,

thermelithotrophicus, cariaci, marisnigri, thermophilicum,

hungatei, soehngenii, limicola

By 7 Enz:“bryantii, thermoautotrophicum, formicicum, ruminantium, smithii,

arboriphilus, vannielii, voltae, maripaludis, mez&i, thermophilicum,

thermolithotrophicus, mobile, cariaci, marisnigri, hungatei, barkeri

limicola, fervidus

Methano!: mazei, barkeri, tindarius

Methylamines: barkeri, mazéi, tirdarius

Carnot use HZ/COZ: Methangsarcina strain -1 and TM-10, Methanothrix,
Methapolobus

These figures amphasize the special category of acetate in relation to the other
substrates. This difference in the energy available is reflected in the yield of
cells per mol of methane formed. The cell yields have been determined for
Methanosarcina barkert{ by Smith & Mah (1978) who found 2.1mg of cells (dry weight )
produced per mol of methane from acetate, 5.1mg from methanol and 8.7mg fram 80%
Hp/20% COgz.

The biochemistry of the methanogenic bacteria is currently wundergoing rapid
development. It started when a growth factor for Methanobacterium ruminantium was
found by Bryant & col. (1971} and identified by Taylor & Wolfe (1974). The factor
is mercaptoethanesulfonic acid (Fig. 10) and is given the camwmon name Co M. It can
be methylated by methanol or methylemine, but not acetate, in exchange for the
hyd@rogen of the -SH group., Shapiro & Wolfe (1980) have foud this to be
accomplished enzymatically.

Many of the further studies in the bicchewmistry of methanogenesis have used
Methanobacterium thermoautotrophicum because of the rapidity of its growth and the
consequent greater ease in obtaining large cell crops.

In early experiments celi-free extracts of M. thermooutoirophicunm converted
methyl-Co M to rethane if hydrogen and ATP were provided. The ATP appeared to
catalyze the reaction but was not used in stoichicmetric amounts, and only snall
quantities of methane were formed before the reaction ceased. Then it was found
that if carbon dioxide was added to the cell-free extract along with the H2 and ATP
there was a marked increase in the rate of methanogenesis and a good deal more
methane was formed before the conversion ceased. It was then shown (Sauer & col.,
1979} that cell membranes of M. ruminantium produced methane without addition of
any ATP.

In the cell-free extracts, a material was foud which fiucresced markedly at a
wave length of 420nm. It was designated as a factor 420 or Fg20. It acts as an
electron carrier in oxidation-reduction reactions, and can transfer electrons from
hydrogenase to NADP reductase, formate dehydrogenases and pyruvate and
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e~ketoglutarate dehydrogenases. It is found in all methanogens and appears to he
concerned  in same of the reactions in amino acid synthesis. It has been jdentified
by Eirich, Vogels & Welfe (1976) as a flavin derivative with the structure
8-hydraxy S-deazaisoalloxazine (Fig, 10}. It is not unigque to methancgens,
occurring also in Streptomyces.

Figure 6 Figure 7

. domry bakydras tat
Overall Conversions under Sreak of Larbohydrate to Acetate

Aerobic and Anaerobic Conditions slucosé + 2 ATP —+  fructose diphosphate
fructose diphosphate w2 glycerzldehyde phosphate
[+]
CSH'IZOS +6 02 —+ B C02 + 8 HZU ARYY = 2650 kJ 2 giyceraldehyde phosphate + 2 Hy0 — 2 1,3-diphosphoglycerate + 4 H
-di — 2 3- P
CBH‘IZOG 3 CDZ +3 CHa AG%" = -393 k2 2 1,3-diphosphoglycerate phospheglycerate + 2 AT
2 3-phosphoglycerate —+ 2 2-phosphoglycerate
O
3CHy +60, ~+300,+6H0 A" =-2255 ki 2 2-phospheglycerate — 2 2-phosphoencipyruvate + 2 H,0
2755 2 Z-phospheenolpyruvate s 2 pyruvate + 2 RTP
2g50 = 89% of energy conserved as Ch, 2 pyruvate + 2 #,0 —  Zacemate + 200, + Z AT + 4 M

glucose + 2 HZD — 2 acetate + 2 (202 + 5 H+ & ATP

Aergbically: S H+ 2 0, — 4 H20

Anaerobically: § H + {0, — CH" +2 HZO

2

Gunsalus & Wolfe (1978} separated out two colored campounds fram the cell-free
methancgenic extract, one fluorescing brilliantly blue at 342nm and therefore
designated F342. The other was a yellow nonfluorescent compound absorbing  strongly
at 430nm.

Daniels & Zeikus (1978) approached the bicchemical Elx:oblm samewhat differently.
They pulse-labelled actively methanogenic cells with 1400p for very short intervals
of time. Among the earliest campounds taking wp label was a strongly fluorescent
yellow compound. This was examined further by Keltijens & Vogels (1981) who have
identified the yellow fluorescent compounds as carboxydihydromethanopterin, It
exhibits a brilliant bluegreen fluorescence at 342mm, and is identical with the
F342 of Gunsalus & Wolfe. The methanopterin can be reduced to dihydromethanopterin
which is also brilliantly biue fluorescent and can bind carbon dioxide (Fig. 11).
Addition of carboxydihydromethanopterin to cell-free extracts plus Hp causes
production of a stoichicmetric amount of methasne without addition of any ATP.

The yellow non-fluorescent camound absorbing at 430nm was under study by
Thaver's group in Gemmany (Thauer, 1982). They were interested because it was a
cofactor in carbon monoxide dehydrogenase activity in bacteria synthesizing acetic
acid from Hy and COz. These organisms had been variously described as requiring
molybdernm, tungsten and other heavy metals, but interest centered on nickel when .
it was noted that bhetter growth of the acetigenic bacteria was cbhtained when a
stainless steel instrument was used in preparing the medium. Nickel met the heavy
metal reguivement, and studies of the synthesis of F430 showed that it was a
tetrapvrrole with cne atom of nickel per molecule.

This nickel corrinoid compound is a camponent of all bacteria capable of
synthesizing acetate from Hy and O0p. It is a cofactor in carbon menoxide
dehydrogenase activity. Hu, Drake & Wood (1982) have shown that this enzyme
catalyzes the reaction of carbon monoxide with methyltetrahydrofolate plus
A, forming acetyl Cod and tetrahydrofolate. Thauer (1981) has identified factor 430
as the prosthetic group also in the methyl CoM reductase of methanogenic bacteria.
It gives the enzyme its yellow color.

Three of the important components in the cell-free extract of Methancbacteriwn
theymoautotrophicum, originally called factors A, B and C, and all necessary for
methane production, have now been identified. Camponent A is a hydrogenase
catalyzing the transfer of hydrogen to factor 420, the deazaflavin, which in furn
can provide hydrogen to NADH and to the various enzymes concerned with biosynthesis
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of proteins. Brown & Perry (1980) have demonstrated that a hydrogenase reacting
with deazafliavin is membrane bound. ’

Figure 8 Figure 9
Z2-electren Steps in (:D2 Reduction to Methane Energies Involved in Methanogenesis {from Zehncer, 1982)
. L))
O, +H, — CO+HH 867 =517 K Reaction A5, kI/ CHy
0+ n, HCHO A =+ 6.6 kg 4 Hy + €0, - CHy + 2 H,0 -138.}
- + -
HCHO + H, ~ —— CH O A6 = - 44.8 k2 §HCEO v 2 H T By v 0, * 2 HOD, -126.8
- +
HCOD™ + 3 H, + H — CH, + -
CHAOH + Hy — CH, + H,0 46%" = -112.5 k3 2 Ty * 2 B 134.3
4 CO+ 2 Hy0 ~— CHy + 300, -185.1
4 CHyOH —> CHy + L0y + 2 H,D -102.5
Factor B is dihydromethancpte—
rin. A membrane-bound form picks CHaCH + H, —+ CHy + H0 -121.1
up the carbon dioxide. Factor C . .
is the methyl-CoM-reductase con- # UGN, ¥ ZHOHZH — 30, # C0, + 4 Nl -101.6
taining the nickel tetra pyrrole. . + +
It is an en of 300,000 mole— 2 {CHy) MH + 2 H,0 + 2 H o 3 CHy + €0, + 2 NH, - 86.3
cular welght. Ellefson & Wolfe 4 {CHD N+ 6 HGC+aH — 9 CH, +300, ¢4 A -80.2
{1981} have demonstrated that it
contains three different subunits 2 CHCH N(CHy), + 2 Hy o 3 CH, + CO, + 2 CHCH NH, - 70.0
of molecular weights 68,000, }
45,000 and 38,500 4, respective- CHaCOD™ + H,0 — Gy * HCO, - 3.0

ly. Two wunits of each of these

are joined to form the large

functional enzyme. It has been

shown immmologically %o ocoar in all of five cother tested species, though the
enzyme in M. ruminantiwn and M. marisnigri dJifferent somewhat fram that in M.
formicicuwm, M. bryontii and M. lungatei.

Under standayd conditions no energy is available in the reduction of carbon
dioxide to the fomaldehvde level (Fig., 8}, i.e. the eguilibrivm is slightly
towards the reactants rather than the products. But in reactions from formaldehyde
to methane with 44.6 and 112.5 kI of energy available, the eguilibrium is strongly
in the direction of methane, Thus, by linking all four reduction steps the
conversion of carbon dioxide through the formaldehvde stage becomes energetically
possible, with sufficient excess for production of ATP. Escalente-Semerana & Wolfe
(1982} have shown that formaldehyde and its Co-M equivalent, hydroxymethyl-S—CoM,
can be reduced by the cell-free extract, both at the same rate, and both stimulated
by methanopterin., Since nickel is concerned in the metabolism of carbon menoxide in
acetate formation,it seems possible that the Ni tetrapyrrole is concermed in the
reduction of the carboxydihydromethanopterin to the formaldehyde.

The mechanism for production of ATP with the energy avallable in methane
formaticon has not been definitely estabiished. The existence of hydrogenase in a -
membrane, the fact that reduced methanopterin is bound in some way, and the
occurrence of the nickel enzyme as part of the very large methyl CoM reductase
enzyre complex all suggest that the spatial relationships (topography) of the
several components are important. Menbranes may be concerned. Jarrell & Sprott
{1981) have found a transwembrane potential of 133mV  in  Methanobacterium
thermoautotrophicum, with the internal side negative. In Methonospirillum hungated
the potential was 80mV. These investigators (1982) have further dJdemonstrated that
nickel can be transported into Methanobacterium bryanitii against a concentration
gradient and that there is an accompanying movement of protons. Doddewa & col.
{1980) have synthesized ATP with membrane wvesicles of M. thermoautotrophicum
supplied with hydrogen and CO2. Mountfort (1978) dbtained synthesis of ATP in
Methanosarcing barkeri when the external pH was rapidiy shifted from 8.2 to 2.5,
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and the increase in ATP could be prevented by inhibitors of proton conduction and
of magnesium ATPase,

Electyron transport phosphoryla-

tion seems essential as a mecha- Figure 10

nism for generating AT? frowm the .
split of acetate to methane and Enzymes and Coenzymes Concerned in Methanogenesis
carbonn  dicwide. This reaction " ’
does not provide encugh enerqgy CoM, mercaptoethanesulfonic acid, “S‘E'g's%“

- for stoichiametric synthesis of e

ATP. Membrane phosphorylation can methyl CoM, H3C—'S—-ﬁ~ﬁ-503ﬁ

accomplish its nonwstoichiometyic

formation. It may be pertinent in F420, 8-hydroxy-5-deazaisoalloxazine

this comnection that Kuhn & col.

(1979} have foumd cytochrame b in Fa4p+ methanopterin, dihydromethanopterin, and

cells O"‘_': Methanosarcina barkeri carboxydihydromethanopterin (yellow fluorescent}
but not in the other methanogens
examined. F430, nickel tetrapyrrole, gives yellow color to methyl-CoM

From ¥ig, 5 showing the subs-
trate preference of the various
species of methanogenic bacteria,
it is evident that they do not
all have exactly the same machi-
nery for methane production. Many
cannot use acetate, a few cannot
use hydrogen, at least ane is
inhibited by hydrogen, and a muber of them cannot grow on methanol or
methylamines. Each mast possess its own characteristic arvangement of catalysts,
and it will e most interesting to learn how they are all related to the basic
reduction of methyl groups to methane.

Evidence of metabolic control over the various enzymes is provided by studies of
Msh & associates (1978} on their styrain of Methanosareina barkeri, They isolated it
e a purely mineral medium with acetate as the only organic constituent of the
medium, and maintained it by subcultures on acetate. When transferred to methanol
or H2/COp it grew much faster, but after growth on these substrates it did not
utilize acetate when returned to the stock mediuvm. Later it was found at Illinois
that acetate might again be metabolized, but only after a month of incubation with
acetate., Apparently the reverse adaptation to acetate does not readily occurx.

Zinder (1982) has studied acetate and methanol utilization in Methanosarcina
T™-1, a themmophil that camnot utilize H5/COp and for which Hp is inhibitory. This
organism produced methane from methanol at a rate of 35 wmol/hr/mg protein when
cells grown on methanol were used. Methane was produced from acetate by these cells
at a rate of anly 1.2, but when both methancl and acetate were provided the rate of
methane production increased to 57 ymol/hr/mg protein. Tracers showed that cn the
mixed substrate the acetate was cxidized to provide hydrogen for cell synthesis and
methanol was campletely converted into methane. Similar results have been cbtained
with a mescphilic Methanosarcing which can use hydrogen.

Ancther feature of
Methanpsareina barkeri was found
by Mah and his oolleagues when Figure 11 — The structure of F420
its isolation from the enrichment
medium  in  pare  acetate was

reductase
methyl-CoM reductase, m.w, 300,000 composed of 3 subunits

membrane-1inked hydrogenase

wdertaken. Bven though acetate 0 0 0 €00
was the anly organic material in {‘,Hz-CH—Cii-CH-CEZ-0=P:O-CH-C—NH—CH—CHZCHZ-C-NH-CH

the medium and M. barkeri was the 090 0 tHa
enly bacterium in the cultwre cob”

H H
able to live on the acetate, Ho o
still the number of w}‘
non-methanogen colony-forming 5
wmits far exceeded the mumber of

methanogens as  determined by
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culture cowmts. Methanosarcina grew in large aggregates, and its total protoplasm
may have been considerably greater than that of the accompanying species.,
The contaminants were of at least
three sorts and were easily cuitured
on  complex organic medium. The  Figore 12 - The structure of methanopterin
nutritional requirements of one of  and carboxydihydromethanopterin
them were studied by Ward & col.
{1978) who foad that certain amino

acids, a peptide, a purine base, T CHaOH
c

—_

vitamin B12 and some other B ]

C R

vitaming were required, and glucose, >N /DH N2 oc\H }CGH
mammitel, starch, pyruvate and five /ﬁ\ P LN H
individual amino acids stimulated N o H i un
growth and hydrogen production.  CARBOXYDIHYDROMETHANOPTERIN H?Oﬂ ®
Apparently amino acids, a peptide, a He :
purine and the required vitamins o~ F O H
leaked out of the Methanosarcing e Hg. / ¢
during growth on acetate, in amoamts g - e
sufficient to = suppport  an XSS Hot—c— con
appreciable commensal population. W € n g H

The methanogenic  bacteria are NH/C\ S /éﬂ CH "
essential for the growth of many 2 NN ORT BN wemaanopreRIN
non-methanogenic  bacteria  which A
depend on methancgens to scavenge Y.~ \g-—g——c' R
hydrogen. 8’ H H 5 2

Acetate is not the only organic -

product of carbohydrate breakdown,
though it is wvery important ne.
Appreciable quantities of propionate and butyrate are also formed. They have. been
shown by Jeris & McCarty at Stanford (1265} to be broken down to methane and CO2 by
the mixed population in bilodigestors. The fact that in the overall fermentation of
carbchydrate acetate accounts for two—thirds of the methane formed means that the
propionate and butyrate must be axidized to acetate, with the removed hydrogen used
to reduce COp to methane, but until recently crganicms capable of carrying out this
oxidation under anaerobic conditions had not been discovered. Under standard
conditions the oxidation of propicnate and butyrate by rawoval of Hy is endergonic,
i.e. the reaction will proceed in the direction of reduction. For propicnate the
standard free energy change, AGO1 is +76 kJ/mol, for butyrate it is +48 kJ/mol.

Although the energy relationships under standard conditions are wnfovarable for
oxidizing these acids by removal of hydrogen, the conditions in the biodigestor are
not standard. If the concentration of Hz can be kept sufficiently low and the
concentration of propiconate and butyrate sufficiently high, a net oxidation can
ccour. Calcoulations based on theory indicate that at a concentration of less than
104 atmospheres of Hy butyrate can be oxidized anaerobically by removal of
hydrogen, and, if the Hp concentration is maintained at an even lower
concentration, propicnate can be similarly oxidized. A mmber of the methanogens
have such a high affinity for Hp that they can keep its concentration helow these
levels and can cbtain encugh hydrogen to support growth even at the very low
pressures. Thus propionate and butyrate forming in the carbohydrate fementation can
be oxidized anaercbically, though quite slowly because of the very small amount of
energy availsble to the organism producing Hp and to the one using it, The
organisms o;d.diz:i_ng these organic compounds anaercbically are called "obiigate
proton reducers” because presumably all the electrons they remove fram the
substrate are combined with hydrogen ions {i.e. protons) in the medium to form
hydrogern.

The proton reducers have proven very refractory to isclation in pure culture. It
is @ifficult to remove H efficiently enough by mechanical means to maintain its
concentration below the limiting lewel. But by incculating them together with a
methanogen or a sulfate reducer that scavenges hydrogen they have been cultured and
identified, Thus Boone & Bryant (1980) have grown a bacterium oxidizing propionate
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in cocultare with Desulfovibrio. In this case the propiocnate hydrogen is oxidized
with sulfate and other sulfur compounds instead of methane. Actually there is a
little more energy available when suifate is the oxidant, and the hydrogen
concentration does not have to be kept quite as low as when COp is the oxidant ard
methane is formed. They have given the name Synirophobacier wolinii to the
propicnate oxidizer, and have cbtained methane in coculture with Methancspizilium
ungatei on a medium containing no sulfate,

Figore 13 — Diagram to show the relationship of methanogenesis to other
fermentation processes

Carbohydrate Polymers COMPLETE ANAERGBIC BREAKDOWN
hydrolyses 10 CO, AND CH,
carbohydrate MOTOMmErs

+ pyruvate + 2 ATP

1actate aceta1dehyde CO + cety1 Col + 32

xaiacetata ethann1 buty ate

FERMENTATION REACTIONS
INDEPENDENT OF
METHANOGENESIS

succinate + ATP

propionate + CG
\ 2

benzoate and

nigher Fatty acids REACTIONS DEPENDERT

ON METHANGGENESIS
(OR BULFATE REDUCTION)

protein and
nucleic acids

In similar fashion Mcinerney & col. (1981} have isolated Syntrophomonas wolfid
which oxidizes butyrate anasercbically in cambination with either Methancospiriillum
or Desulfovibric., Also Mountfort & Bryant (personal cammmication) have obtained a
coculture of benzoate oxidizer that with Desulfovibrio will campletely conwvert
benzoate to methane and HyS. In a sulfate-free medium with Methaneospirillum
methane is formed but it was not possible to free the mixture of all Desulfovibrio
cells.

These examples show how the combined actions of bacteria in an open system
participate in wvarious ©phases of the anaercbic oxidation by which the
photosynthetic products of plants can be converted to methane and carbon dioxide
{Fig. 12}. Whether or not this potential for production of methane can be exploited
to reduce o use of fossil fuels remains to be seen. But we can be sure that the
more complete is our konwledge of their micrcbiology and biochemistry the better we
will be in a position to exploit the methanogens.
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