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Summary

The labeling of Klebsielfa preumonize with techpetium-99m
(Tc~-99m) seems to depend on the stannous ion {(Sn**) concentra-
tion. Starting at 3ug/ml of this ion is the suspension fluid am
uptake of Tc-99m close to 907 was observed. The labeling is appa-~
rently strong, since the elution of Te-99m, after incubation of
the tagged culture, in a water-bath at 370C for several hours,
was very weak. The viability of the culture was unaltered after
treatment with tin and Te-9%m.

Fesimn
Marcacdo de Klebsieffa pneumonige com teeneio 99m: uma comumnica-

-~

¢cdo

A marcacdo de culturas de Kfebsieffa preumoniae com tecnéeio 99m
(Tc~-99m) parece depender " da presenca do fon estanoso (Sn*+). A
partir da concentracdo de 3ug/ml deste {on na suspensdo bacteria-
na, foi obgservada a incorporacdo pela cultura de 90% da radicati-
vidade presente no meic. A marcacio pelo Te-9%m, nestas condi-
coes, parece ser forte, uma vez que, apos incubacso da cultura
marcada em banho-maria a 37°C por viarias horas, a eluicio do ra-
dionuclidio foi muito pequena para as concentracdes de Sn** usa-
das. Outro aspecto relevante desta técnica de MATCACED € que a
viabilidade da populacio bacteriana submetida ao tratamento com
Sa** e marcada com Tc-99m nido foi alterada.

Introdncticn

Several radionuclides have been used to label different biological structures.
Carbon-14 {C-14) and tritium (H~3) have been incorporated in bacteria (8, 9) or
mamaliian cells {10, 11). Red blood cells (REC} have been labeled with chromim51
{Cr-51) and technetiun-99m {Tc-99m) {4, 2). The physical characteristics and the
easy availability of Tc-99m favour its preference for biological purposes and for

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 17(3}  188-193, Jul./Set. 1986.
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miclear medicine procedures as compared with C-14, B3 and Cr-51, RBC labeled with
To-99m have been obtained by "in vitro", "in vivo" and "in vitro/in vivo"
techniques (3, 5, 6). :

A modified technicque (2) to label RBC with Tc—95m, using the stannous ion {sn**)
as a reductor agent, was used to cbtain a culture of Klebsieffa preumonide labeled
with this radionuelide. The Sn** concentration, the stability of the labeling and
the resulting effects of Sn** and Tc-99m upon the viability of the bacterial
culture are reported.

Material and Methods

Bacterial strain - A strain of Klebsieflfa preumonige isolated fram a purulent
secretion of a patient at the Bacteriology Laboratory of Hospital Universitario
pedro Brnesto, of the Universidade do Estado do Ric de Janeirc, was used.

Cultune media - The bacterial suspension was obtained from growth in a liquid
medium  (Brain Heart Broth, Merck). Brolacyn Agax (Merck) was used as the plating
medium for colony enumeraticn and counting.

Radionuctide and measwrement of the madioactivity - Tc-39m as sodium pertechnetate
was cbtained, at the moment of each expeviment, fram a 99o-9%mre generator
(IPEN-TEC, Brazil). Tc-9%m activities were measured in an ionization chamber or in
a well counter with Nal (T1l) crystal.

Reductor agent - Tin, as stamous chioride (snCly.2H,0}) was purchased from
Pro-analysi, Brazil. The solutions were prepared, at the noment of each experiment,
fram a 600ug/ml stock solution.

All dilutions of SnClp solutions and washings of the bacterial suspensicn were
performed with physiclogical saline solutiom (NaCl 0.9%).

Labefing technigque - 0.iml was taken from a overnight culture and added to 10ml of
fresh 1iquid medium. Cells were growth with aeration in an water bath at 37°C
during four hours (4 hours). The culture was centrifuged 1,7 X 10* x g for 10min
and washed. The bacterial pellet was ressuspensed in t0ml of saline soluticn.
Aligquots of 2ml of this suspension were distributed in five vaccum tubes and to
each one oraded, Iml of stannous solution was ad@ed in oxder to reach the
concentrations of 0.3, 3, 30, 300ug/ml, besides a control tuwbe with no stannous
salt. After incubation for 60min at 37°C, 0,5ml of Tc-99m soluticn, with an
activity of 2uCi/ml (7.4kBg/ml) was added to the mixture. Incubation was maintained
nder the same conditions for 10min. The tubes were gently shaked during ali the
incubation period. After centrifugation (1.7 X 10" ¥ g for 25min) of the vaccum
tubes, 200pl of the supermatant were transferred to comt tubes containing tml of
distilled water. The bacterial pellet was ressuspensed in the original voluve of
saline solution and 200pl were put in count tubes with 1ml of distiiled water. The
percentage of Te-99m uptake by the bacterial cells was detemined by dividing the
activity in the bacterial samples by the added values of activities in the
bacterial and the supernatant samples.

Stability of the tabefing - The percentage of Tc-99m labeled bacteria was
calculated several hours after labeling with samples mantained at 37°C, in water
path. The vacom tubes with bacterial suspensions were centifuged (1.7 x 10% g for
25min)lbegnd divided in 200ul of supernatant and bacterial suspensicn, as formerly
described. : '

Bacterial viability - The culture concentration {(nuber of cells/ml) labeled with
To-99m was detexmined in the beginning of the experiment and after different times
of incubation at 37°C, in weter bath. After comveniently diluted, 0.1ml of the
culture was plated on Brolacyn Agar, and the colony counts made after 18 hours. The
eurvival fractions were calculated by dividing the final by the initial mmber of
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cells. Total counting of cells was obtained by multiplication of the chserved
number of colony forming units by the dilution factor.

Turbidimetry was performed during the incubation pericd, using a
medico-photameter (Dr. B. Lange, Berlin) with a blue Filter (Blan-BG-12) .

g%gure 1 ~ Influence of Sn-concentration in the 2%
UTe-activity in Kfebsiella prneumoniae
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Table 1 - The effect of labeling in the viability of Klebsiella pneumoniae.
Symbols: A = Before incubation; B = After incubation at 37°9C for 70min with
saline soluticn; C = Same as B, with additional imcubation for 24 hours at 37°C,
after the labeling; D = After incubation at 37°C for 60min with saline and 10
min with Tc~99%m; £ = Same as D, with additional incubation for 24 hours at 37°¢C,
after labeling; F = After incubation at 37°C for 60min with 1ml of SNCip
{30ug/ml}; G = Same as F, with additional 10min with Te-99m; H = Same as G, with
additional 24 hours of incubation at 379C

A B C D E F G H

Number

of ,3x10° 1,7x10% 1,5%10° 1,5% 10° 1,6 x 10° 1,6 x10° 1,4 x 10° 1,4 x 10¢
cell/mt
viability

index 1 1,30 1,15 71,15 1,23 1,23 1,08 1,08




181
Results

Figure 1 shows the percentage of Tc-99m uptake by Klebsiefla preumoniae cells
treated with different concentrations of stannous chloride during 60min at 37°C,
Above 3ug/ml of SnCly the curve reached a platean with values close to 90%. At
300pg/ml the results were poor due to visible agglutination of the bacterial cells.

Figure 2 - Evaluation of Z 99mTp_activity in bacteria
as a function of time at 37°C.

Symbols: Sn-concentrations used: Mo, 10,3, @3 and
O 30ug/ml
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As the incorporation of Te-99m by bacteria was hich (Fig. 1), the stability of
the fixation at 37°C was investigated for 24 hours. Figure 2 shows the percentage
of incorporation of Tc-9%m in the culture aiong incubation at 37°C. Elution was
higher in the culture without treatment with stannous chloride and the lowest
values were cbserved with 30ug/ml.

The effect of the labeling in the viability of the bacteria is shown in Table 1
which shows the survival of the untreated Kfebsieffa pneumoniae culture and of the
same culture after treament with 30ug/ml of &nCly plus To-99m, both incubated for
several hours in a water bath at 37°C.

mahle 2 shows the results of turbidimetric measurements of the sawe cultures. The
overall results show no significant modifications in the viability of the cells in
the tested conditions.

pi .

The results support the evidence that Tc-%9m can be used to label bacterial
cultures. The labeling is dependent of the stannous ion concentration {Figure 1}.
In the range of 3 to 30ug/ml of SnClp, a good uptake of Tc-99m by the bacterial
cells was cbtained. It is possible that activation by sntt icns is necessary, as
naybeinferredfranthelwlabelingfomﬁjntheabsenceoftin.m
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Table 2 - Cultures turbidimetry measurements.

Symbols: A = Before incubation; B = After incubation at
379C for 70min with saline solution; C = Same as B, with
additional incubation for 24 hours at 37°¢, after the
labeling; D = After incubation at 370C for 60min with
saline and 10min with Tc-99m; E = Same as D, with
additional incubation for 24 hours at 370C, after
labeling; F = After incubation at 379C for 60min with tml
of SNCl; (30ug/ml); G = Same as F, with additional 10min
with Te-99m; H = Same as G, with additional 24 hours of
incubation at 379C

A B C D E F G H
Optical .
Gensity 0,26 0.23 0.26 0.23 0.22 0.26 0.23 0.23
Variation
{index) 3 0.88 1 0.88 (.85 1 6.88 0©.88

agglutination cbserved at 300ug/ml may be due to the altered molarity of the
medium.

Fixation of Tc-99m into the bacterial cells was apparently very strong, since its
elution after several hours at 379C in water bath was significantly low. The degree
of elution was lowest at 30pg/ml of SnCly and highest when SnCly was not present
(Figure 2). The meed of tin for good labeling seems obvious from the referred data.

Another important characteristic of the described technique is that the swvival
fracticn of the culture, at least as turbidimetrically followed is mot
sthstantially altered by the presence of stanncus ion and Te-99m. Such results are
in agreement with experiments by ©sthatis & col. {1) who only observed growth
inhibiticn of Staphylococcus epidermidis, when incubation was done with To-99m
‘activities above 250mCi, and was not cbserved with 80mCi.

Since labeling of Klebsieffa with Tc-99m gave satisfactory results, studies are
mder way aiming to characterize the pathways and the molecular level of fixatien
of this radicnuclide to the bacteria.

This rew technique became possible o cbtain the labeling of a bacterial culture
using a cheap and easily available radicnuctide with several important physical
characteristics (2, 6, 7). It is a gamma emissor with photon energy that can permit
the study of the labeled culture both in "in vitro® and/or "in vivo" assays.
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Resmo

Ha inibicdo da amiloglicosidase, quando se atinge 2g glicose/l mo
volume de reagdo. Este valor, além de sua importinciaz no fenomeno
de hidrolise, indica o cuidado a ser tomado na determinacio da
atividade. Para permitir uma estimativa mais real, foi proposta a
corregao de valores, caso o limite de 2g glicose/l seja ultrapas-
sado.

Sammary
Glucose effect durning the amyloglucosidase activity determination

Product inhibition is present when glucose concentration reaches
2g/l in the reaction mixture., This value, important in the hydro-
lysis of starchy materials, also shows the care that we must take
in the analytical procedure. In this case, a correction factor is
proposed in order to have a better estimation of the real activi-
£y.

Introducao

O procedimento analitico para a quantificagdc de uma determinada enzima, &
frequentemente realizada através d&a detemminacdo da velocidade injcial da reacio
catalizada, ou seja, a determinagdo da atividade enzimdtica. Este procedimento pode
ser dificultado pela inexisténcia de metodologia sequra para a quantificagio do
produto final da reacdo.

No caso da amiloglicosidase, enzima responsével pela hidrdlise do  amido
resultando glicose cam produto final, este procedimento & relativamente
simplificado pela existéncia de substrato e produto final estiveis e de Facil
detemminagdo,

Apesar deste fato, muitos dados, existentes na literatura, ndo sio compardveis,
tendo em vista o uso de condicles diferentes na determinacio da atividade.

As condigbes utilizadas com maior fregquéncia, para o ensaio padrvonizado, envolvem
o emprego de solugtes de amido solivel com 40g/1l, a pH = 4,2 e 60°C {6, 7}.
Entende-se que 40g/l significa excesso de substrato e as condigBes de pH e
temperatura anunciadas cano as que levam & maior velocidade inicial da reagao.

Por cutro lado, € bastante conhecida e frequente a ocorr@ncia de inibicao de uma
enzima pelo produto final da reacdo, ndo sendo a amiloglicosidase excecho a esta
regra (3, 4). Por este motivo muitos autores propdem a dosagem da atividade nas
condigtes acima  indicadas, porém sugerindo a necessidade de uma diluicio
canweniente da solucfc enzimatica. Alternativemente, propde-se a execucdo de ensaio
com tempos varidveis, o que exige determinacSes da glicose ao longo do tempo, tendo

Rev. Micrcbiol., S&o Paulo, 17{3):194-200, Jul./Set. 1986.
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e vista a auséncia, na literatura, de uma quantificacdo expressa da inibigdo pelo
produto.

Mo presente trabalho, procurcu-se conhecer a concentracio de glicose necessaria,
para que o efeito scbre a amiloglicosidase seja possivel de ser identificadc, bem
como tratou-se de propor  uma correcac, casc esta concentracao venha a ser
ultrapassada. O objetivo desta relagao ndc reside numa proposta de corregao
definitiva, mas uma indicacdo mais aconselhdvel para, se possivel, a repeticio do
teste. ‘

Material e Métodos
Sofucdo tampio acético {pH - 4,2) - A 600ml de &gua destilada Junthvamos 57ml de

acido acético glacial. A seguir, ajustivamos o pH a 4,2 cam solucio de NaCGH 2N e
conpletavaros © volure a 1 litro.

Sokucio de amido a 4% - 40g de amido {E. Merck) eram suspensas em 600ml de Agua
destilada fervente. 2Apds fervura branda de 2 min., adicionivamos 60ml de tampao
acetico e campletivamos o volume a 1 litro.

Sofugdes de amiloglicosidase - A enzima utilizada foi a amiloglicosidase para uso
em laboratdrio, fornecida pela Sigma Chemical Co. Trata-se de glicoamilase oriumnda
de Aspengillus ohyzae. Tal solugdo enzimAtica foi diluida através da adicao de
volme adequado (vide Tabela 1) do produto comercial em 250mi de solugdo tampdo
acético.

2 fim de doter a variacdo da concentracio de glicose em funcgdo do tempo, para

Tabela 1 - Ensaios realizados com diferentes
diluicoes da amiloglicosidase Sigma, com
indicacdo da regressdo para o trecho linear
considerado. '

Simbolos: C = Indica a concentragac de glicose no
volume de reacao; t = O tempe e CL = A

concentracio de glicose correspondente ao ultimo
ponto de regressao linear

Volhare de scl. Regressao lineayr Coeficiente

Ensaio  enz. comercial - {Cem g/1, CL en de
{m1) g/l, t em min} correlagio
A 0,03 C==0,0041+0,0052t 00,9990
. C1=1,25
B 0,05 C-=0,0020+0,0113t 0,99990
a=2,02
o4 0,08 C=0,0222+0,0151t 00,9993
C1=2,08 .
b 9,10 C=0,0072+0, 0192t G,9998
CL=1,73
E . 0,13 C=0,0037+0,0245¢ 0,9998
CL=1,46
F 0,17 C=-0,00404+0,0301t 0,999
: CIs1,79
3 0,20 C=0,010140,0337¢ 0,999
' CE=2,02
R 0,23 C=0,0135+0,0435t 00,9997

1i=1,98
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Figura 1 - Concentragio de glicose no volume de reacdoc em
funcdo do tempo para os varios ensaios
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cada diluicas da solucio enzimatica camercial, preparavam-se varios bales
volumétricos de 50ml contendo 25ml da solucdo de amido solivel, os quais eram
deixados em um banho temmostitico (Ultra-Thermostat Gebruder Haake), a 60°C, até
atingirem a temperatura indicada. Neste instante adicionivamos Iml da  solucio
enzimatica d&iluida, crorometrando-se ©  tempo. Apds certo  intervalo de tempo,
retirava-se do banho um baldo volumdtrico, procedendo-se 3 inativagdo de enzima por
exposicdo do conteddo do baldo a um banho fervente por Smin.

Apbs resfriamento, campletivamos o volime e determindvamos a glicose pelo método
especifico proposto para equipamentos Technicon Auto-Analyser {9), que utiliza a
enzima hexoquinase. A determinacio da concentracdo de aclcares redutores tambdm foi
realizada, em um ensaio (ensaio F), pelo emprego de acido 2,3-dinitrossalicilico
(DNS}- (2). Neste caso, utilizou-se Iml de amostra e il da solugdo de DNS, em tubos
de Folin-Woo para 25ml. O branco, para o ajuste da transmitincia, foi realizade com
lml & solucdo de amido solivel a 40g/1. As curvas de calibragdo para ambos os
metodos foram obtidas com solugdes de glicose contendo 0,2,0,4, 0,6, 0,8¢e 1,0g9/1.

Todos os resultados agqui apresentados referem-se a concentracoes de glicose no
wolure de reagdo, ou seja, levando-se em conta a diluigdo efetuada de 26ml {(volume
de reacdo) para 50ml, antes das dosagens de glicose ou agilcares redutores. .
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FResultados

A variacdo da concentracdo de glicose em fungdo do tempo para os oito ensaios
realizados, ensaics estes caracterizados na Tabela 1, est3o indicados na Figura 1.

Nesta Figura indicamos por linhas cheias o trecho realmente linear, sendo as
equagdes indicadas na Tabela 1. As linhas cheias, apds o trecho linear, procuram
seguir os pontos experimentais, enquanto as linhas tracejadas sfo a continuacie da
relacdo linear. .

Para cada ensaio o témino da relacdio linear foi obtido pela comparacic de
coeficientes angulares das equacdes das retas de regressio, incluindo inicialmente
os trés primeiros pontos (o ponto correspondente ao instante zero, oom concentracso
nula de glicose, foi considerado) e acrescentando-se os pontos  exXperimentais
seguintes um a um. O twecho linear foi considerado terminado quande a inclusio de
pontos subsequentes resultava mum decréscimo sistematico do coeficiente angular. Na
Tabela 1 indicamos, para cada ensajio, o valor da concentragdo de glicose para a
qual termina a relacdo linear.

O critério acima mencionado foi suficiente para quase todos os ensaios, salvo
para os ensalos C e G, para os quais o critério de observagio visual nos parecen
mais apropriado e ccerente cam os demais. Isto significa que usamos critério misto,
mas a Figura 1 nZo deixa margem a davidas quanto a coeréncia na definicio do
ingtante final, para a consideragdo da relagdo linear. .

Na Figura 2, indicamos o5 resultados obtidos para o ensaio F, para o gual
determinou-~-se a concentragao de glicose pelo método da hexoquinase e pelo DNS.

¥igura 2 —Concentracdao de glicose () determinada
pela hexoquinase em fungdo da concentragao de
agucares redutores como glicose (AR) determinada pelo
DNS para o Ensaio F .

== 00003 + 1,002t AR

© tr =0,9998)

2,0
o
o
E-3
z
3 %
o >
2 /
5 yd
X

J o

CONCENTRAGAO DE GLICOSE {(g/{)

o L i 1 14 !
Q 1,0 i 2,0

CONCENTRAGAC DE AGUCARES REDUTORES COMO GLICOSE
{ONS) {g/ @)}




198
Discussao

A partir da Tabela 1 e, principalmente, da Figura 1, pode-se concluir que acima
de 29 glicose/l, no volare de veagdo, ccorye desvio do camporiamento linear que
define a velovidade inicial da reagao. Assim sendo, pode-se dizer gue a partir
desta concentrago o efeito inibitério passa a ser perceptivel nas condicles

O aparecimento de 29 glicose/l significa, esteguiametricamente, o desaparecimento
de 1 ,8g amido/1, ou seja, de 4,5% em relagdo ao amido inicialmente presente.
Poder-se—-ia imaginar uma mfluencm sistematica da concentracao reduzida de amido,
motivo pelo qual ura das diluigdes de enzima comercial foi novamente ensaiada na
presenca de 35g amido/l. O resultado obtido foi praticamente coincidente, dentro
das limitagOes experimentais, obtendo-se novamente trecho linear até 2g glicose/1.

0O aparecimento da inibigdo pelo produto ; para concentragao tio reduzida, ndo
deixa de ser notdvel guando se imagina a mdrohseprevmdeamldoparamra
posterior fermentagdo alcodlica. Neste caso, parte-se de valores muito mais
elevados, cano 150 a 180g amido/1, chegando-se a valores da cmcentraqéio de gl:.cose
igualmente elevados. O fato aqui apresentado reforgou a idéia, ja corrente (8),
se efetuar a fermentacdo alcodlica simultdnea & hidrSlise, a fim de evitar este
efeito inibitdrio.

Figura 3 - Relacao entre a velocidade inicial de hidrolise
(Vi) para cada ensaio e o volume de enzima utilizada (V)
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Voltando ao método analitico de determinacBo da atividade enzimatica, deve-se
tamar coamo  limite a concentracdo de 2 glicose/1, no volume de reacdo, e procurar
diluir a solugdo enzimatica de forma conveniente para que esta concentracio ndo
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seja atingida. Alternativamente pode-se diminuir o tempo o ensaio para atingir-se
o mesmo cbjetivo.

Na Figura 3 indicamos a veleccidade inicial obtida em cada ensaio {cceficientes
angulares, indicados na Tabela 1, multiplicados pelo volume de reag@o) em fumgao do
correspendente  volume do produto enzimatico cawercial utilizado. A relagao linear
cbtida, com texrmo independente da grandeza desprezivel, nos indica a ocorréncia de
proporcionalidade entre a velocidade e a concentracio da enzima. Este fato nos
revela a baixa velago entre quantidade de enzima e substrato, condicio para que a
proporcicnalidade seja respeitada (1). A constante de proporcicnalidade cbtida &
1155mg glicose/ml.min, que nos fornece O valor da atividade do produtc comercial,
ou seja, 69300g glicose/l.h.

20 analisar a Figura 2 fica bastante clara a possibilidade de se utilizar dosagem
de aclcares redutores, desde que cuidados sejam tanados, com os descritos nwo item
antericr.

Claro esta quando se tem um produto camercial qualquer, cuja atividade enzimatica
seja desconhecida, ou determminada por outra metodologia, o procedimento
experimental pode ser demorado e frequentemente cairiamcs em concentracoes de
glicose superiores a 2g/1. Este & tambm o casc de ensaios de produgio de

glicoamilase, quando alteracdes de processo podem trazer sUXpresas na atividade do
caido (5). :

ror esta razdo, —procuranos . . \ -
determinar, a partir da Figura 1, Figura 4 -Diferenca (D} entre a concentracao
para concentragbes de glicose de glicose prevista pela relacdo linear obtida
superiores a 2g/1, as diferencas dos pontos iniciais (Cp) e o valor
entre oS pontos experimentais experimental (C), em funcdo da concentragdo
obtidos e o valor da concentragac experimental
de glicose que se obteria pela
extrapolacio da relacao linear
para agueles instantes.
~ Com estes valores construimos a D =_-0,2095 + 0,HB6L
Figura 4, onde colocamos Os {r= 0,88)

L
L]
1

desvios obtidos em funcio da ~ 05 e
concentraciao de glicose obtida no by
volure de reagdo (C). Conforme se Zas

pode cbservar ha grande
dispersdo, camw era de se

esperar, mas mesmo assim podemas v o3

assumir uma distribuicdo ao longo 5o

de uma relacdo linear. .
Considerande esta o

possibilidade, pode~se propor: '

D= -0,2095 + 0,1186 C (r = o ;

0,88). _ 20 3,0 4,0 5,0 " 8,0
Esta equacdo & de evidente CONCENTRACAO DE GLICOSE (C} g /f

utilidade, pois uma vez cbtido um

valor acima de 2g/1, pode-se

calcular o respectivo desvio a ser adicicnado ao valor encontxado e, desta forma,
contamos can uma melhor estimativa da atividade da solucdo em questdo.
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SIMPLE AUTOCLAVABLE PUMP FOR MICROBIOLOGICAL. USE
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Sumnary

Construction of a simple autoclavable pump with selective filtra-
tion using membrane filter with cheap available materials is des-—
cribed. .

Fesno
Bomba autoelavavel simples para uso microbiofogieco

A construcdo de uma bomba simples autoclavavel com filtracdo se—
letiva usando filtro de membrana, com materiais baratos e dispo-
niveis & descrita.

Introductimn

The development and continuity of research of interest is limited by the
difficuity of acquisition of eguipments of laboratory, due to the contimucus
changes in the politic of finance of research. Since the import of those kind of
equipments suffer an ancritericus selection by a minority who decide the kind of
research which have to be carried out, we decided to construct our own necessary
equipment using cheap materials available at any local shop.

Mtoclavable supports for bacteriological filters have been made, previously,
using PVC (polyvinyl chloride) comnections (Jorddc, L.R. & Takaki, M. - Simple and
econcmic holders for the bacteriological filters. Arg. Biol. Tecnol., 28:457-49C,
1985) . )

In the present paper the construction of an autoclavable pump for any purpose is
described.

Material and Methods

WC comnections of 3/4 inches (Tigre, Brasil), vulcanized immey tube and inner
tiube wvalve of bicycle (B. Recoxd, Italy) were purchased in a local shop. The pump
attoclaved at 1 atm during 15 minutes, throush which a ligquid potato-dextrose
medium was pumped. The medium was incubated at 30°C for one week.

Design of the pump - The Figure 1 shows the design of the pump using one 3/4 inches
external union (6) and two thread end plugs (2). At each end plugs a valve (1) was
commected using two rubber zings {(3). A 4mm diameter hole was made at the 3/4 of
the unicn where one syringe is connected. At the valve 1 one teflon tube is
comnected and at the valve 2 a piece of disposable 1cc syringe (7} is put at which
a teflon tube can be connected. Pumping the syringe the liquid can be transferred
fram A to B. Between the two end plugs the membrane filter (4) and the grid (5)

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 17(3):201-202, Jul./Set. 1986.
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Figure 1 - Design of the pump.
Symbols: 19 and 15. valve; 2. thread end plug; 3.
rubber - ring; 4. membrane filter; 3. grid; 6. external
union and 7. piece of disposable lcc syringe

spaced by rubber rings (3} can be put for selective filtration or purping of
non-autoclavable solutions, )
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Resumo

Isolamento e biotipagem de 165 amostras do complexo M. fubercufo-

" 344, a partir de pacientes com diagnéstico clinico de tuberculose
e residentes nos Estados do Rio de Jameiro, Sao Paulo, Pernambuco
e Amazonas. A maioria (80%) apresentou o comportamento do tipo
humano classico (M. Jfubercufosds). As restantes divergiram, em
uma ou duas propriedades, da biovariante, apresentando caracte-
risticas intermediarias entre M. fuberculosis e M. bovis, sem mo
entanto coincidir completamente com aquelas das variantes de M.
agrioanum.

Summary

Biotyping of M. fubercufosis compfex stnains isofated fnom tuben-
culous patients Living in Brazil

Isolation and biotyping of 165 strains of the M. Zuberculosis
complex from patients with presumptive clinical diagnosis of tu~-
berculosis who have beer living in Rio de Janeiro, S3o Paulo,
Pernambuco and Amazonas. Most of them {80%) behaved into classi-
cal human variant. The remainders diverged in one or two tests
and appeared te be intermediate between M. fuberculosis and M.
bovis, but without complete identity with African variants,

. Introducao

O termo @acilo da guberculose, por miitas décadas, designou, indistintamente, M,
Ltuberculosis, M. bovis e M. avium, em virtude da semelhanca da doenga que produzem.

* Trabalho realizado no Dept? de Micrcbiologia MEdica, do Instituto de Microbiolo-
. gia UFRJ, com recurscos do (NPg, FINEP e CEPG-UFRJ.

Rev. Microbiol., Sd&o Pauwio, 17(3):203-207, Jui./Set. 1986
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Nos {ltimos anos, howe um notavel avango na taxonomia bacteriana, gragas &
introducdo de técnicas para a avaliacdo dos Acidos nucleicos e a constituicdo
quimica (guimiotaxonomia), além do emprego do computador na anilise dos resultados
laboratoriais (taxonomia numérica). Desta forma foi revelado o distante
posicionamento de M, avium, em relacdo a M. Zuberculosis e M. bovis, ao mesmo tempo .
en que as espécies M. africanum, M. micnoti e M. bouis BCG passaram a fazer parte
do complexo M. fuberculosls (4, 5, 10).

Do ponto de vista antropoceéntrico, o complexo M. fuberculosis refere-se,
usualmente, apenas a M. Zuberculosds, M. bouis e M. africanum, micobactérias
camprovadamente patogenicas para o homem (3). Collins & col. (1) dividem o coplexo
M, fuberculosis em cinco variantes com  distribuicoes geograficas distintas, a
saber: variedade classica humana, asidtica, africana I, africana IT e variedade
cléssica bovina.

Bn face do desconhecimento da presenca destas variedades em nosso meio,
realizamcs este trabalho no qual amostras provenientes de varias regides do pais
foram biotipadas.

Material e Metodos

Foram estudadas 165 amostras isoladas de pacientes referidos oomo tuberculosos,
procedentes dos seguintes Estados brasileircs: Rio de Janeiro (96 amostras) Sdo
Paulo (5¢ amostras), Pernambuce (14 amostras) e Amazomas (9 amostras) .
Adicicnalmente, foram incluidas como controles as seguintes amostras: M.
fubenculosis (TMC-107), M. bovis {TMC-401) e M. bovis BCG (Brasil).

Na caracterizacao do complexo M. fuberowlosis foram utilizados os sequintes
testes: auséncia de crescimento a 25°C apds 21 dias de incubagio, inibicio do
crescimento pelo &cido para-nitrobenzdico (500ug/ml) e inibicfo do crescimento pela
hidroxilamina (250ug/ml}  (9). Na caracterizacdo das variedades do camplexo M.
tuberculosds foram utilizados os sequintes testes: producao de niacina, reducio de
nitrato, estimilagiic do crescimento em meio de Loewenstein-Jensen pelo pinvato,
crescimento em meio contendo acido tiofénico  2-carbaxilico  TCH {Sug/ml) ;
resisténcia a pirazinamida (60ug/nl) e cicloserina (30ug/ml) ; determinaco do tipo
respiratdrio, sensibilidade ao perdxido de hidrogénio a 0,02%; atividades
pirazinamidasica, g-glicosidisica e uredsica (1, 2,6,8, 9.

Resultados e Discussao

Embora recebidas camo bacilo da tuberculose, 4/169 amostras camportaram-se  como
atipicas, fato que demonstra a necessidade da identificacdo presuntiva das amostras
isoladas de material clinico consideradas camo M. fubercwfosds. Bo analisarmos
nosscs dados encontramos que 133/165 amostvas exibiram as caracteristicas do
biotipc humano classico (M. fuberculosis). Os resultados encontrados nos diversos
testes pelas amostras provenientes dos diferentes Estados (Tabela 2) mostram que 32
amostras diferiram em wm ocu mais resultados do comportamento esperado para este
bictipo; as atividades g-glicosidisica ( 10 amostras) e pirazinamidasica (oito
amostras) e o Crescimento no meio can piruvato (sete amostras) foram as que mais
variaram {Tabela 3).

O teste de sensibilidade a0 perdxido de hidrogénio foi utilizado para separar o
biotipo asidtico do hummano classico, considerando gue © primeiro & sensivel a este
agente, além de apresentar uma baixa viruléncia (Tabela 1} quando inoculado em
cobaia (6).

Cento e trinta e trés amostras foram identificadas como M. fuberculosis ou tipo
hmano classico, enguants as restantes (32 amostras) nfo corresponderam a esse
bictipo. Entre as propriedades que divergiram do conportamento tipico de M.
fubercukosis merecem registro: o - resultado negativo no teste da niacina (cinco
amostras) , classicamente considerado positive em amostras do tipo hrmeno classico.
No entanto, Tsukamura (7) encontrou wma porcentagem relativamente alta (32,3%) com
este canportamento entre amostras provenientes de pacientes sob tratamento. Outros
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Tabela 1 — Classificagio do complexo M. fuberculosis em
cinco biotipos importantes em patogenia humana®.

Simbolos: a = Segundo Collins, Yates & Grange, 19823 ba/y =
aerobiose/microaerofilia

. ‘o Sensibilidade 3 Reducio do
Biotipos TCH (5ua/mi) PZA (60pg/ml)  nitraso
Bovino ¢lissico M s R -
Africann I M s S -
africano IT M s s +
Asiatico A s S +
Humano clissico A R s +
Tshela 2 -~ Caracteristicas exibidas pelas amostras do biotipe

humano classico (M. Zuberculosis) isoladas de diferentes regides
brasileiras.
Simbolos: @NR = Teste nao realizadoe

. Percentagem de resultados positivos em amcstras provenientes
Caracteristicas

Rio dg Janeiro S3c Paule Pernambuco amazcnas Total

Crescimento e

microcasrofilia n 0 ¢ 0 7
Estimilacio do

crescimento pele 0 ] 0 0 0
pinavato

Niacina 100 100 100 100 100
Nitrato 100 100 100 100 100
Sensibilidade a H,0, 0 o 0 4] ¢}
Urease jlize] 100 100 100 100
p-glicosidase 100 : 100 100 100 . 160
Pirazinamidase - 100 . 7100 100 100 100
Crescipento em

presenca de:

TCH {5ug/ml) 100 100 10CG 160 100
PZA {60ug/ml) 12 29 30 g 17
cY  (30ug/ml) o 8 ¢ 0 0

testes que fommeceram resultados divergentes dagueles esperados para este biotipo
foram: f-glicosidase (10 amostras), pirazinamidase {oito amostras), crescimento
estirlado pelo piruvato {sete amostras), sensibilidade ac TCH (guatro amostras) e
urease (seis amostras). Entre as 32 awostras ndo enquadradas no biotipo classico
humane, apenas 10 tiveram duas ou mais propriedades, divergindo do camportamento
esperado para M. fuberculosis. '

. As varisntes africanas (I e IT) apresentam caracteristicas intermedifrias entre
M. tuberculosis e M. bovis {Tabela 1). David & col. (2) verificaram, por taxonamiz
numérica, que estas amostras tendem a formar dois "clusters”, um (G) relacicnado ao
tipo bovino, mais fregquentemente encontrado na Africa Ccidental, e o cutro (F) ao
tipo mano, que & mais frequente nas regides corientais dagquele continente,
formando um espectro cantinuo de variacdo entre M. fuberculosdis e M. boudls, mndo
justificardo a colocacdo de M. agricanum camo espécie definida.
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Tabela 3 ~ Comparagdo do comportamento de 32 amostras que
diferiram da variedade classica humana (M. fubercufosis)
com o de M, agricanum.

Simbolos: a = Segundo David & col., 1978; b = Teste ndo
realizado por Pavid & col., 1978; c¢= Teste realizade com
Sug/ml de TCH -

' Percentagem de resultados positivos

Caracteristicas

M. africarm® N? de anostras
Cluster-F  Cluster G estudadas
Crescimento em .
microaerofilia % 87 3
Estimulacdo do
crescimento pelo 48 100 21
piruvato ’
Niacina 86 4] 84
Nitrato 81 4 100
Sensibilidade a H,0, = NR 100
Urease 95 26 81
B—glicosidase 43 1 68
Pirazinamidase 95 6 75
Crescimento em
ca de:
TCH (Sug/ml) 81 0 87°
P2a (60ug/ml) 14 24 21
CYC (30ng/ml} o 0 0

Nosso estudo canstata esta situagio, pois as 32 amostras, que deferiram do
biotipe clissico humano em 1w ou mais propriedades, com comportamento
intermedisrio entre M, fuberculosis e M. bouis, poderiam ser oconsideradas M.
agricanum, No Brasil, ainda nfo foi relatado o isolamento de M, agrnioanum.
Entretanto, considerando-se a fommagdo étnica de nossa populacdo, este fato pode
ser encarado como consequéncia de falta de estudo taxondmico das amdstras definidas

-como M. Zuberculosdis. Consideramos, entretanto, pridente wm estido mais aprofundado
destas amostras, antes de considera-las M. agrzicanum.

Erbora o BOG seja utilizado como vacina na prevencao da tuberculose, a associacio
desta micobactéria com casos clinices, particulammente em funcdo do seu emprego
camo  immoestimulante em alguns paises, estd assumindo wuma importincia crescente
(11). Assim, a possibilidade de seu isolamento foi considerada, sendo acrescentado
aos testes para caracterizacic das variedades do camplexo o de resisténcia a
30ug/ml de cicloserina que permite uma diferenciacgdo do M. boudis.
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Fesomo
Foram testadas 40 amostras de S. aureUs
(coagulase-positivas) e 17 de S. epldermidis

(coagulase-negativas) isoladas de pacientes e servidores, da
leitos e do ar do Hospital das Clinicas da UFMG, Belo
Horizonte, através de um método simples para detectar
nuclease termoestavel ou termorresistente (TNAse), pela
tecnica descrita por Lachica & ecol. {(15), num estudec
comparativo com os testes de coagulase em tubo & produgio de
DNAse. Todas as amostras de S. awrews testadas apresentaram
atividade de termonuclease e positividade nas provas de
coagulase e DNAse. Nenhuma amostra de S. epidesmidis testada
exibiu atividade de termonuclease, resultado concordante com
as provas de coagulase e DNAse. A correspondencia entre os
resultados do teste para nuclease termorresistente e as
provas de coagulase em tubo e DNAse confirmas dados da
literatura e o indica como medida simples para rotina de
identificagao de S, awreus, assim como para controle de
qualidade daquelas provas.

Sumary

Epidemiofogical aspects of Staphybococcus isolated in a
General Hospital in Belo Homizonte (Hospital das CEinicas -
UFMG) . TII- Thewmonuclease production

A total of 57 strains of S. auwteus and S. epideamidis (40
coagulase positive and 17 coagulase-negative) isolated from
patients, professional staff and from the environment of a
General Hospital in Belo Horizonte, Minas Gerais (Hospital
das Clinicas da UFRG) were examined for thermonuclease
(INAse) production by the agar diffusien, technique of
Lachica & col. (15), and the results were compared with
tube-coagulase and deoxyribonuclease {DNAse) tests. All S,
auwres strains were thermonuclease-positive, and none of 3.
epdidernidis  strains  evidenced thermonuclease activity,
corresponding both to coagulase and DNAse tests. The
excellent  relationships among the three tests confirm
literature data and suggest that the TNAse test may be a

* axilio parcial do CNPg (Processo n® 4071.408.180) FINEP {Processo n? 43820629.00)
Rev, Micrcbiol., $&%o Paulo, 17(3):208-212, Jul./Set. 1986
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suitable one for routine identification of S. awrens, as for
guality contrecl measure.

Introducas

0s microrganismos da familia Micrococcaceae podem ser agrupados em dois generos:
Staphytococcus e Micrococcus, baseados em trés caracteristicas primordiais: na
fermentacio anaerdbica da glicose, utilizando-se um método padrdo proposto pelo
Subcomité sobre Taxoncmia de Staphyfococcus e Micrococcus, considerado por alguns
pesquisadores como pouco preciso; na proporcio de guanina e citosina (CG) do acido
deoxiribonucleico, de metodologia pouco pratica para use na rotina de jdentificagio
e na susceptibilidade ao liscstafin  que parece lisar, especificamente,
estafilococos {16}.

2 maioria dos laboratdrios clinicos depende inteiramente do teste de coagulase
para distinguir . awieus de cutros microrganismos intimamente relacionados (3, 14,
15, 22, 26). No entanto, os resultados incorretos cam o teste de coagulase podem
levar a erros de identificacdo, ds vezes indetectdveis, os guals trariam sérias
implicacdes clinicas e epidemioldgicas (3). :

Por esses motives, apesar do teste de coagulase ser ainda quase universalmente
aceito camo critdrio priméric na identificacdo de S, auwreuws, outros produtos
extracelulares desses microrganismos, como a lisozima e a muclease, tém merecido
atencdo {1, 3, 5, 8, 11, 12, 16, 17, 18, 22).

Camo parte da caracterizacdc de estafilococcos, isolados de pacientes e
servidores, do ar e leitos do Hospital das Clinicas da UFMG de Belo Horizonte (&),
foi realizado o teste de temmonuclease ou nuclease termoestavel (TNase), pela
técnica de Tachica & col. {15), mum estudo comparativo com os testes de coagulase
em tubo e producac de DiAse.

Material e Métodos

Amosfras - Foram estudadas 40 amostras de Staphyfococcus aureus e 17 de
Staphylococeus epidenmidis isoladas, respectivamente, de pacientes (9 e 2), de
servidores (5 e 4), de leitos (13 e 4), do ar {13 e 7) do Hospital das Ciinicas da
UFMG, no periodo de junho de 1980 a novembro de 1981.

Isofaments ~ As amostras foram coletadas e semeadas diretamente em placas de agar
manitol hipertdnico, em duplicata, incubadas em asrcbiose, a 37°C, e examinadas,
apds passagem em caldo nutriente, quando necessario o reisolamento.

Canacternizacio sistematica — A identificagdo preliminar das amostras e © controle
de pureza foram baseados no estudo das caracteristicas tintoriais (Gram),
sequindo-se as provas bioquimicas de produgdo de catalase, feita pelo método namero
dois de Cowan & Steel (7); oxidagio e fermentac3o da glicose (teste O.F.) e
. fermentacio aerdbica e anaerdhica do manitol, realizadas segunde o método padrao,
recarendado pelo Sub~amité Internacicnal de Siaphylfococeus e Micrococcus  (25);
producio de coagulase, em tubo, utilizando-se a técnica de Ashcar (2) e produgao de
DiAse realizada pela técnica descrita por Jeffries & col. (13), cam modificactes de
Ashcar (2}.

A detecgdo de termmonuclease pela técnica de Lachica & col. (13} fol feita
inoculando-se wmma coldnia isolada de cada amostra em 0,5mi de caldo BHI. As
amostras foram testadas quante A produgio da enzima, come se Segue:  apds
crescimento adequade no intervalc de tempo dé 2 a € horas a 35°C, as culturas foram
aquecidas a 100°C, por 15 minutos, retirando-se, antes do aquecimento, aliquotas de
cada amostra para servir de controle.

Apds resfriamento, com auxilio de micropipeta, aliquotas de aproximadamente 10ul
de cada cultura foram colocadas nos orificios das iaminas, tipo para imunodifusao,
adequadamente preparadas com 3,0ml do meio TB-DNA @ agar - (Toluidine
Blue-Decxyribonucleic Acid Agar}, cam a seguinte camposigdo: 0,3g de DNA (Difco),
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10,09 de agar (Difco); 1,0ml de CaCly 0,01M; 10,00 @& NaCl e 3,0ml d&e azul de
toluidina 0,1M em 1,0 litro de tampdo TRIS 0,05M (pH 9,0).

As laminas foram mantidas 1 & 4 horas a 359C e, a seguir, observadas,
detectando-se a presenca da enzima termorresistente pelo aparecimento de um halo
réseo ao redor do orificio. A auséncia do halo indicava teste negativo.

Cano controles, utilizaram-se amostras padric de Siaphylococcus aurews BTCC 2592
e de Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, respectivamente, produtora e ndo
produtora da enzima termorresistente.

Resultados e Discussao

As 40 amostras de S. awteus (pacientes 9; servidores 5; leitocs 13 e ar 13)
apresentaram resultados positivos nos testes de coagulase em tubo, DNAse e ThAse.

Em relagdo ds 17 amostras de S. epdideamidis isoladas {pacientes 2; servidores 4:
leitos 4 e ar 7) nenhuma apresentou atividade de coagulase, DNAse e TNAse.

& habilidade de hidrolisar 4cidos mucleicos tem sido cbservada em algms
microrganismos, por muitos pesquisadores (1, 3, 4, 9, 10, 13, 16, 23).

Em 1956, Cunningham & col. (9) descobriram a atividade da enzima nuclease e
demonstraram sua grande resisténcia ao calor. Subsequentemente Lachica & Deikel
{14) verificaram que quase todas as amostras de S. auieus produziram ua nuclease
termoestavel. Demonstraram tamb®n que, embora a atividade de nuclease possa ser
encontrada em outros membros da familia Micrscoccaceae e em  outros géneros  camo
Pseudomonas, Sernatia, Bacilflus e Streptococous (14, 24), a producdo de nuclease
com estabilidade témmica parecia ser exclusiva dos S, aureus, observacido esta
corrohborada por varios autores (15, 18, 20).

Entretanto, o teste de 832 amostras de 15 géneros diferentes de Staphylococeus
(19} revelou a producdc de termonuclease por aproximadamente 9% das amostras de
Bacillus e 19% de Strepfococcus, indicando, contudo, que o tempo de aguecimento
poderia  ser usado para diferenciar temonucleases ndo estafilocScicas das
estafiloctoicas, usualmente mais termoestiveis. Além disso, a reaclio de catalase
negativa para os estreptococos, a morfologia t{pica colenial e a coloragac de Gram,
contornariam uwma incorreta identificacdo ao utilizar o teste de termomuclease,
considerando-se os trés géneros citados {22).

O presente estudo demonstra a presenca de miclease termoestavel em S. aukews, com
todas as amostras testadas positivas para a producdo da enzima, apresentando zonas
de atividade, apds 1 a 3 horas de incubagdo, fato que concorda com os resultados ia
encontrados (15},

Entre 68 anostras de S. epidewnidis testadas (16), 50% produziram nucleases,
manifestando suas atividades mm periodo de incubagZo de 3 a 4 horas; nenhwma delas
resistiu ac aguecimento por 15 minutos. Ji foi demonstrada a produgdo de nuclease
por 17% das amostras de estafilococos coagulase-negativos, wma das quais foi também
temonuclease positiva {18) e 17% de producdo de termonuclease em amostras de
estafilococos, coagulase-negativos (19). Esses resultados diferem dos encontrados
neste trabalho, onde nao se verificou produgao de nucleases entre as 17 amostras de
S. epddeumidis testadas. :

Comparando-se cam © teste de coagulase livre realizado, pode-se verificar que
todas as amostras de 8. aunews analisadas {(positivas para termomaclease) foram
também coagulase e DNAse positivas, enquanto gue nenhuma das amostras de S,
epidermidis (negativas para enzima termorresistente) exibiu atividade de ccagulase’
Ou DNAse. - :

Estes resultados confirmam dados da literatura nos quais os testes de coagulase e
termomuclease s3o relativamente equivalentes como indicadores de S. auwiews {3, 5,
18, 20, 22, 26), tornando-se desnecessario, na maioria das vezes, 0 uso de ambos na
rotina. No entanto, devido ao fato de resultados falso-positivos cu falso-negativos
ndo poderem ser detectados por spenas wm teste, fol sugerido (3) que a realizacio
dos dois testes, concomitantemente, poderia funcicnar como medida de controle de
qualidade, especialmente considerando-se z possibilidade da presenga dessas enzimas
en outros membros da familia Michococeaceae.

Essas cbservagdes se revestem de particular importincia, sabendo-se que, embora
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e raras ocasifes, S. awreus pode perder sua atividade de coagulase, retendo ainda
sua toxigenicidade e potencial patogénico (16, 17). Isto poderia ser explicado pelo
aparecimento de rutantes que perderam a habilidade de produzir a enzima ou pela
possibilidade de reversao da reagdo, por produgdo de fibrinolisina pelas amostras,
o que poderia falsear os resultados em fungdc do momento da leitura do teste de
~coagulase (21).

Com relacdo ao meio de cultura utilizade (TB-DNA &gar), uma caracteristica
importante & a sua notavel estabilidade, ndo sendo necessario esteriliza-lo, mesmo
quando estocado por uwm pericdo de mais de quatro meses. Esta estabilidade pode sex
atrituida & propriedade inibitdria do azul de toluidina (TB), em relacdo a algunas
bactérias Gram-positivas, especialmente 3s formadoras de esporos (15). Alem disso,
os autores disseram que os resultados s&o satisfatdrios, mesmo quando © reio for
aquecido por diversas vezes. A prova neste meio € bastante especifica, desde que as
enzimas termoldbeis de 8. epldenmidis e Micawesccus sp. sejam preliminarmente
inativadas (3).

A intensidade e rapidez de manifestagdes das reacOes positivas podem. ser
aprimoradas pela preparagio adequada do indculo. Assim, propds-se (3) wm indculo
mais densc, a partir de uma coldnia isolada da amostra, transferida para um pegueno
volume de cald> BHI, incubado por 2 a ¢ horas, imediatamente antes da realizacao
dos testes. Foi sugerido que este periodo curto de incubagao em caldo BHI
proporciona WR indculo mats denso e a produgdo das enzimas coagulase e nuclease,
aummentando a intensidade e velocidade das reacles positivas.

Tendo em vista os indmeros coamponentes e produtos toOxicos, envolvidos na
patogéness das infecdes por S. auwreuws, sua reconhecida importancia epidemiologica -
que de forma crescente vem sendo atribuida a outros micyorganismos do género, que
podem apresentar alguns fatores de viruléncia commns — e tendo em vista ainda a
possibilidade j& descrita de ocorréncia de mutantes, a confirmacdo periddica da
correspondéncia entre as principais provas indicadoras poderd representar uma
garantia & confiabilidade das mesmas ou necessidade de utilizaclio de novos
parametros.
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Slmna;y

The etiology of respiratory diseases in rumminants is multifacto-
rial. Stress, malnutrition, parasitism, as well as bacterial and
viral agents are incriminated. The present study was carried out
to conduct a survey of bacterial agents associated with respira-
tory diseases of goats in northeastern Brazil. Seventy-six lungs
presented at necropsy showing gross pathologic lesions were stu-
died using standard bacteriological techniques. The most commonly
isolated bacteria was Pasfeurefla haemofytica (35,5%). The other
bacteria isolated were: C. pseudotuberculosis (13,3%2), C. pyoge~
nes (7,97), Coagnebacterium sp. (6,6%), Pasteuredla sp. (5,37%),
Pseudomonas sp. (5,3%), Staphylococcus sp. (3,97), Streptfococcus
sp. (2,6%), P. minabllis (2,27), €. equi, 8. faccalis, K. pnewmo-
nige, K. oxytoca, Klebsieffa sp., Profeus sp., Moraxelfa sp., P.
mulitocida and E. cofd (1,3%). The prevalence of respiratory di-
seases was associated with some host characteristics, parasitism,
as well as environmental and management factors.

Resumo

Levantamento de agentes bacterianos associades com doencas nespi-
ratondias em caprninos no nondeste do Brasdl

A etiologia das doengas respiratorias em ruminantes &
multifatorial, Stress, subnutrigcdoe, parasitismo, como também
agentes bacterianos e virais sdo incriminados. O presente estudo
foi conduzido para 1isolar e identificar os agentes bacterianos
associados com doencas respiratdrias em caprinos no nordeste do
Brasil. Setenta e seis pulmdes de caprinos, submetidos. a
necrépsia, apresentando lesGes macroscOpicas, £oram estudados
através de técnicas bacterioldgicas padronizadas. A bactéria mais
frequentemente isclada foi Pasteuwrelfa haemofytica (35,5%),
seguida de C. pseudofuberculosis (13,3%7), C. pyogenes (7,9%),
Corynebacterium sp. (6,6%), Pasteurella sp. (5,3%7), Pseudomonas
sp. (5,3%), Staphyfococeus sp. (3,9%), Stnepfococcus sp. (2,6%),
P. mirabilis (2,27, C. equi, S. faccalis, K. pneumoniae, K.
oxytoca, Klebsiella sp., Proteus sp., Moraxella sp., P. mulfoeida
e E. coli {1,3%7). A prevaléncia das doencas respiratorias estava
associada com algumas caracteristicas do hospedeiro, parasitismo,
bem como com fatores ambientais e de manejo.

Reyv. Micrabiol., S8o Paulc, 17{3):213-215, Jul./Set. 1986
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Respiratory diseases cause considerable econcmic losses to goat production. The
econcmic effects include mortalities, increased time to reach market weight, poor
carcass camposition, increased condemnation at slaughter, extra labor and costs for
medication.

It is generally agreed that the etiology of respiratory diseases in ruminants is
maltifactorial. There are however a variety of microorganisms that have been
consistently associated with pneurcnia and their etiologic role cannot be disputed
(Sharple, L.C.; Livingston, C.W. & Renshaw, H.W. - In: - Proc., 3rd Int. Conf. Goat
Prod. bis., Tucson 1982; Ojo, M.0., Vet. Bull,., 47:573-573, 1977).

Analysis of post mortem records in Ceard during the last five years showed that
respiratory diseases accounted for over 18% of the causes of mortalities in goats
{Santa Rosa, J. - Personal cammmication}. There are, however, few available data
concerning the etiologic agents associated with these diseases in northeastern
Brazil. This lack of fundamental knowiedge curtails our ability to properly execute
prophylactic and therapeutic measures. :

This study is thus being conducted to identified both bacterial agents involved
with respiratory diseases of goats and determine specific epizooticlogic factors
which are likely associated with the occurence of these infections in northeastern
Brazil.

Seventy-six specimens of lungs fram goats presented at necropsy with a ¢linical
history of pneumcnia or showing gross pathological lesions were collected over an
12 months pericd, from the pathological unit of the Centro Nacional de Pesquisas de
Caprinos in Sobral, CE, Brazil. Pneuronic lungs were sent 0 the bacteriology
laboratory for bacterial isolations and identification.

Specimens were streaked on blood agar base (Difco) supplemented with 5% washed
sheep erytrocytes, and on MacConkey agar (Difco). Plates were incubated aerobically
at 37C for 24 to 48 hours. Isolated bacteria were identified by standard
diagnostic keys {Carter, G.R. - Diagnostic procedures in veterinary bacteriology
ard mycology. 4.ed. Charles C. Thomas Publication, 1984).

The maeroscopic evaluation of lungs showed a high incidence (26,8%) of
respiratory diseases in goat herds of the Centro Nacional de Pesquisas de Caprinos.

Isolations were made from 72 (94,6%) lungs while the balance four (5,4%) were
negative for aercbic bacteria. A wide variety of bacteria was isolated from lungs
of goats with pneumonia. This is in accordance with the works of other authors
{Ramachandran, S. & Sharmma, G.L. - Indian Vet. J., 46:16-29, 1969). The most
cammonly isclated bacteria was Pastewrelffa haemolfyfica (35,5%). The incidence of
such organisms in caprine pneumonia has been reported to be as high as 75,16%
{Hordagoda, N.U.; Alwis, M.L.; Wettimumny, $.G.S.; Anthony, C.S.V.B. & Vipubarisi,
A.A. - Ceylon Vet. J., 29:12-13, 1981).

Recovery of C. pseudofubenculosis (13,2%) and C. pyogenes (7,9%) from pneumonic
Imgs is in accordance with the works of other authors (Hoxdagoda, N.U., Ceylon
vet. J., 29:12-13, 1981; Ojo, M.0., Vet. Bull., 47:573-578, 1977). Hewever, the
cccarence of these organisms were not so sporadical as reffered in the literature
{(Garg, D.N.; Nain, S.P.S. & Chandiramani, N.K. - Indian Vet. J., 62:805-808, 1385).

C. equi (1,3%) was isolated fram a case of bronchopneumcnia. This organism has
alsc been reported to occur in caprine pneumonia (Withford, H.W. & Jones, L.P. -
South west Vet., 27:261-262, 1974).

The other bacteria isolates were Pasteunella sp. (5,3%), Pseudomonas sp-  (5,3%),
Staphylococeus sp. (3,9%8), Streptococcus sp. (2,6%), P. minabilis {2,6%) Kfebslella
preumoniae, Klebsiella sp., Proteus sp., P. mubtocida, S. faecalis and E. coli
(1,3%). Most of these organism have also been related in the literature as a agents
of pneumania in goats (Abubakr, I.M.; Elfaki, E.M.; Abdalla, A.5. & EKamal, M.S.,
Bull. Anim. Hlth. Prod. Africa, 29:85-94, 1981; Sambyal, D.S.: Banerjee, M.; Baxi,
K.K. & Grupta, P.P., Indian Vet, J., 17:89-91, 1980; Lioyd, 5., Br. Vet. J.,
138:70-85, 1982). However, the pathogenic significance of Ceaynebacterium sp.
(6,6%) Monaxefla sp. and Kfebsielfa oxytoea {1,3%), alsc isolated in this report,
has not yet bean established.

Although all of +these organisms could play an important role in caprine
mewnonia, it is generally thought that Chamydiae are the primary causes of many
cases of these infections (Sharple & col., In: - Proc, 3xd Int. Conf, Prod. Dis.,
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Tucson 1982). .

The patterm of distribution of caprine pneuronia iridicates a relationship between
goat age, envircrmental conditions, mutrition as well as management and concuxrents
diseases, with the cccurence of caprine pneumonia. The prevalence of respiratory
diseases was higher in young animals (less than 24 months old) ard in goat above 4
years of age. The prevalence of these diseases was higher during rainy season and
shortage food pericds. Also, a correlation seems to exist between others diseases
and caprine pnewmonia. About 40% and 7,3% of the animals with pneumonia presented
gastrintestinal parasitism and caseous lymphadenitis, respectively.

This report is thus in close agresment with findings of other investigators and
re—affirm the view that bacterial pneumonia of goats results of camplex
interactions of varicus factors.
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LEPTOSPIROSE EM RATOS, NA CIDADE DO RECIFE PE, BRASIL
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Resuno

De 59 cultivos microbianes, a partir de rins de 40 Rattus nonrve-
gleus e 10 Ratfus nattus sp. (R alexandrinus e R 4, frugivonus)
capturados na cidade do Recife/PE em agosto de 1980, respectiva-~
mente 21(52,5%) e 2(20,0%) resultaram positivos para leptospira.
A soroaglutinagdo microscépica revelou anticorpos antileptospiri-
cos em 21(42,0%) animais, sendo o sorotipo JLcferohaemonrhagiae
mais frequentemente aglutinado. Foi confirmada a maior frequéneia
deste sorotipo na populagac humana. O alto percentual de culturas
positivas e a frequencia de anticorpos contra o sorotipo {efero-
haemonrhagiae encontrados em Ratius norvegicus, sugere a impor-
tancia desse roedor na tramsmissio da leptospirose no” Recife.

Summary
Leptospinosis in nats fnom Recife PE, Buazif

Out of 50 kidney cultures from 40 Ratfus norvegious and 10 Ratfus
#aftud sp. (R.h alexandiinus and Ron frugivonus) caught in Recife
(Pernambuco) Brazil, in August, 1980 respectively 21(52,5%) and
2{20,0%2) were positive for leptospires, Antibodies were found in
21{42%) of these rodents, by microscopic - agglutination. Serovar
Letenohaemonrhagiae was the most frequently agglutinant. As known
this serovar is also the most frequent in city population, The
high of rate positive cultures and antibodies anti {eferchae it
hagiae in the Rattus norvegicus suggests the trapsmission role
played by this rodent in leptospiresis in the city of Recife.

Introdugio

A importincia dos ratos, na cadeia epidemioldgica da leptospirose, 33 estudada em
muitos paises (4, 7, 9) ainda & pouco conhecida no Brasil.

Nebrega (11) e Guida & Monici (6) relacionam os dados sobre a incidéncia de
leptospira em ratos, fornecidos por diversos autores nos Estados do Rio Grande do
Sul, S3o Paulo e Bahia.

Os trabalhos realizados com leptospirose na cidade do - Recife, referam-se a
epidemias ocorridas nos ance de 1966 e 1970, Aurante enchentes dos Rios Capibaribe
€ Beberibe (1, 5, 12, 13) além d&e um levantamento sorclégico realizado em Epoca

dx urina, constituindo um grande risco 3 satde piblica, sobretudo em épocas
dauvqsas,quarﬁoasaguasccntaminadasseespalhampelaciﬁade.

Rev. Microbicl., Sfo Paulo, 1703} :216-219  Jul./Set. 1986
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‘0 presente trabalho visou determinar os indices de infestagio da populacdo mirina
ha cidade do Recife, através da pesquisa da leptospira e de anticorpos
antileptospiricos.

Material e MEtodos

Oc animais foram cbtidos por captura durante cincc dias distribuindo-se 122
armadilhas en locais propicios & proliferaggo de roedores, em 121 pontos de
captura. Os roedores foram mantidos em quarentena por 48 horas, sendo classificados
quanto & espécie, idade e sexo, com base nas medidas de cabe¢a + COrpo, peso €
chservacio das caracteristicas de focinho e orgdos sexuais.

Foram selecicnados 50 espScimes entre os de maior porte {2) com vistas ao
isclarento de leptospiras e reacdo para deteccdc de anticorpos antileptospiricos.

para soroaglutinagdo microscopica (14), o sangue fol retirvado por pungdo cardiaca
cam exposicdo direta do coragdo. O soro obtido foi acondicionado a ~200C atd o
processamento, Os sorotipos de leptospiras utilizados como antigenos, nas reacdes
foram: icterchaemonrhagine cepas 3294 e RGA, copenhagen M20, javanica Veldrat
Batavia 46, canicofa FHond Ultrecht, castellonis Castellon®, pyrogenes Salinem,
cynopterd 3522C, autumnallis Bkiyami A, sentol Sentot, djasdiman Pjasiman, austialis
Ballico, pomona Pomona, giippoiyphosa Moskva V, hebdomadis Pasteur, wof{fil Horto,
sefnoe MB4, saxkoebing Mas 24, bafavige Van Tienen, farassovd Mitis Johnson, panama
Cz 214 X, patoc Patoc I, andamana Corréa. '

0 titulo aglutinante considerado positivo foi 21:100.

Para isolamento das leptospiras im- rim de cada animal foi removido
assepticamente,  triturado em gral com areia lavada e estSril, feitas diluigdes a
1072, 10™* e 10~ , em salina tamponada de Sorensen € semeado 0,Tml de cada diluigac
em 10ml de meio de Fletcher (Difco) enriguecido cam 10% de soro de coelhw {(14).

TodososneiosforamMcubadosaZSOCeasculUEasexammadassanarmlmente, até
oito semanas, entre ldnina e lamimula por microscopia de campo esCuro,
chservando-se a presenga ou auséncia de leptospiras.

Fesuliados

B cinco dias, foram apreendidos 66 roedores, com 54,5% de captura, em relagio ao
mimero de ratoeiras.

Das 50 culturas realizadas com material de rim de 40 R. nowveglcus e 10 Ratius
nattus  sp.  (Rattus  h. alexandiimus e Rattus #. fhuglvoaus), respectivamente
21(52,5%) & 2{20,0%), estavam positivas para leptospira. Entre os R. nomvegdcus,
dos 26 machos examinados 11{42,3%3) e das 14 femeas 10(71,4%) tiveram cultura
positiva para leptospira (Tabela 1). BEun relacdo acs R. hratlfus sp., os 2(22,2%)
animais com cultura positiva eram machos.

Dos 50 animais examinados, 21 foram yeagentes a um ou mais sorotipos, com titulos
variando de 1:100 a 1:3208. O fenfmeno de coaglutinagao fol observade em cinco
eoros | assim  distribufdos: trés soros  aglutinaram a0  mesmo  tempo Cam
icterchasmonnhagiae 3294, Aicterohaemonrhagiae RGA e copenhagen. Um soro com
iotenohaemonnhagiae 3294 e pyrogenis e outro cam canicola, sentfot, dijcesiman,
hebdomadis e wolffii. Os sorotipos aglutinantes sdo mostrados na Tabela 2.

Os dois Ratfus ratfus sp. com culturas positivas também foram sorologicamente
positives para {cterchaemonihagiae com titulos variando de 1:200 a 1:800 com RGh e
1:400 e 1:3200 cepa nativa do Brasil, 32%4.

Quanto a R. noavegicus foi observado que; dos 40 examinados, 17(42,5%) foram
positivos por cultura e exames soroldgices 4(10,0%) sO por cultura e 2(5,0%) apenas
sorclogicamente. ) .

Discussao

A apreensdo de R, noAvegicus em nxaior—n&refo do que de Ratfus #atius sp. {(Ralius
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A alexandainus e Ratfus r. frugivorus) é resultante da metodologia adotada na
captura orientada principalmente para os bidtopos da primeira espécie. Rattfus
a0idus sp. sO foram ccasicnalmente aprisionados.

Por cutro lado, o fato de que tenha sido capturado um nimero mais elevado de
ratos machos do que de fémeas, encontra explicacio nas diferengas de comportamento
relacionados ao sexo nessges animais, observadas por outros autores, sequndo oS
quais os ratos machos séo mais ativos que as fémeas (9).

Tabela t £ Distribuigdo de roedores capturados e examinados, por espécie e sexo e
cultura positiva para leptospira. Recife, agosto de 1980 )

Machos Fémeas Total

_ Capt. Exam. Posit. (%} Capt. Exam. Posit. (%) Capt. Exam. Posit. (%)
Rattus nonvegicus 27 26 i (42,3) 16 14 10 (71,4) 43 40 21 (52,5)

Rattus natius sp. 17 9 2 {2z,2) [3 1 0, (= 23 10 2 (20,0
Total 44 35 13 {37,1) 22 15 10 (86,7} 66 50 23 (46,0)
Tabela 2 -~ Titulos aglutinantes anti-leptospira em 50 soros de

roedores, de acordo com o serotipo. Recife/PE, agosto, 1980,
Simbolos: ( ) = Indica o numero de soros que ~ coaglutinou com a
i&teﬂoha@nomhagéaa; (*) = Um soro que coaglutinou com 4 sorotipos

) Cepas
Sorotipos de N
referéncia 1:100 1:200 1:400 1:800° 1:1600 1:3200
L eterchaemonnhagiae 3294 3 7 7 1 1 3
L etenohaemonrahgie RGA, 2 4 2 1
copenhagend M20 110 22
canicota Hond Ultvecht 104
pyrogenes 3alinem 1 m
sentot Sentot 1%
diasiman i Piasiman 1
hebdomadis Pasteur 10
woldfid . Horto 1
tanassovd Mitis Johfison 7 1

A seleécho dos espécimes de maior porte para oOs exames baseou-se nos resultados de
trabalho em varios outros paises onde os ratos adultos s30 em geral maig
frequentemente infectados (2, 7, 9) » WA vez que de acordo com alguns autores,
anticorpos materncs recebidos pela via transplacentiria ou pelo leite, conferem aos
jovens uma protegdo duradoura contra a- infeccdo (9). ‘

- Corguanto a faixa etaria a que pertence o animal seja de reconhecida importancia

nao tem gido observadas diferencas nos percentuals da’ infecgio entre ratos machos e
femeas {(em outras localidades) (7, 9). Entretanto, durante nosso traballo o
percentual de Rattus norvegicus fémeas foi mais elevado que © de machos (Tahela 1).

O percentual de animais scrologicamente positivos {42,0%), obtido no presente
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trabalho, & superior ao de outros focos e esta acanpanhado de elevado percentual de
isolamento (52,5%) o que nfo & cbservado em outras regides {7, 9).

0s titulos de soroaglutinacdio microscipica variaram de 1:100 a 1:3200 (Tabela 2),
aglutinando em maior nimeroc com ictenchaemonrhagice e em maiores titulos com
{oterohaemonrhagice 3294, cepa pativa do Brasil. A coaglutinacdo em apenas cinco
soros & contraria ao que se cbserva &m  SOros humanos entre os quais 2
soroaglutinacdo cruzada & comum a VArios sorotipos.

Os trabalhos realizados anteriormente na cidade do Recife referam a
ictenchaemonrnhagiae como o sorotipo mais frequente, em populacdes humanas {1, 5). O
alto percentual de isolamento e a maior incidéncia de titules de anticorpes para
ictenohaemonnhagiae, encontrados em Rattus noavegicus, confimam seu papel camo
voservatdrio desse sorotipo e sugerem sua importancia na transnissdo da
leptogpirose em Recife, embora cutros animeis possam estar implicados na cadela
epidemiolégica da leptospirose, na cidade.
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YERSINIA ENTEROCOLITICA: ISOLAMENTO CONCOMITANTE DE FEZES DE HU-
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Fesumo

0 isolamento de oito amostras de Yersinia enferocolitica perten-
centes ao mesmo bio, soro e fagotipo a partir de adultos, criap-~
¢as e cdo habitantes de casas geminadas de uma vila, na regido
norte do Rio de Janeiro reforga o conceito de humanos e caes ser—
virem de reservatoriocs de Veasinia sp.

Sammary

zamuwz enterocolitica: concomitant isofation grom humans and
3

The isolation of eight strains of Yersinia eaterccolifica belon—
ging to the same bio, sero and phagetype from adults, children
and dog living in neighbouring houses in the north region of Rio
de Janeiro reinforce the concept that human and dogs could act as
reservoirs of Yeasinia sp.

Introducio

Nos Gltimos anos VYersinda enterccolitics tem sido reconhecida como  agente
etioclégico de variados episddios clinicos o hamem, incluindo enterocolite,
linfadenite mesentérica, ileite terminal, septicemia, eritema nodoso, artrite e
abscessos localizados mo figado e pulmio {3). A maioria dos casos, entretanto,
aparece socb a forma de enterccolite, normaimente apresentando diarréia nio
sanguinolenta e dor abdominal acametendo, frequentemente, criancas (8).

Na Bélgica, foi isolada uma awostra de Yersinia entervcofificd de portadores sfos

(18). O fato foi também registrado mais tarde, na Italia (7).
. Sendc considerada agente causadora de zoonose, Yersinia entervcolitica 34 foi
isoclada de diversos animais. Os cies t&m merecido destaque em trabalhos realizados
ha Dinamarca {13), Suécia (14), Japao (17), Estados Unidos (20) e Brasil (11).
Contudo, nao esta bastante claro se podem transmitir a infeccio ac homem, embora ja
tenha sido descrito o isolamento simultaneo em animais e criangas habitantes de uma
mesma casa (19).

Na tentativa de esclarecer o ciclo epidemiclégico das yersinioses foram estudadas
19 amostras de fezes, de uma populagao restrita a quatyo casas {vila) situada na
reqiao norte da cidade do Rio ge Janeiro, visando isolar Y. entetscofifica de
humanos e andimais.

Material e Métodos

Foram examinadas 19 amostras fecais provenientes de 9 adultos, 5 criancas e 5
cies, todos aparentemente sadios, residentes em quatro ¢asas geminadas (vila) na
regido norte da cidade do Rio de Janeiro.

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 17(3):220-224 Jul./Set, 1986
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As fezes foram colhidas com swabs e estocadas em solugdo tanpdo fosfato, pH 7.4
(PBS) entre sete a vinte e um dias, & 4°C. O restante do procedimento chedeceu ao
descrito por Stumph & col. (16). .

Classificacao das amosinas de Vernsinia enterocolifica em biotipos, sonotipos e
Lisotipos - A determinacio do bictipo de amostras de V. enferocolitica foi feita
através do sistema APT-20 e 50 (Analitab Products Inc.). A caracterizagdo completa
an bio-soros e lisotipos fol realizada no Instituto Pasteur, Paris, por especial
gentileza do Dr. Henri H. Mollaret.

Teste de invasibilidade - "In vitro" - realizado em células Hela (6); "in vivo" -
realizado em olho de cobaia (15}, com amostra cultivadas em Tryptic Soy Agar
Difco) a 259C por 48 horas. O crescimento bacteriano fol suspenso em Iml de salina
a 0,85%, de maneira a se cbter cerca de 10'% bactérias/ml. Um dicime de mililitro
desta suspens@o foi incculado no saco conjuntival de cobaios albincs. Os animais
foram cbservados, diariamente, por sete dias.

Pesguisa de entznotoxina termoestavel {ST) - Foi realizado de acordo com o metedo
de Dean & col. (4), modificado por Mumes & Ricciardi (10). As amostras foram
semeadas em frascos tipo Erlemmever de 500ml de capacidade contendo 25ml de’ medo
{casamino Aacido 2%, extrato de levedura 1%, glicose 0,4%, pH 8.5). As culturas
foram incubadas sob aeracdo por 48 horas a 25°C. Em seguida, as culturas foram
centrifugadas sob refrigeracfo, a 10.000rpm por 20 minutos (12). Foram utilizados
seis animais para cada teste, realizado duas e quatro horas apSs a incculagio. O
teste fol considerado positivo quando a relagdo peso dos intestinos/peso das
gaggggas foézigual a 0,083. O teste foi repetido guando a relagdo ficava entre
R e (0,082,

Teste de auto-agfutinapdo (1) - A partir de uma coldnia de Versdnia enterocolitfica
cultivada por 48 horas a 25°C em Agar Desoxicolato Citrato (BEL} foram semeados
dois tubos contando meio de Clark & Lubs, sendo um incubado a 259C & o outro a
376C, por 20 horas. Para cada awstra foram escolhidas trés coldnias para o teste.
O resultado foi considerado positivo quando a aglutinacdo foi verificada apenas no
tubo incubads a temperatura de 37°C, mostrando um crescimento hamogéneo no tubo
incubade a 259C. . O teste foli considerado negative cquando, scb ambas  as
temperaturas, ocorreu crescilmento hamogéneo. . s

Teste de caleio dependéncia (2) - Bs amostras de Vensdnia enferccofifica foram
semeadas em caldo infuso de cérebro e coragio (BHI) e incubadas a 25°C por 24
horas. Decorrido esse pericdo, os crescimentos foram diluidos em salina tamponada
pH 7.4. A partir das diluicces 1075 e 1078, foram semeados 0,1ml em placas de BHT
adicionado de 2% de Agar, e incubadas a 25°C e 37°C. O teste fol considerado
positivo quando houve crescimento homogéneo na placa incubada a 25°C e o
aparecimento de colénias grandes e peguenas na incubada a 370C. Foi considerado
neqativo guando scb ambas as temperaturas, ocorreu crescimento harogéneo. A amostra
que forneceu teste positivo foi semeada em BHI, adicionado de 2% de agar e 30mM de
CaCly (5), para confirmar a dependéncia do calcio associado com a temperatura. A
confimmacio desta dependdncia foi mostrada pelo aparecimento de orescimento
homegéneo em ambas as temperaturas.

Resultados
A Tabela 1 mostra a relagio entre o nimero de habitantes examinados e © nﬁmgro de
isolamentos de Yeasinia enterccolitica em residentes de quatro casas geminadas

{vila). Cbteve-se isolamento de Yersinia enterccofitica en pelo menos um habitax}te
de cada casa. Das oito amostras isoladas, foi encontrado o mesmo bictipe, sorotipo



222

e lisotipo (4 - 3 - VIII) nas trés amostras de
adultos, quatro de criancas e wma de cdo, sugerindo
un Intimo relacionamento epidemiclogico  cio-homem

{Tabela 2).

Nag provas de patogenicidade as amostras de V.
entenocolitica mostraram variabilidade; seis
mostraram-se toxigénicas no teste do cammdongo
recém-nascido, quando a leitura foi realizads com
duss horas € apenas tv8s permeneceram positivas

Tabela 1 — Relacio entre o
numero de habitantes
examinados & o nimero de
isolamentos de VYeasdinia
enterocolifica em
residentes de quatro casas
geminadas (vila) na regido
Norte da c¢idade do Rioc de
Janeiro

quandc a leitura foi feita com quatro horas. Na
pesquisa do poder invasor apenas quatro amostras
foram positivas no teste "in vivo" (Serény), ao
passo qule todas se mostraram positivas no teste "in
vitro", realizado em células Hela. As oito amostras
de Y. enterocolitica isoladas de adultos, criancas e

Habitantes/Isolamentos

adnltos Criangas Caes

cdo foram negativas no teste da auto-aglutinacdo e 1 1/1 1/1 2/0
no teste da gélcio dependéncia, neste Gltimo, cam 2 5/1 3/2 2/0
wa tnica excecao {Tabela 2). 3 2/1 1/1 1/1
q 11 0/0 o/0
Discussao
Versinia enferscolifica & considerado un

patogénico intestinal. Este estudo realizado em cies e moradores de quatro casas
geminadas formeceu 8 amostras de Vensdnia enterocolifica (Tabela 1)}. Todas elas
resultaram ser do mesmo biotipo 4, sorotipo 3 e lisotipo VIIT, independentemente de
terem sido isoladas de adultos, criangas e c8o. Amostras cam tais caracteristicas
tém, com frequéncia, envolvimento em casos clinicos (3, 9). Nesse estudio,
entretanto, foram isoladas de pessoas aparentemente nomais, e possivelmente fazizm
parte da flora normal desses individuos, o que confimma o relato de Luppi & Bucci
(7}, que mencionocu esse meswo sorotipo na Ttalia, em pesscas sem sintamatologia.

Tabela 2 - Classificagdo e provas de patogenicidade de amostras de VYersinia
enferocofilica isoladas dos habitantes residentes em quatro casas geminadas
(vila) na regido Norte da cidade do Rio de Janeiro,

Siwbolos: (1) = Tempo de leitura do teste; + = Teste positivo; -~ = Teste
negativo; NR = Niao realizado

_ Froducho de Invasibilidade Teste da Teste da
Amostras Classificacio auto- cilcio

2hitl 4 ngy vive" "in vitro" agiutinacdo  dependéncia

Fabiano 4-3-VIII + - + + - -
Francisca 4-3-VIIT + - NR + - -
Axmande 4-3-VITI + + + + - -
Claudio 4=-3-VIIT - - + + - -
Suely 43T IT - - NR + = -
Rodrigo 4-3-VIIT + + - + - -
Tula 4.3-VIIT + + - + - -
Nélio 4-3-VIII + - + + - +

Talvez esta auséncia de sintomatologia possa ser explicada pela inconstidncia de '
positividade constatada no painel de provas de patogenicidade a que foram
submetidas as amostras, particularmente os testes de auto-aglutinacido e calcio
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dependéncia (Tabela 2). Trabalhos recentes mostram que a negatividade destas provas
estio associadas a perda de plasmidios (1, 2). E possivel que isto tenha ocorrido
nas amostras testadas, fato que merece inwestigagdo.

. Os interessantes resultados chbtidos nessa localidade sugerem, primeiramente, UM
intime relacionamento homemecdo e, por oubro lado, reforgam a necessidade de
estudos visando esclarecer a razao ou razdes que condicionam portadores de amostras
de V. snterocolitica, tecricamente virulentas, a conviver com estas sem, contudo,
mostrarem sinais de doenca.
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Resuns

Uma égua puro-sangue inglés, que havia dado cria em parto
normal, foi coberta novamente no primeiro cic, semdo
‘diagnosticada a premhez mediante palpacgao retal. Decorridos
.alguns meses e ndoc havendo evolugdo da gestacao, foi
‘realizada nova palpacdo retal, que proporciomou a saida de
‘grande quantidade de pus pela vagina. Fol isolada a levedura
Candida +ugosa, sendo a primeira citagdo desta especie
causando metrite purulenta em @guas, no Brasil.

Summary
Pyometna in a thoroughbred mare caused by Candida rugosa

After giving birth to a healthy colt and after - the first
estrus, a mare showed signals of a new pregnancy diagnosed
by retal palpation. A few months later gestation signals
were not noticed. A mew retal palpation yield the discharge
of purulent fluid thorough the vagina. Candida augosa was
isolated and is reported by the first time as responsible
for the pyometra, in Brazil. ‘

Introducio

A infertilidade de &guas, por infecgdes geniltais, resulta em perdas econdmicas,
principalrente em se tratando de f&meas de racas apuradas e destinadas a esporie ou
trabalho.

A partir de "swabs" vaginais e/ou uterinos de éguas cam problemas reprodutivos
foram isolados Strepitococcus’ zooepidemicus, seguido de coliformes e de Pseudomonas
aeniginosa, entre as leveduras, Candida albicans aparece com maior frequéncia, cor—
roborande can resultados ja divalgados (7, 8).

No presente trabalho & relatado o isolamento de Candida nugosa, ainda inédito no
Brasil, como causadora de infecgbes em animais. Esta levedura foi isolada por An-
derson, em 1917, de fezes humanas, gue descreveu cono Mycodeama augosa, tendo sido
transferida para o género Candida em 1942, por Diddens e Lodder (9). Fol tambem en-
contrada em fezes de bovino, manteiga deteriorada e agua do mar (9).
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Em equinos apenas dois registros referemse 3 infertilidade de &guas causada rpor
Candida nugosa; em 1975 (10} e 1977 (1).

Esta & a primeira referéncia da espécie no Brasil, causando metrite purulenta em
égua P.S.I.

Material e M&todos

Dois "swabs" embebidos em material parulento, coletados da vagina e (tero de uma
égua puro-sangue inglds, foram semeados, com agitacdo vigorosa, em tubos contends
caldo-soro glicosado. A seguir, os mesmos "swabs" foram semeados em placas contendo
&gar-sangue e dgar-Teague (eosina-azul de metileno), ficando ambas em estufa a 37°C
por 24-48 horas. Quando ¢ caldo-soro glicosado mostrou crescimento de microrganis-
mos, foi passado também nos meios de cultura s5lidos acima mencionados. Apds inou-
bagdo, procedeu-se a leitura das placas e, das coldnias cbtidas, foram feitos es—
fregagos em l8minas e corados pelo método de Gram, a fim de se verificar a morfolo-
gia. Posteriormente, foram utilizados agar Sabouraud e agar—fubi Tween 80 e exames
biogquimicos para a identificacio do agente isolado.

Fesultados

Apds 24 horas de incubacdo, todos os meios mostraram cultura pura do microrganis—
mo. Nes placas cam agar-sangue, as colénias eram pequenas, esbranquigadas e ligei-
ramente rugosas e no agar-Teague, O microrganismo estava inibido. A coloragao pelo
Gram revelou tratar-se morfologicamente de uma levedura, devido a visualizacio de
ua  formagdo grande, arredondada e gram positiva, tipica para esse tipo de micror-
ganismo. A amostra isolada fol semeada em agar Sabourawd onde, apds alguns dias enm
temperatura ambiente, verificou-se a presenga de coldnias com aspecto sulcado, Umi-
das, com tonalidade creme e sem brilho. Houve, também, crescimento da levedura, nos
tubos mantidos a 370C, No cultivo em 1amina, contendo dgar-fubd Tween 80, ¢ exame
microscdpico revelou pseudomicélio ramificado e abundante, consistinds exclusiva— ]
mente de pseudohifas, com raros blastoconidios, conforme mencionam Mever & col.
{6).

A amostra isolada assimilou apenas alguns dlecois e carboidratos. Para o auxano—
grama, utilizaram-se os carboidratos e Alcoois relacionados na chave de identifica-
¢a0 proposta por Mc Ginnis (4) e Mc Ginnis & col. (5). Agqui, a habilidade fermenta-
tiva foi positiva para dextrose e galactose, nic ocorrendo a assimilaclo da celo—
biose, galactitol (dulcitol) s inositol, lactose, raltose, melobiose, rafinose, sor—
bose, sacarose, trealose e xilose. Foi negativa a assimilagiodo nitrato de potassio
€ a prova de urease,

Tal camportamento permitiu identificar a levedura isolada camo Candida srugosa
(Arderscn) Diddens e ILodder, 1942 (9). )

Discussan e Conclusio
A é&qua purc-sangue inglés, da qual foi isolada Candida fugosa, havia dado cria em

Janeiro de 1983, apds gestacdo e parto normais. Quando do aparecimento do chamado
"cio do potro" a égua foi novamente coberta. Em fevereiro, foi considerada prenhe
apds palpagio retal, sendo a gestacdo confirmada mum sequndo toque, J4 no més de
margo. Entretanto, oom o correr dos meses, ndo foi verificado o amento do volume
do abdame, ou qualguer sinal de gestagac. Nova palpagio retal revelou aumento de um
dos cornos uterinos que, com a manipulacio, deu saida, pela vagina, de grande quan-
tidade de material purulento. O pus foi coletado por meic de “swabs® e remetido pa-
ra cultura dandc o isolamento de Candida AUGOSA,

O tratamento ¢linico foi realizado a base de varias lavagens uterinas com
antisseptico e postericmmente com nistatina, além de proteinoterapia injetavel e
administracdo de droga immcestimulante, No final do tratamento foram coletados
varios "swabs" da cervix uterina e do fundo de saco vaginal, Exames bacterioldgicos -
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e micoldgicos realizados ndo revelaram a existéncia de crescimento de qualquer
microrganismo.

O presente caso assemelha-se muito ac j& descrito (1), diferindo gpenas quanto ac
isolamento de Pseudomonas aeruginosa e do tratamento feito com lavagens uterinas
utilizando uma solucdo de antibidtico, o que, provavelmente, forneceu condictes
pera a levedura se implantar e multiplicar 1o Gtero, dando origem & metrite
purulenta de onde foi isolada.

Em 1977, em caso semelhante ao descrito, Genovez & col. (2) isolaram, também, de
material uterino de wa &gua P.S.I., a levedura identificada camo Thichosponon
capltatum. _

As leveduras apresentam um cariter oportunista e, para se ingtalarem e
desenvolver uma infeccdo, as condi¢les propicias estdo diretamente relacicnadas com
fatores predisponentes, camo avitaminoses, aumento de glicogénio durante o pericdo
de gestacao, distirbics endbcrinos ok © uso indiscriminade de antibidoticos que
podem exercer agdo seletiva schre a microbiota genital (3)..

Bin caso de camensalismo entre bactérias e fungos, o uso de antibidticos propicia
o desenvolvimento do fungo por sua agao bacteriostatica sobre cutros microrganismos
da microbiota genital {1}.

Assim, as leveduras em geral e, entre elas, Candida nugosa, podem, camo agentes
cportunistas que s3o, exercer acdo patogénica. No presente caso, tal fato deve ter
ocarrido logo apds o parto, quando uma alteragdo nas condigtes organicas do animal,
ocasionou o aparecimento de um ou mais fatores predisponentes acima citados.
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Summary

Study of and cutbreak of food-borne intoxication by Closfaidium-
pergringens that occur in Jaboticabal, SP. Through the epidemio-

logieal investigation the incriminated foods were pork meat and

tomate gravy, that were preparated and held at room temperature

for several hours before served. The median of incubation period

corresponded to 14 hours and 30 minutes while the symptoms varies

from 8 to 21 hours. In the large majority of the cases diarrhea

and abdominal cramps were the predominant symptoms with 947 and

887 respectively. The countings of C. pengringens in stools va-

ties from 10° to 10° and in the food samples 10% to 107.

Reswnn
Suride de intoxicacdo alimentar pon CLostridium perpaingens

Estudo de um surto de toxi-infecclo alimentar por (lositridium
pertfringens em Jaboticabal, SP. Através do inquérito epidemiold-
gico, os alimentos suspeitos foram a carne de porco assada e mo-—
tho de tomate, 0s quais foram cozidos 12 horas antes de seu con~
sumo e mantidos a temperatura ambiente. A mediana do tempo de in-
cubagdc correspondeu a 14 horas e 30 minutos, enquanto que a du-
racdo dos sintomas foi de 8 a 21 horas. Diarréia e ¢dlicas foram
o3 sintomas predominantes (94% e 88% respectivamente). As conta-—
gens de . pergningens em fezes variaram de 10° a 10%; nas amos-
tras de alimentos suspeitos, de 10% a 107,

Introduction

Clostnidium perfringens is more widely spread than any other pathogenic
bacterium. Its principal habitats are soil and the intestinal contents of man and
animals {4, 7, 14). This microorganism received considerable attention in Great
Britain in 1953 (8) and has been recognized as a very important food poisoning
organism in the United States since that time {4, 9). - '

Rev. Micrabiol., 530 Paulo, 17(3):228-233 Jul./Set. 1986
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In the food-borne intoxications by C. pergaingens, as showed by epidemiologic
research in several coountries, the symptomatology is characterized by stomach
pains, diarrhea, nausea and gensral indisposition, frequently without vomiting.
Incubation periocds vaxy from 6 to 22 hours, ususlly 10-12h  (4). Type A C.
pergringens is more frequently in such outbreaks (11).

In Brazil, food-borne intoxications have been ascribed to Salmonelia typhimuiom
(17}, Salmonelfa enteritidis (13), Clestaldium botulinum (10). Serrano {16), in
1974, detected a food-bome intoxication by C. perfrdingens involving more than 500
persons at the city of Campinas, SP. A possible food-borne intoxication by C.
perfringens was cited in two restaurants in the same city in 1978 (15) .

With the purpose of putting the authorities on quaxd with respect to such events,
we felt the publication of the present work would be of general interest.

At the Second Universitary Games of "UNESP" at the Campus. of Jaboticabai, 8P,
Quring the period of October 30 to November 2, 1981, a large muber of athletes
were fed at the University restaurant. Approximately 950 meals were sexved daily.

In the early morning of Oct. 31, 1981 and all day long, more than 700 persons
showed symptoms of gastrointestinal disease, characterized by diarrhea, abdominal
pain and colic, acompanied by large volumes of gas and, in sane cases, by nausea,
headache, shivering and prostration. All these symptoms developed 10 to 22 hours
after the ingestion of the dinner of Oct.30, 1581, oconsidered as the suspected
cause. The absence of fever and the mumber of persons involved suggest that the
illness was an intoxication. :

The suspected dinner consisted of pork with tomato gravy, rice, beans, “farofa",
tomato or .potato salad, and as a drink, water or pasteurized milk.

Material and Methods

Ten hours after the appearance of the first patients presenting symptoms, rests

of the suspected foods from the restaurant and feces of patients were collected.
One thousand questionaries were distributed among the students using the restaurant
sarvices for making an epidemiclogical search, asking: symptoms, time and - date of
the consumption of the suspected food, time of onset and type of food eaten at that
day. -
Portions of all the samples were divided for the isolation of the possibles
agents as CLostridium pergringens, Staphyfococeus aureus, Salmonelfa spp. and
enteropathogenic Escherichia cofd, ail of them Suspected by the symptoms presented
{&5). .

For isolation of Clostridium penfringens one portion of each food was transferred
to duplicate tubes of Cocked Meat Medium (Difco}. Cne tube was heated in an 80SC
water bath for 15 mimutes other remained unheated. After ansercbic and aercbic
incubation at 379C overnight, each culture was streaked on to blood and egg-yoik
agar (EYA) plates (6). .

For quantitative colony counts of Clostraldium pengringens, 50g of both food and
feces samples . were hanogenized and diluted in 450ml of sterile buffered dilution
water in sterile Waring blender cups for 2 minutes (2). Twenty-six feces samples
were collected between the first and thirxd day after’ the appearence of the
symptoms.

Appropriated serial dilutions were made and streaked o]
sulfite-polymyxin-sulfadiazine agar (SPS-BBL} and tryptone sulfitenecnycin agar
(TSN, Merck) plates, incubated aercbically and in anaerobic Jjars with the GasPak
system (BBL} for 24h at 37°C and 46°C. The black colonies developed in these media
were counted and enumerated (1, 12).

For confirmation of . perfringens, ten percent of the black colonies f£rom SPS
and TSN agars were submitted to microscopic observation for detemining the
morphology, using Gram's stain, and biochemically on lactose meotility agar
incubated at 350C for 24h. Lactose fermentation was indicated by gas bubbles and a
change in color of the medium from red to yellow. Production of nitrite from
nitrate in tubes of Bacto nitrate-broth was tested for by the addition of about 5
drops each of sulfanilic acid and dimethyl-a-naphthylamine reagent solutions. The
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development of a pink color denotes the presence of nitrites, thus together with
licpefaction of the gelatin tubes after incubation for 44 hours, constituted. a
positive test (1). Serotyping was performed by mixing one drop of a formalinized
suspensicn of pure culture (cbtained fram sediments of centrifuged pure culture
growth in BHI) with one drop of the apropriate preparation of specific antisera for
Closinidium perfringens (CL. welehii Control Serum, Wellcome Research Laboratories
- It is a pool for C. pergfringens types A-B-C-D and F) incubated for 4 hours at
43-45°C in a water bath and observed for clumping of the organisms 20 hours later
{4). ' '

For the isolation of Staphyfococcus awreus From the samples, homogenates were
prepared serially, by 10-fold dilution with 0,1% peptone water. Three tubes of
trypticase soy broth (Difco) containing 108 WaCl received Tmd aliquots of the
decimal dilutions of the samples and were incubated at 379C for 48 hours. Material
from the tubes showing growth was subcultured on o plates of Baird-Parker Agar,
{Merck) and Chapman Stone Agar (BBL), and incubated at 379C for 48 hours to chtain
isolated colonies.

Five colonies fram each plate resembling $. awteus were submited to microscopic
examination by Gram's stained preparations; Cram~positive coccoid forms in
"grape-like" clusters were tested for catalase, coagulase, DNAse and thermonuclease
production (3).

For the isolation of entervpathogenic Escherichia cold 25 portions of samples
were homogenized for 30 seconds with 225m1 of mutrient broth in beakers {(1:10
dilution) ard incubated at 35-37°C for 6 hours. After this pericd, they were
streaked on to EMB Agar (Difco) and MacConkey Agar {(Difco) plates and incubated at
35-37°C for 24 hours {3).

Characteristic colonies were submited to Gram's stain examination. Gram-negative,
short rods were tested biochemically for H28 production in Triple Sugar-Iron agar
{TSI-Merck), and for Voges—Proskauer, indol, KON and urease reactions.

For the isolation of Safmonefla, 259 samples were blended with 225ml of
tetrathionate broth base with added brilliant green dye (Pifco) and incubated at
33-37°C for 24 hours, Afterwards, these were streaked on to 5SS Agar (Difco) and
MacConkey Agar (Pifco) and incubated at 35-370C for 24 hours. After Gram's stain
examination . suspicicus colonies were inoculated on Triple Sugar-Ivon Agar
(TsIMerck} and lysine-Iron Agar (LIA - Merck) slants (3).

Results and Discussion Table 1 - Frequency of symptoms
: : from sick persons with food-borne
The most comon symptoms  registered weve: intoxication,
diarrhea and abdamnal cramps (Fable 1), Symbols: * = Number of cases = 430
nobody indicated the presence of fever,
While the incubation period varies between
8 and 21 hours, the largest incidence was

fram 10 to 12 hours. There were no cases of Symptoms Nr of cases Percent
incubation period with less than 7 hours nor with symptomk
longer than 21 hours. The mcubatlcm pericd piovan 405 - 4.1
awerage was 11 hours and 23 minutes and the apiomina cramps 182 88.8
median was 14 howrs and 30 minutes. The Nausea 18 4.1
symptoms  of those taken ill lasted no longer Prostation 14 3.2
than 48 hours (Figure 1}. Shivering ;_} ?g
No Salfmonedla was isolated and the mmbers Viieadadml e 4 0.7

of E. coli and S. awreus in the food samples
were very small. There was no growth of
colonies on plates of SPS, ™A and EYA when
incubated  aercbically, eliminating the
possibility of the presence of Baciffus
cereus. On the other hand, a large mumber of (. perfaingens colonies were present
in the anaerchic incubation. :
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Typical colonies of C. perfringens were formed on SPS and eqg yolk agars; black,
with diameter less than 2mm and withan opague swrounding zone.Of lecithinase.

Table 2 — Food specific attack rates

Mumber of persons Mumber of personsg who

e . i Dif£
Food who eat specific foods did not eat specific foods frneme
111 Mot ill Total ¥11  TIil Mot ill Total Il pezrcent
% ’ %

pork 511 19 530 96.4 3 23 26 11.5 +84.,9
Tomato gravy 470 25 495  94.9 9 52 61 14.7 +80.2
Rice 448 38 486 92.1 13 57 70 18.5 +73.6
Beans 466 80 546 B5.3 10 o 10 100.0 —14.7
"parofan 445 - 84 528 B84.0 26 2 28 92.8 - 8.8
Tomato salad 314 112 az6  73.7 24 106 130 18.4 +55.3
Potato salad 197 303 500 39.4 48 8 56 85.7 —46.3

The cells appeared as Gram Figare 1 — Distribution of incubation period for
positive rods arranged singly or the 430 persons with food-borme intoxication

in pairs,with a few ovoid
subterminal spores. Biochemical

tests confirmed indole 120 -
production, nitrate reduction, ] ) ]
lack of motility, gelatin -
liquefaction and fermentation )
of lactose with gas formation. 100 -

Tests with control sera
showed that the organism .
isolated was C. peagiingens.

Countings of C. pergringens 8o -
on feces fram patients and
foods samples are shown in
Table 3.

60 -]

Conclusicns

NO of cases

The Jarge incidence of C. 46
pergringens on  feces  from
patients and in the food
samples involved on  this
cuthreak, as well as the
absence of other pathogenic
corganisms in large cuantities,
suggest that this organism was
the responsible by this
feod-borne - intowication.
Tdentification of the food . .
causing the outbreak is not Time in hours
clear-cut fram Table 2 because
the cotbinations of foods eaten and not eaten were camplex and not fully known,
though the indications are that the cause was the pork. This is confirmed by the
tests on focds shown in Table 3.

207
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Table 3 - Countings of Clostridiud
pergningens per gram on stocl specimens
from 26 patients imvolved in the
food~borne intoxication outbreak and on
12 food samples

¥ oflnﬁ.cxoorganisrség in 3 of % of
stool specimens ar food .
1os patients samples

<10*
0% - 10°
10°% - 10° 1
10% - 107 3
107 - 10° : 2
>108 1

e (b
[r R iy
[N TR
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Resumo

O efeito da concentracio do ion ferro assim como da proteina
conalbumina foi estudado na linhagem Staphylfococeus aureus
§-6 desenvolvida num meio contendo hidrolizado de caseinpa,
meio NAK, e no mesmo meio apés a remocdo dos ions, meio
NAKSA. Cutras propriedades estudadas foram a producac de
proteinas  extracelulares coagulase, nuclease e as
enterotoxinas A (EEA) e B (EEB). A adicdo de ferro em
concentragbes superiores a 1,19%:g/ml ao meio NAKSA contendo
1,1tug/ml de Mg+ teve como consequencia efeitos adversos,
tanto para o desenvolvimento do microrganismo, quanto na
produgao de DNAse e EEB. A adicdo de conalbumina ao meio
NAKSA com 1,1lug/ml de Mg?* nio teve efeito inibitdrio nas
propriedades  estudadas, ocorrende inclusive um ligeiro
estimulo ma producdc de proteinas extracelulares. A adicao
.de ferro nao afetou a retencdo de DNAse ligada a superficie
celular, indicando que a acdo inibitéria foi a nfvel de
produgdo e ndo de liberagio da enzima.

Sumary

Effect of iton and comralbumin con the development and
extracellubar proteins production by strain Staphylococeus
aureus S-é .

The effect of irom and the protein conzlbumin was studied on
strain Staphylococcus auwreus $-6 grown in  a  casein
hydrolysate medium, NAK, and in the same medium after the
ions removal, called NAKSA medium. Other properties under
study were the production of extracellular proteins,
coagulase, nuclease and enterotoxins A (SEA} and B (SEB).
The addition of iron at concentration higher than 1.1%ug/mi
to the NAKSA medimm plus 1.11ug/ml of Mg?+ has adverse
effects on the microorganism growth as well as on the DNAse
and SEB production. The addition of conalbumin to the NAKSA
medivm plus 1.11ug/ml of Mg?* was not inhibitory om the
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studied properties being slightly stimulatoxry  on, the
production of the extracellular proteins. The addition of

iron did not affect the DNAse associated to the cellular
surface showing that the inhibitory effect was on the enzime
production and not on the enzyme liberation.

Introdugao

0 ferro & considerado un dos metais mais importantes nos sistemas vivos (2, 15}.
Sua deficiéncia induz na maior parte dos microrganismos a producdo de agentes
guelantes dencominados genericamente de siderocramos ou deferrisiderocramos  (4).
Estudos sobre a utilizagdo cruzada de agentes quelantes entre diferentes espécies e
génercs bacterianos permitiram observar um intercimbio funcional entre os quelantes
produzidos por estafilococos e varios géneros de entercbactérias (11). Outras
pesquisas ressaltam a importincia dos siderocromos na resisténeia & infecgles
bacterianas. através da competigio cam os quelantes naturalmente presentes nos
crqanismos superiores, tais camo transferrira e conalbumina (2,4).

for outro lado foi observado um efeitc inibitdric de Ion ferro na atividade
celular de alqumas bactérias {3, 20). A produgdo de varias toxinas microbianas foi
afetada pelo ferro, embora esse efeito ndo fosse cbservado com a toxina botulinica. -
(22).

En relacio a S. awrews, Morita & col. (14) observaram & importancia do ferro na
producio. de enterotoxinas estafiloctcicas "in vitro®. Meios de camposigio definida
visando cptimizar a producdo de enterotoxinas tém sido desenwolvidos (9, 13), porém
em nenhur deles consequiu-se atingir um nivel de produgdo comparavel ao obtido,
utilizando-se meios camplexos {19). ‘

0 presente trabalho foi desenvolvido ccm a finalidade de estudar o efeito do Ion
ferro mo desenvolvimento, morfologia e producdo do exoproteinas da linhagem S.
aureus S-6. A conalbumina foi utilizada para verificar a eficiéncia dos agentes
quelantes desta linhagem na competigdo cum esta proteina na captagdo do ion ferro.
O efeito conbinado da conalbumina e do Ion ferro fol estudado em relago aoc
desenvolvimento da linhagem cultivada em uma concentracio de magnésio considerada
Gtima {1,1tug/ml de Mg*¥}. .

0 efeito canbinado dos lons ferro e magnésio e da conalbumina fol observado em
relacio a morfologia celular e producdo de termonuclease, coagulase e enterotoxinas
AeB.

Material e Matodos

‘ﬁwngamléﬁw - B linhagem utilizada foi 8, aureus S-6 que apresenta entre outras
propriedades, a producdo de coagulase, muclease e as enterctoxinas A e B.

Meics de eultura - a) Meio NAK - O meio basicc utilizado foi um hidrolizado de
caseina (N-Z amine NAK da Sheffield Chemical Co.; Lyndhurst, NJ) na concentracdo
final de 4%, adicicnado de 10mg/l de niacina e 0,5mg/1 de tiamina; b} Meio NAKSA -
O hidrolizade de caselna foi tratado cam alumina para a remogio de Ions e apds a
adicio de niacina e tiamina, denominado de NAKSA. Este meio contém uma concentracac
residual de ferro de 0,49/l de uma concentracdo residual de magnésio de 0,1mg/ml;
clMeio NAKSA com fenno - O meio NAKSA foi adicionado de FeSO4. 7H,0, cbtendo-se
diferentes meios contendo concentracdes finais do Ion ccxﬂpreendiéas éntre 1,19 a
18,78ug/ml. As mesmas guantidades de ferro também foram adicionadas ac meio NAKSA
contendo 1,11ug/ml de Mg?t. Esta concentragdo de magnésio foi selecionada por ser a
minima que permitiu a recuperacdo do crescimento para os valores chtidos coaw © meio
MBK (Tabela 1); d) Melo NAKSA com conalbumina - Os meios NAKSA e NARSA contendo
1,11ug/ml de Mg?® foram adicionados de 0,3mg/ml de conalibumina; quantidade de
conalbumina gue quela todos os jons ferro presentes nestes melos (comunicagio
pessoal) .
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Tabela 1 - Efeito de ferrc e magnésio no crescimento de S. aureus S5-6,
Simbolos: a. CG(+) = Cocos gram positivos; b. CG{(~) = Cocos gram negativos

Meio de  Mg®t  Fe't  Relagio Peso seco Morfologia
cultura (ug/ml) {ug/ml} Fe?*/Mp* (mg/mi) {Coloragic de Gram)
1. NAK 2,50 2,50 1,0 1,2320,60 OG(+}2 pequenos, normais de 0,75: de didmetro
2. NaKksa 0,10 G, 40 4,0 0,36:0,27 OG{+) heterogéneos, grandes, alquns CG{-)P ccm
0,95 a 3,25; difmetro
3. NAKSA 1,11 0,40 0,4 1,16:0,41 OS(+} pequenos e hemogérecs, maiores que os no

rais (meio NAK), com 0,95y difmetro
4, Maksa 1,11 1,19 1,1 0,8940,31 Os mesmos comentirios que no meic de cultura 3
5. Naksa 1,11 2,13 1,9 0,8910,36 C3({+) um pouco raiores e mais deformados que no

: meic de cultura 4
& 0,77:0,34 CG{+} um Pouco mais deformados que no meio de
cultura 5

7. WBKSA 1,11 18,78 16,9  0,9220,26 CG{+) mais heterog@neos que ™o meio de cultura

6, de 0,44 a 1,500 &e didmetro
8. NEKSA 0,10 1,19 11,9 0,32:0,07 CG{+) semelhantes aos desenvolvidos no meio 2
9. NAKSA 0,10 2,13 21,3 0,20%0,06 Os mesmos comentirios Gue no meio de cultura 8
10. MAKSA 0,10 4,00 4G,0  0,2820,04 Os mesms comentarios Qe nc meio de cultura 8
11. NAKSA 0,10 18,78 187,8  0,40:0,08 CG(+) hetercgéneos & com maior nimero de CG{~)

6. NAKSA 1,11 4,00 3,

Concentracdo ibnica - A concentracio ifnica nos meios NAK e NAXSA foi determinada
por  espectroscopla de absorgio atfimica pelo método de Slavin (Pagnocca & Salzberg,
em publicacdo) , utilizando-se espectrdmetro UNICAMP—SPS0.

Inoculo - O indculo padronizado para todos os experimentos consistiu de 0,1ml de
una diluicgo 1:5 de uma cultura apresentando um valor de absorbancia de 0,3 a
600rm, o que corresponde a 5 x 10° nicrorganismos. Este indculo foi adicionado a im
volume de meio de 10ml em tubos de 25 x 200mm, :

Condicoes de desenvolvimento das cufturas - Todas as culturas foram mantidas a 370C
durante 16 horas a 200rpm em incubador de tamperatura e velocidade controlada  (New
Brunswick Seientific Co., Inc). . ‘

Determinacao de peso seco - As culturas foram centrifugadas a 10.800xg por 15
minutos, as células lavadas com agua desionizada e secas a 550C atd peso constante.

Morndologia celufan ~ B morfologia celular foi estudada através da observacio
microscopia dos microrganismos ‘desenvolvidos nos diferentes meios de cultura e
tingidos pela coloracic de Gram.

Detenminacdo de DNAse - A DiNAse foi determinada pelo métode semi-quantitativo em
lamina (7) e pelo método turbidimétrico quantitativo (5),

Detenminacao de coagubase — A coagulase foi determinada pelo método em tubo (12) e
pelo método guantitative (18). . _

petm;méo_de entenofoxinas — A enterotoxina A (FEA) foi quantificada pelo método
Immoenzimatico (Enzyme Linked Tmwmosorbent Assay — Elisa) (6) e a enteyotoxina B
(EEB) pelo metodo de Oudin (1, 17, 19).

Liberacao de enzimas extnocelulanes superficiais - A liberacio de- enzimas
superflc:t.als‘ & a cbtencao de protoplastos foi realizada com iisostafina (Sigma
nQI_.—8255, atividade 270U/ml). Os estafilococos foram lavados duas vezes em  tampdo

mistura foi incubada a 379C por 30 minutos. ApGs este perfodo, centrifugou-se a
12.500xg por 15 minutos e tanto o sobrenadante como os protoplastos obtidos foram
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utilizados para a determinagdo de DiAse.

Determinacio de desidrogenase fatica {LDH] — A desidrogenase lética foi determinada
pelo método de Marbach & Weil (10} tanto no sobrenadante da cultura Ccoxo na fracio
celular dos estafilococos lisados cam 0,1ml de lisostafina 500ug/ml, a 37°C por 1
hora.

Resultados

Desenvolvimento do micronganismo — A adicao de ferro ao meio NAXSA + 1,11ug/mi Ge
Mg** em quantidades superiores & 1,%9g/ml, teve um efeito adversc ao
desenvolvimento do microrganismo, o que pode ser observado pelos valores de peso
seco  (Tabela 1). A morfologia celular altercu-se progressivamente em concentragdes
crescentes de ferro, sende gque cam  18,78ug/mi, o© tamanho celular apresentou-se
bastante heterogéneo, com células de didmetro compreendidos entre 0,44 e 1,60ug e a
proporcdo de células Gram negativas, 43 presentes com 0,4ug/ml de Fe*™, ammentou
consideravelmente (Tabela 1). :
Producis de entenofoxinas — A quantidade de enterotoxina B no scbrenadante da
cultura em meio NAKSA + 1,11ug/ml de Mg?* adicionado de ferro foi gradativamente
diminuindo, em concentragdes crescentes de ferro {Tabela 2). Quanto 3 enterotoxing
A o ferro estimulou ligeiramente ou nao afetou a producdo desta toxina até a
concentracio de 4,0ug/ml, correspondende a uma relacdo ferro/magnésio de 3,6.
Porém, para uma relagdo idnica de 16,9, foi dbservado um efeito inibitdrio. Por
outra parte, a adigao das mesmas quantidades de ferro ao meio NAKSA sem adigao de
ragndsio (concentracdo residual 0,1ug/ml) teve um efeito inibitdrio na producdo de
EFA, similar para todas as concentracoes de ferro adicionadas, correspondente a um
decréscimo de aproximadamente 50% do valor obtido no meio NAK (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito combinado de ferro e magnésio na liberagao de proteinas
extracelulares por S. aureus S-6.

Simbolos: 2. EEA = Epnterotoxina A; b. EEB = Enterctoxina B; c. ThA =
Egar azul de ortotoluidina — DNA; d. ND = Nao determinado

Enterotoxi Ehthse
Meio de M2t | Fert Relacio EEAD Toa®  Turbidimetria
cultura {ug/ml) {ug/mi) Fe? */Mg** {ug/md) {ng/ml)  (om} {rg/ml/min.)
K 2,50 2,50 1,0 0,643 80,0 4,6 28,45
¥AKSH 6,10 0,40 4,0 0,489 4,4 3,0 2,75
NAKSA 1,11 0,40 0,4 0,628 63,0 5,2 89,33
IBKSA 1,11 1,19 1,1 0,643 60,0 4,5 39,78
HAKSA 1,11 2,13 1,9 8,721 56,0 £,0 24,55
MAKSA 1,11 4,00 3,6 0,755 48,0 3,5 21,32
HAKSA 1,11 18,78 16,9 6,562 39,0 3,0 8,75
NAKSA 9,10 1,19 11,9 0,236 tive 2,8 0,52
NAKSA c,10 2,13 21,3 0,298 XD 2,6 0,41
NAKSA 0,10 2,00 40,0 0,281 o 2,5 0,46
NAKSA 6,10 18,78 187,8 0,244 MD 2,0 9,46

Producdo de termonuclease — A astividade de termonuclease diminuiu com © aumento
progressivo da concentragdo de ferro no meio MAKSA + 1,11ug/ml de Mg?* (Tabela 2).-
Para um teor de ferro 2,13ug/ml a atividade cbtida, 24,55ug/ml/min foi similar a do
meic MAK, diminuindo para 8,75ug/ml/min no meio cam 18,78ug/ml de ferro. Por outro
lado, a adicio das wesmas guantidades de ferro 20 meio MAKSA, teve um efeito

altamente inibitéric na producdo de DMAse, similar para todas as concentragbes de
ferro adicionadas {Tabela 2).
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Producdo de coagufase - A produgio de coagulase determinada pelo método
quantitativo apresenton um decrdscime no meio NAKSA. Em relacd3o ao meio NAKSA +
1,1ug/ml de Mg®* a concentragdo enzimitica manteve-se constante para todas as
concentracoes de ferro adicionadas com valores camparaveis aos cbtidos no meio Nag
(Tabela 3}.

Tabela 3 - Coagulase no sobrenadante de culturas de S,
auwreus S-6 desenvolvidas em meios contendo diferentes
concentracgoes de ferro

Meio de Mg+ Fe?+ Relacio Coagulase
cultura  {ug/ml} {ug/ml} Fe**/Mg*+ {ug fibrinogdnio/ml)
NAK 2,50 2,5 1,0 1610

NAKSA 0,10 g,4 4,9 0385

NAKSA 1,11 0,4 0,4 1440

NAKSA 1,1 1,1 1,0 1700

MAKSA 1.1 2,0 1,8 1440

NAKSA 1,11 4,0 3,6 1230

MAKSA 1.1 8,0 7.2 1540

MNAKSA 1,1 16,0 ‘14,4 1360

ligeira diminuicdo na atividade de DNAse no meio NAKSA + 1,11ug/ml Mg** (Tabela 5).
Entretanto, esta dimimmicio de atividade nfio foi suficientemente acentvada para
afimar que a conalbumina apresenta um efeito inibitdric na atividade desta enzims,
Em relagdo a coagulase, verificou-se um ligeiro aumentc na producde, quando
caparado ao mesmo meic sem adiclo de conalbumina. A conalbumina nio afeton a
producao de EEA, nem de FEB, quando adicionada a0 meio NAKSA + 1,1Tug/ml de Mg+,
Ho meio NAKSA sem magnésic embora a conallaming nfo afetasse o crescimento da
cultura (Tabela 4), ocorreu wum awento na produgdo de todas as protelnas
extracelulares em estudo (Tabels 5).

Tabela 4 - Efeito combinado. de conalbumina e magnésio no
crescimento de S. auwreuws S-6.

Simbolos: a. CG(+) = Cocos Gram positivos; b, CG(-) = Cocos Gram
negativos

Melo de Mt (pl solugio  Peso seco Morfologia

cultura  (ug/mi) Smg/mi) (g /mi) {Coloragdo de Gram)

MK 2,50 - 1,23£0,60 CG{+)® pequenos, nomais

MAKSA G,10 - 0,3610,27 CG(+) heterogéneosé grandes,

‘ alguns CG({-)
NAKSA 1,11 - 1,16+0,41 Gi{+) pequencs e hamogdneos,
: : maiores que normais
(meic NAX)

NAKSA 0,10 0,6 . 0,35+G,23 CG{+} heterogéneos e grandes,
] _ algquns CG(-)

NAKSA 1,11 0,6 6,9120,10 CG(+)} semelhantes acs desen—

volvidos em meio NAKSA
+ 1,1Tug/ml de M2
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Tabela 5 - Efeito de conalbumina e magnésio na 1iberagio de proteinas
extracelulares por S aureus S-6.

Simbolos: a2. EEA = Enterotoxina Aj; b. EER = Enterotoxina B; c. TDA = Agar azul
de ortotoluidina - DNA

Conalbumina  Enterotoxinas DNAse Coagulase
Meio de Mgt {ml solugic  LEzA? ErP TorS Turbidimetria  Bm quantitativo
cultura {pg/mk) Smg/ml}  {ug/ml) {pg/ml) {vm} (ug/md/min} tbo  {ug/fibr./ml}
NAX 2,50 - - 0,643 80,0 4,6 28,45 4+ 1610
NAKSA 0,10 - 0,489 4,4 3,0 © 2,75 2+ 365
NAKSA 1,11 - 0,628 63,0 5,2 89,33 44 1440
NAKSA 0,10 6,6 0,548 13,1 3,0 3,33 4x 420
NAKSA 1,11 0,6 0,522 61,0 5,0 67,42 4+ 1700

Efeito de feo 2 conalbuming na Tabela & -~ Tratamento das células de S.
concentracas. de DNAse presente na auwreus -6 com lisostafina: DNAse liberada e
supenficie cefufan - A concentragdo — DNAse retirada mos protoplastos.

de muclease presente na superficie Simbolos: a = pg/ml . de Mg*¥; b = 0,6 ml da
caelular feol similar tanto nas solucdo de conalbuminz 'a 5,0 mg/ml; c =
células Gesenwolvidas em meio  ug/ml de Fe2”

contende ferro como em meio sem
ferro (Tabela 8). A conalbumina

adicicnada acs meios de cuitura naoc - Meio de Didse (ng/ml/min }
teve qualquer efeito na : cultura niberada Retida
concentracao desta enzima (Tabela -
8). NRK 0,394 0,461
NAKSA 0,083 0,089
. ! , MKSA + 1,1 ¢,467 0,489
Efeito do ferw e conalbumina em  igyep . oonﬁJga_};minab 0,094 G, 089
LOH intracelufan - A adicdo de  waKSA + 1,7Mg + conalbumina 0,444 0,533
ferro ou conallumina ndo mostrou  NAKSA + 1,1Mg + 1,1 Fe© 0,344 0,433
efeitos inibitdrics na producdo de NAKSA + Hﬁ + i,g ge g,igg g,gg
I.DH i NARKSA COEO NAKSA + + e I3 '
T e Mg/ do Mgee NS« 1,1 + 8,0 Fe 0,156 0,399
e o} a7 MELEARE Mg MAKSA + 1,1Mg +16,0 Fe 0,394 0,572
Discussao

Apesar do ion ferro ter sido adicionado na forma de Fe?”, a oxigenacio produzida
pela agitacio das culturas deve ter oxidado total ou parcialmente este icn, atraves
do tampo. S  awreus S-6 foi incubado scb agitagdo (200rpm), ja que a aeracac
favorece tanto o deserwolvimento celular camo a producdo de excproteinas. Por outro
lado, a oxidacdo total ou parcial de Fe?¥ para Fe®* favorece a captacdo do ion pelo
microrganismo, J& que o fon férrico & fortemente guelado pelos sidexocramos (4). O
fon ferroso atua como agente redutor (8), inibindo o desenvolvimento da cultura o
que traz camo consequéncia uma queda do crescimento celular cbservado através da
diminuicdo mno peso seco, alteracdo na morfologia celular e diminuicao na produgso
de exoproteinas (Tabela 1 e 2). Uma possivel explicacdo para a agéo inibitéria do
ion Fe?* baseia-se no trabalho de Repine & col. (20) em que os autores discutem a
reacac entre o H O, formado durante o metabolismo respiratdrio e o FeS0, os quais
veagem entre si fofmando um radical hidroxila tdxico. :

As concentracdes de fervo campreendidas entre 1,19 e 18,78ug/ml produziram um
decréscimo  compreendido entre 2 e 10 vezes na DNAse liberada, em relacac ac meio
WRSA + 1,17ug/ml de Mg®¥, contendo 0,4ug/ml de ferro vesidual {(Tabela 2). Esta
inibic3c nao parece ser devida a uma agdo direta do fexro na atividade de Di¥Ase ja .
que a adicfo de ferro em concentragdes crescentes ac sobrenadante da cultura em
meio MAK nfo diminuiu a atividade enzimdtica (dados nao apresentados).
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£ de destacar que no meio NBK, 'que contém
quantidades iquais de ferro e magnésio
{2,5ug/ml}, cbteve-se um bom  desenvolvimento
celular (1,23mg/ml) (Tabela 1). Entretanto, a
adiggo de 1,10ug/ml de Fe?’ ao meio NAKSA
conterdo  1,1Tug/ml de Mgt diminuiu o
crescimento para 0,89mg/ml, quando camparado
can  1,lémg/ml cbtido no meio MNAKSA  +
1,1ug/ml de Mg** e 0,4pg/ml de Fe?t (Tabela
1}. Assim, pode-se inferir que existe uma
relacdo Otima entre as concentragdes de Mg+,
Fe*+, camo tambdm de outros ions, para o
desenvolvimento da cultura e produgdc de
excenzimas.,
para a ramogdo de Ions, deve produzir um
desequilibrio ifnico que +ormna critica a
relagdo entre os Ions mais importantes para ¢
desenvolvimento da cultura.

Para verificar se o efeito inibitdric era a
nivel de produgic ou de secrecdo enzimitica,
estudou-se a agdo do ferro em execesso, sobre
a DNAse ligada a superficie celular através
da utilizacio da lisostafina. Parte da DNAse
foi liberada ao meio extermo apds a ruptura
da parede celular e parte permaneceu ligada
a0 protoplasto.

Os resultados apresentados na Tabela 5

mostram que nEo houve alteragio detectivel nas atividades de DNAse
camparadas com as mestas fragdes celulares cbtidas de

O tratamento. prévio com alumina .

Tabela 7 — Desidrogenase litica em
celulas de S awreLLs S-6
desenvolvidas mnos meios NAR e
NAKSA adicionadas de magnésio,
ferro e conalbumina,

Simbolos: a = LDH - Desidrogenase
latica; b = NDe - Nio detectado; c
= pgful de- Mgzt; d = 0,6m? da
solucdo do conalbumina a 5,0mg/mi ;
e = ug/ml de Fez*

Meio de IDE?

cultura (ut/md)
NAK 233,g
NAKSA . Nde:
NARSE + 1, 1MgC 128,9

MAKSA + conalbuming® Me

MAKSA + 1,1Mg + conalbumina 104,5
NAKSA + 1,1Mg + 1,1 Fef 104,5
NRKSA + 1,iMg + 2,0 Fe 153,3
NAKSA + 1,MMg + 4,0 Fe 141,1
NAKSA + 1,1Mg + 8,0 Fe 117,8
NAKSA + 1,1Mg +16,0 Fe 160,0
quando

culturas desenvolvidas em

meic MNAKSA + 1,11ug/ml de Mg?™ sem adicdo de ferro. Estes resultados aparentemente

discordantes can o efeito cbservado do Ifon ferro
{Tabela 2) poderiam ser explicados pela peguena
linhagem 8. awreus S-6, que & aproximadamente 20

sobre a nuclease extracelular

quantidade de DNAse superficial na
0 vezes inferior 4 DMAse secretads

no meio de cultura. Entretanto, esta pequena quantidade confirma que a acdo do ion
ferro na DMAse secretada € a nivel de producdo enzimatica e nio de secrecao,

Quanto 3 coagulase,

concentragoes de ferro em torne de

1,7ug/ml  foram

necessarias para a sua producio Otima {Tabela 2}. Entretanto, o excesso de ion
mostrou~-se prejudicial 3 sua producio, embora nic tenha sido tio drasticamente

inibida pelo Ion cano a Dikse.

Foi observado um estimilo na producio de EEA pela adicdc de concentracdes de
ferxo de até 4,0ug/ml ao meio NAKSA + 1,11ug/ml de Mg?*, enquantc que para a EEB
ocorren inibic8o para todas as concentracies adicionadas {Tabsla 2).

A importincia de uma concentragdio minima de ferro na produgdo de enterctoxinas
foi analisada por Morita & col. (14}. Estes autores verificaram wma producio maxima

de enterctoxina

apos  a adicdo de 5,0ug/ml dé Mgt e 0,5ug/ml de ferro. Emn nosso

caso, 0,4ug/ml de ferro residual foi suficiente para a producac Otima de EFB mma

concentracao de magnésio de 1, 11eg/ml.
Para cada mi

ismo existe uma concentracio Stima de ferro, o que se traduz

numa producdc Otima de ‘enzimas e outros metabolitos (13, 22). Em nosso trabalho
chservamos que uma quantidade adequada de ferro foi necessiria para.a produgac de

EEA e coagulase,
prejudicial a producio de EEB e DNAse.

Quanto & produgao de desidrogenase latica,
inihitdrio mesmo cam a adigde de 18,78ug/ml de 7
& sua localizacdc intracelular e a nediacao
membrana celular, que tende a manter as condicBes

outre lado,

enquants que a adicdo de qualquer concentragio de ferrc foi

n2o se verificou nenhum efeito
e?¥ (Tabela 7) provavelmente devido
de sistema de transporte a nivel de

intracelulares estaveis, Por

a sintese de enzimas extracelilares seria mais afetada por qualguer

alteragdo das condigdes externas devido a sua localizacdo superficial,

En relagao & caonalbumina, embora nio se  temha cobservado

nenhum  efeito deste

guelante nas células desenvolvidas em meio NAKSA adicicnado de 1,11ug/ml de Mg®+,
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observou-se gue houve um ligelro aumento na produgao de proteinas extracelulares no
mesmo meio sem adicio de magnésio (Tabela 5). Uma possivel explicagdo para este
resuitado seria a introdugdio, junto com a conalbumina de pequenas cquantidades de
vcontaminantes® idnicos, imprescindiveis ao deservolvimente do microrganismo.
Aliado a este conceito o sistema quelante de fexro em S awreus apresentaria uma

constante de quelacdo maior do que a conalbuming,

vencerdc na ocanpeticao. Desta

forma, tanto o ferro remanescente, CCmo.0S outros fons introduzidos como impurezas
junto a conalbuminag no meic NAKSA, seriam captados preferencialmente pelo

microrganismo.

A capacidade de S. awieus de se desenvolver na presenga de conalbumine € sugerido
por Safonova & col. {21) e Valenti & col. (23) para o "isolamento e diferenciacao
destes microrganismos em patogénicos e ndo patogénicos.

Os sistemas quelantes de fons de S. awreus tém sido pouco estudados, porém
pesquisas realizadas por Maskell (11) indicam que o mecanismo de assimilagdo de

ferro entre enterchactérias e estafilococos seja
produzida pelas entercbactérias & utilizada pelos

semelhante, ja que a enteroguelina
estafilococos. Entretanto, para

afirmar que os estafilococos produzem agentes quelantes de estrutura semelhante a

enteroquelina sao necessarias provas mais conclus
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Resoo

Desenvolveu-se uma metodologia para identificacdo e enumeracdo de
Safmonelfa na clara e no ovo liguido, mediante o uso de membrana
filtrante, segundc uma técnica simples, reprodutivel e pouco ome—
rosa. 0O - emprego da protease bacteriana Alcalase possibilitou a
filtracio de ate 5,0g de clara e 2,5g de ovo liquido, contamina—
dos artificiazlmente com $. Fyphimwiium, através da membrana HAWG
47mm da marca Millipore. A idenmtificagac e a contagem dos microx-
ganismos retidos na membrana se deu em meros de 24 Thoras, pelo
uso de meios seletivos e diferenciadores. Detectou-se até 0,3 ce-
1ula de Salmonelfa por grams de clara, pela técpica de membrana
filtrante.

Sumary

Quick identification and enumenation of Sakmonetfa typhimuiiam in
egg white and £iquid egg thnough the use of membrane §ifter tech-
nique

A sensible, simplified and low-cost method for quiek identifica-
tion and enumeration of $. #yphinurium was developed with membra-
ne 5.0g of egg white and 2.5g of whole liquid egg were passed
through Millipore membrane HAWG 47mm after digestion with
bacterial protease Alcalase. Identification and enumeration of
Safmonellfa on the membrane were done after 18hr with the use of
selective media. The technique yielded, 0.3 Safmonelfa cell per
gram of egg white.

Inkroducao

243

Safmonefla & um dos grpos de um dos microrganismos mais frequentemente
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pesquisados em alimentos, pela importdncia médica, como responsavel por immgrog
surtos de gastrenterite (9, 12). Porém, o isolamento desses germes constitui
problema técnico camplexo, principalmente quando presentes em nimero redtgldo o
material, Para superar ag dificuldades, o microbiologista langa mao  de
pré-enriquecimento (18) e de um enriguecimento seletivo (11) s, Para a recuperacao da
Salmonelia, antes de prosseguir no esquema geral de isolamento e identificacio de
entercbactérias, através de plaqueamento em meios seletivos e d:.ferenca.al§ (1},
caracterizagdo biogquimica (10) e anilise antigBnica (10). VArios trabalhos +8m sido
realizados, para reduzir o tempo de andlise (2}, para desenvolver metodologias mais
eficazes, poYém muito onerosas, oo immofluworescéncia {15),
ensaio-immoenzimatico (16}, radiametria (22) e hibridacio DNA-DNA (4).

Além da verificacSo da presenca ou auséneiz de salmonelas, em 259 de alimento, a
necessidade de enumerd-las comecou a. preoccupar os microbiologistas, pois a
quantidade de microrganismos, necessiria para pramover a infecgio, varia d= acordo
can a espécie e o sorotipe (13, 14}. Tentativas de enmeracac emnvolveram o mdtodo
de plagueamento em superficie, empregando dgar seletivo ou o método de Nimero Mais
Provavel em meio de enriguecimento (17). O mitodo de plagqueamento & impraticavel,
quando salmonelas estdo presentes em baixa concentracio no alimento, além do que a
pesquisa pode ficar prejudicada quando a amostra contém outros contaminantes
cspazes de crescer no meio seletivo (17). A ticnica de MNMP, apresenta
inconvenientes, como a diminuicdo da seletividade do meio, devido & intvodugio de
alimentos ricos, na cultura (21); fornecimento de resultados falso-negativos, pela
presenca de inibidores naturais e artificiais nos alimentos (21) e, sendo esse
método um teste de nimero mais provavel, ou seja, uma estimativa baseada em
férmulas de probabilidade, sua exatidSo esti na dependencia do nimerc de tubos de
cultivo usados nos testes.

A técnica de membrana filtrante (MF) & correntemente wtilizada para anflise
microbiolégica de Aguas (6) ou em alimentos liguidos com pequena quantidade de
material em suspensdo (5, 20). A maioria dos alimentos, porém, reguer algum
tratamento para aumentar a filtrabilidade, como acontece com ervitha, carne moida
(21} e gelatina (3), que ocluem os poros da metbrana bactericlégica, antes da
passagem de quantidades significativas de amostras.

Esse trabalho foi direcionado no sentido de estudar tratamentos que aumentassem =z
filtrabilidade do ovo liquido e da clara de owo € ao mesmo tempo verificar o grau
de recuperacio de salmonelas presentes nesses materiais analisados,

Material e Metodos

Preparacdo de clana e de ovo Eiquido - As amostras foram preparadas no laboratério,
a partir de ovos provenientes de uma granja de Campinas, SP. Os ovos foram lavados

assepticamente, as claras separadas, para o preparo de amostras e o conteldo
. integral, sem a casca, vertido para recipiente esteril, com pérolas de vidro para
chtencdo de ovo ligquido. Estas amostras foram incculadas can suspensdc de
Salmonells fyphimurium BTCC 14028 provenientes de uma cultura de 24 horas em caldo
BHI-Difco. 2Antes da inoculacdo a cultura fol, sulmetida a diluicdes sucessivas, em
solucdo salina a 0,85%, para fornecer uma concentragao final de 0,1 a 20 cdlulas
vidveis por grama de amostra.

Thatamento das amosinas com profease bacteriana Alecalase e nrecuperacio das
safmonelas - 5,00 de amostra de clara, previamente incculada com salmonelas, foi
tratada cam 0,045 unidade Anson por grama (f1/g) de Alcalase (19) por 45 minutos a
40°C, agitando intermitentemente o frasco em banho-maria. Apds a digestio proteica
a amostyra foi filtrada através da membrana HAWG 04700 Millipore, scb vacus de 300mm

1cuido, 2,5g de amostra, inoculada can salmonelas, foram tratados com 0,0%2u/g d=
Alcalase, por 45 minutos a 40°C; can agitacao intermitente. Z=Im seguida, foram
adicicnados 2,0ml de solugdo de NaCH 0,05N e 5,0ml de solucdo a 5% de Tween 80,
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" para a filtragdo através da membrana, nas mesmas condicfes utilizadas para a clara.

'2s membranas, com células de salmonelas retidas, foram transferidas para placas
de Petrl, contendo uma almofada embebida em caldo lactosado-Difco de concentragan
dupla e incubadas por 1,5 hora a 35°C, ipds esse tempo de pré-enrigquecimento, as
menbranas foram transferidas para ocutra almofada, contendo caldo tetraticnato, sem
calcio, e incubadas novamente a 35°C por 3 horas, seguindo-se entdo, o métcdo
proposto por Klaber e Clark (8). Estes autores recomendam, apos o enriguecimento
seletive, a transferé@ncia das membranas para as placas contende almofadas embebidas
em caldo verde-brilhante, de concentracdo dupla, incubando-as a 35°C, por 15 horas,
cam posterior verificacdo da producdo de urease, depositando as membranas sobre o©
reagente, para a prova de uréia, também embebido em almofadas, observando-se o
resultado em menos de 20 minutos. As coldnias vemmelhas, nao produtoras de urease,
que cresceram schre as membranas, foram contadas como salmonelas e nelas realizadas
a sorclogia em lamina (10}.

Comparativamente, foi feita a recuperagac das salmonelas em 25g das meswmas
amostras de clara e de ovo ligquido, contaminados artificialmente, pela técnica
classica de pré-enriquecimento -.em caldo lactosado, enriqguecimento em calde
tetraticnato, isolamento em agar SS e agar verde brilhante, concluindo com a prova
soroibgica (10).

Resultados e Discussio

O tratamento da clara can Alcalase possibilitou a filtragéo de 5,00 de amostra,
ao passo que o ovo liguido, devide ao alto teor de goxdura, foram requeridos
tratamentos adicionais com solucdo diluida e NaQH e Tween 80, para alcangar uma
filtrabilidade de 2,5g. Esses tratamentos mostraram ser satisfatOrios -pois
amentaram de 250 vezes a quantidade filtravel de clara e de ovo liquido, quando
camparados odn amostras "in natura®. Resultados similares foram cobtidos por outros
autores que conseguiram, atraves de diversos tratamentos, filtrar 5,09 de amostra
de leite em pS desengordurade (20}, 0,59 de carne moida, 0,79 de ervilha (21) e
5,0g de gelatina (3). .

A recuperagdo camparativa, entre a téonica de MF e o método classico de
enriquecimento para saimonelas, inoculadas nas amostras de clara e de ovwo 1liquido,
foram verificadas através de experimentos realizados.

A adigdo de solugdes de NaOH e de Tween 80, apls digestfo enzimitica, amentou a
quantidade de ovo liguide filtravel, porém acarretcu o incremento do pi, que
prejudicou a recuperacao de §.  fyphdimunium. Contou-se, scbre as membranas, na
maioria das vezes, nimero de coldnias inferior ao inoculado, porém com excecdo de
150 nico experimento, os resultados foram sempre positivos, guando a contaminacio
expeden de trds células.

Com relagdo a clara de ovo, Kirkhan e Hartman (7), em 1962, j& alertavam scbre a
viabilidade do emprego da membrana filtrante, pera o isolamento de Safmonellfa de
albumina de ovo desidratado. Esta era tratada com protease e celite; porém, foi
chservada baixa reprodutividade, em 10g de amostra.

A tBcnica proposta demonstra que, quando as salmonelas estdo presentes na clara,
em concentragoes miito baixas, da ordem de 0,1 a 0,2 microrganismos, por grama de
ampstra, ndo & possivel suva recuperacdo, pela técnica de mambrana filtrante, sendo
possivel detectar a presenca pelo método de enriguecimento. Isto se deve ac fato de
as quantidades de amostras utilizadas serem diferentes, isto &, 5,0g de clara, para
a témica da membrana e 259, para © de enviquecimento. Apesar da quantidade da
amostra ser fator limitante, foi surpreendente a sensibilidade, demonsirada pela
técnica da membrana filtrante, em relacd0 & recuperagao e contagem de baixa
densidade de salmonelas na clara, Uma populacdo micrcbiana de 0,3 ou 0,4 bactéria

‘por grama de clara foi recuperada, a partir de 5,0g de amostra, fornmecendo contagem
em menos de 24h, de 2 ou 3 salwmonelas na membrana, identificadas pela prova de
urease e pelos soros antiflagelar e antissamdtico polivalentes.

A técnica de MP reguer reduzida gquantidade de vidvaria & melos de cultura;
fornece resultades em tamo ninimo; elimina interferentes ou componentes que
alteram z seletividade do meio permite c¢lareza na contagem das <oldnias de
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salmonelas isoladas. Em vista desses resultados sugere-se utilizacSio desta técnica
nas indistrias que processam ovos, para controlar materias-primas ou etapas de
processamento, bem como na avaliagdo rapida do grau de contaminacio dos ovos
‘industrializados, nas indilstrias alimenticias que utilizam ovos para confeccio de
ocutros produtos. Porém, extensivos estudos ainda sdo requeridos para completa
avaliacdo da aplicabilidade desse método.
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Resumen

Para conocer la calidad microbioldgica del queso de campe vendido
en la ciudad de Valdivia (Chile), se analizaron 67 muestras de
este producto. A cada una de ellas se les determind el nimero mas
probable de coliformes totales y Escherichia cofi asi como el re-
cuento de Staphyfococeus aureus. La numeracion de coliformes to-
tales se realizé mediante la prueba de tubos miltiples de fermen—
tacién en caldo bilis verde brillante al 2% v en la deteccicn de
E. cofi se empled la prueba de Mackenzie. Para el recuento de S.
auiens se sembrd sobre agar Baird Parker, confirmandose un mumero
determinado de colonias sospechosas mediante las pruebas de 1z
coagulasa y termonucleasa. Los resultados indicaron una media
geométrica de 2,25 x TO“/g para coliformes totales vy de 5,68 x
102 /g para E. cofl mientras que para S. auteus se obtuvo una me-
dia geomeétrica de 5,26 x 10%/g. Se observd que un 89,57 de las
muestras tenian presencia de E. €o0fi, en tanto un 77,67 de ellas
mostraba presencia de S. aureus. Se concluye que un alto porcen-
taje de los quesos estudiados mo son aptos para el -consumo, cons-—
tituyendo um riesgo para la salud publica.

Samary

Bacteriological study of the farm cheese sofd in the foum of Vaf-
divia {Chike)

In order to find out about the bacteriological quality of the-
farm cheese sold in the town of Valdivia (Chile), 67 samples of
this product were analyzed. For each ‘sample the total coliform
and Escherichia cofi most probable number (M.P.N.), as well as
the presence of Sfaphyfococcus auwheus, was determined. For the
coliform M.P.N. brilliant green bile broth was used and the de-
tection of E. cofi was done with the Mackenzie test, The isola-
tion. and total count of 8. awieus was performed on Baird Parker
agar, using the coagulase and thermostable nuclease test for con-
firmation of the suspect colonies, The results showed a geometric
mean of 2,25 x 10% total coliforms/g and a mean count of 5,68 x
102 E. colifg, while 8. auteus had a mean count of 5,26 x 102
bacteria/g. It was possible to isolate E. coli in 89,52 of the

* Trabajo financiado parcialmente con fendas de la Direccién de Investigacidn y
Desarrollo, Universidad Austral de Chile (Proyecto $-83-35).
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samples while $. auwieus was present in a 77,67 of them. It is
concluded that a high percentage of the cheese samples studied
are not apropriate for human consumption and that therefore this
product constitutes a public health hazard.

Iﬁtxai!mi&'x

Siendo Chile un pais en vias de desarrollo, existe la necesidad de fomentar el
avance de diversos sectores de la produccidn. Entre ellos tiene gran importancia la
agricultura, dentro de la cual la agroindustria ha cobrade importancia en estos
Gltimos afios, especialmente en lo que se refiere a la elaboracion de subproductos
licteos. Se presenta aqui sin embarge el inconveniente, gque por falta de
conocimiento v recurscs econdmicos, se elaboran productos que no curple con las
exigencias sanitarias establecidas. Es Este el caso del queso de campo, elaborado
aon leche cruda o levemente calentada, que se comercializa con frecuencia en los
mercados de muestras ciudades.

Existe en Chile alin escasa informacién sobre la calidad micrcbioldgica de Ics
quesos elaborados en forma artesanal, teniendo por otre lado el consumidor poco
conocimiento scbre el riesgo a que se expone al adguirir estos productos. Sin
embarge, estudios realizados en otros paises sudamericanos tanto en leche destinada
a la fabricacin de quesos camo en los guesos mismos, revelan que éstos constituyen
wn riesgo para la salud piblica debido al elevado nimero de microorganismos de
origen fecal asi como Staphglococcus awreus encontrados, aisléndose - ademas
bacterias patdgenas como Safmonefla y Baciflus cereus entre otras (1, 8).

Para contribuir &l mejor comocimiento schre las condiciones sanitarias de
elaboracifn del queso de campo, Se han planteado camo objetivos del presente
estudio determinar la calidad microbioldgica de éste producto, cuantificande los
micrcorganismos indicadores de contaminacién fecal y determinando la presencia de
S. auwrens como hacteria potencialmente patdgena. :

Materizl y M5todo

Entre enero de 1983 y febrero de 1984 se recolectaron un total de 67 muestras de
queso de fabricacidn artesanal vendidos en diferentes mercados de la ciudad Ge
valdivia. Debido a la baja produccion de este tipo de quesos, entre los meses de
junio y septigxbre, ro fue posible cbtener muestras en ese lapso.

Ios quesos se trasladaron de irmediato al laboratoric donde fueron rotuladcs y
procesados el mismo dia de su adguisicitn. Para cada uno de ellos se realizd el
recuento de coliformes totales y Escherichia coli por medio de la técnica del
nimerc mAs probable (N.M.P.), sembrando para coliformes totales en caldo lauril
g1lfato  triptosa (Difco) vy caldo bilis verde brillante al 2% (Merck). Ia
enumeracién e E. cofd se realizd wediante la prueba de Mackenzie (13} y el
recuento de Staphyfococcus aureus por medic de la siembra schre placas de agar
Baird Parker (Merck), confirmindose un nimero de colonias sospechosas a través de
las pruehas de la coagulasa y termonucleasa.

Las técnicas microbioldgicas v los medios de cultive utilizados en este trabajo
son 1o¢ descritos por la International Camnission on Microbiclogical Specifications
for Foods {I.C.M.5.R.} (12).

‘Resultados y Discusiom

El queso de campo, elaborado con leche cruda en forma artesanal, es un producto
de oconsume frecuente. Este, de acuerdo a nuestros resultados, presenta en nuestro
medic un alto grado de contaminacidn, lo cual se comprucba por el elevado nimero de
miestras con presencia de microorganismos coliformes totales, Escherlehia y
Staphyfococeus aureus (Tabla 1).

Los coliformes totales, que reflejan las condiciones de higiene mantenidas
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Tabla 1 - Media geométrica {Xg), desviacién estandar
(s) y- rango de variacidn para recuento de coliformes
totales, Escherichin coll y Staphylococeus auwrens em
67 muestras de queso de campo,

Simbolos: *N.D. = No se detectd

Parfmetros  Coliformes Eschenichia Staphylococeus
estudiados totales/g coLifg auheus /g
X . 2,25x10° ' 5,68x10° 5,26x10°
s 245 & 47 192

Ra“?", df. *N.D.a 4,60x10° N.D.a 7,50x10° N.D.a 6,45%10°

durante el proceso de fabricacidn, se detectaron en wn 98,5% de las muestras
alcanzando uwn valor pramedio de 2,25 x 10%/g (Tabla 1), con wn amplic rango de
variaci;in entre ellas. Al considerar la distribucién de las muestras seqim su rango
e concentracidn de microorganismos coliformes (Tabla 2), se aprecia que’ sdlo wm
1,45% de ellas presents cifras inferiores a 10/g, en tanto el mayor porcentaje se
agrupd en el rango de 1.000 a 1.000.000/g, encontrandose en m 13,43% de los quesos
recuentos superiores a esta cifra, Brodsky (3} en Canada para quesos del ti

Cheddar, elaborados con lecha cruda, encontrd en un 25,4% de las muestras una media -
gecmétrica de 82,3 colifommes/q, no detectandolos en un 70,3% de los gquesos. Por su
parte Arispe & Westhoff (1), en Queso Blanco de Venezuela, cbtuvieron una media
gecmétrica de 7,9 x 10° coliformes totales/g, cifra algo superior a nuestros
resultados. las diferencias numdricas encontradas por estos autores demiestran la
influencia de las condicionss higiénicas durante el procesamiento, sobre el
recuento de microorganismos colifo . ‘ ‘

Tabla 2 - Rango de concentracidon de coliformes
totales y Escherichia coli em 67 muestras de queso de
campo.

Simbolos: *N.M.P. = Nimero mis probable; **N,D. = No
se detecto

Coliformes totales  Escherichia coli

*N.M.P.

de bacterias/g Namero Porcentaje Nimero Porcentaje

< 10 1 1,49 13 19,40

11 - 100 4 5,97 13 19,40

101 - 1000 3 8,96 4 13,43

10071 ~ 10000 N 16,42 10 14,93

10001 - 100000 19 28,36 17 . 25,37

100001 ~ 1000000 17 25,37 5 7,46

sobre 1000000 9 13,43 N.D,** M.D

TFotal © 67 . 100 67 100

E. cold estuvo presente en wn 89,5% de los quesos con una cifra promedio de 5,68
x 10°/g (Tabla 1), Este valor promedio es similar al cbtenido por Ik & Dunkeld
(11) en Sudafrica y al de Ottogalli & col. (16) en ftalia, perc en quesos
fabricados con leche pasteurizada. Nuestro valor pramedio fue sin embargo inferior
a lo encontrado por Arispe & Westhoff (1), quienes ocbtuvieron una cifra praredio de
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3,16 x 10%/g. En un trabajo realizado en  Tabla 3 - Rangos de concentracion de
Chile, <on queso de cabra de elaboracidn Staphyfoceccus aureus en 67 muestras
artesanal, se encontro que un 100% de las de queso de campo :

maestras contenian coliformes fecales, ¥y
en wn 85% d& ellas los valores
scbrepasaban los 1.000/¢ {15). Nuestros
resultados estin por lo tanto indicando

que, si bien hay un elevado nimero de Recuento de S. awreus/y Nimero Porcentaje
muestras con presencia de E. codd, su < 2000 21 31,35
cifra pramedico nc es muy alta. Sin 2001 - 10000 3 13,43
embargo al igual que para coliformes 10001 - 100000 13 19,40
totales, se observé agul un range de 100607 - 10000C0 15 22,39
variacién muy amplio entre los resultados sobre - 1000000 9 13,49
de las diferentes muestras (Tabla 1). En Total 67 100

efecto, se pudo cdbservar un 19,41% de
muestras con c¢ifras de E. cofd inferiores
a 10/g, encontrandose por otro lado un
32,83% de los quesos con valores entre
10.000 v 1.000.000/g {Tabla 2). Este amplio rango de variacitn ha sido también
observado por otros autores (5, 11) y puede atribuirse a factores cawo el tiempo de
maduracion, la carga bacteriara inicial, las condicicnes higiénicas dwante la
fabricacidn, etc. (5, 6).

Con frecuencia se han encontrado en quesos, cifras similares de recuento para
coliformes totales y fecales obteniéndose incluso, valores idénticos para ambos
grupos bacteriancs (3, 5). Este hecho pudo también ser comprobado en muestro
trabajo en un 15% de las muestras, lo cual podria estar indicando una miy alta
cantaminacion por organismos fecales en ciertos quesos.

En un 77,6% de las muestras fue aislado 3Staphylococcus aureus, alcanzando un
valor pramedio de 5,26 x 10°/g (Tabla 1). Su presencia en el alimento significa un
peligro potencial para los consumidores, ya que muchas oepas son productoras de
enterotoxina. Se requiere sin embargo el haber alcanzado una concentracicn minima
de 10° células por gramo de muestra para que se presente riesgo de upa toxinfeccidn
{21}. Al chservar la Tabla 3 se aprecia gue en nuestro trabajo el 13,493 de 1las
muestras scobrepasa este valor. Debe tenerse en cuenta que en agueilos gquescs con
cifras inferiores, al darse las cordiciones necesarias, puede llegarse a
mltiplicar ia bacteria y alcanzar rapidamente los valores mencionados.

Existen diversos factores que influyen scbre €l -desarrollo de S. awrteus en
productos como €l queso de campo. Entre ellos estd el nimero inicial de células
viables presentes, debido a que esta bacteria compite my mal frente a otros
microorganismos . (21); un alto porcentaje de humedad que favorece al desarroilo de
1a bacteria (9), aislandose por ello preferentemente a partir Jde quesos blandos
(1), lo cual corresponderia a los estudiados; el tiempo de maduracion dado al
producto, va que en un buen proceso de fabricacidon los microorganismos del tipo
coliformes totales vy fecales, asi camo S. awrens, tienden a disminuir durante ese .
periodo (6, 9). Cabe hacer notar que el tipo de queso analizado s0lo tiene una
maduracidn aproximada de 10-20 dias antes de salir al mercado, lo cual es un
aspecto desfavorable. Es de importancia también el cultivo lactico, ya que wma
rapida multiplicacién de éste impide la proliferacién de bacterias contaminantes
camo S. awrews (9).

Se ha sendlado en la literatura que entre un 9,1% v un 23% de §. awreus aislados
de queso son toxigénicos, encontréndose en su mayoria, cepas productoras de
enterotoxina tipo A (1, 7). Sin embargo se requieren de ciertas condiciones en el
alimento, tales como temperatura, pH, humedad, cantidad de oxigeno, para que éstas
puedan producir la toxina. Por lo general los factores que afectan el desarrollo de
la bacteria también influyen scbre la produccidn de toxina (19).

8. aurews tiene importancia ademis como indicader de contaminacion proveniente de
perscnas portadoras, lo cual ocurriria durante el processo de fabricacidn (2, 9,
20)., sin ambargo en este estudio, probablémente la mayor fuente de contaminacidn
esté dada por la materia prima, va que diversos trabajos realizados en el pais
revelan una alta prevalencia de mastitis clinica y subclinica en vacas de lecheria
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(4, 10, 17, 22}, encontrandose ‘a S. awreus entre los principales . agentes - de esta
patologia (17, 18). -

El Reglamento Sanitario Chileno de los Alimentos {14} no permite la presencia de
E. cofi ni de 8. aureus coagulasa positivo en quesos, sin hacer mencidn al tiempe
minimo de maduracidn requerido ni establecer diferencia entre quesos elaborados con
leche cruda o pasteurizada. Con ello de acuerdo a nuestros resultados, w myy bajo
porcentaje de las muestras estarian cumpliendo con las exigencias. Collins-Thompson
& col. (5) en Canadd proponen un limite mAs flexible para ese pais, con un miximo
de 500 coliformes fecales/g y de 1.000 S. awreus/g para quesos fabricados con leche
pasteurizada, con valores de 1.000 coliformes fecales/g con un maximo de 10.000 S.
awweus /g para quesos elaborados a partir de leche no pasteurizada., Tanto en Canadi
cawo en algunos otros paises se exige sin embargo un periodo minimo de maduracicn
de 60 dias para los quesos elaborados con leche no pasteurizada (3). Por otro lado
Lbck y Dunkeld (11) sugieren un estandar local mds severo de mencs de 100
coliformes fecales/g para quesos de leche pasteurizada, con un minimo de maduracién

Demerdoalosresultaiosobtanidossepmdeconcluirque el queso de campo
oconstituye wn producto de riesgo para los consumidores por el gran nimero de
muestras con cifras elevadas de micreorganismos coliformes, E. cold v S. avreus. la
presencia de estos gémenes indicarfa la posibilidad de encontrar bacterias
patdgenes cano Salmonefla, Buucelia, Mycobacterium, Leptospira, etc. A pesar de ser
éste un producto de consmmo frecuente, existe en nuestro pais escaso control en la
elaboracidn de &l ¥ deberia por 1o tanto sclamente pemmitirse la venta de aquellos
guesos que cuenten con la awtorizacidn pertinente,

Secimient
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EFEITO DA CONCENTRACAQ DE ACUCAR TOTAL E AERACAD NO CRESCIMENTO
DE CANDIDA UTILIS EM SUCD DE POLPA DE CAFE®

Samia Maria Tauk

Dept? de Ecologia

Instituto de Biociéncias UNESP
€aixa Postal 178

13500 Rio Claro SP, Brasil

Fesumo

Apbs os primeiros resultados do desenvolvimento de Candida wtifis
em suco de polpa de café, procurcu-se verifiecar o efeito da con—
centragdo crescente de agucar total e aeraciio no meio de cultura.
Os diferentes cultivos foram realizados em condiges constantes
de temperatura a 300C; agitacdo de 250rpm; aeracio 1 e Zppv; con—
centracao de nutrientes, agicar total: N:P igual a 40:1,0:0,1; pH
4,5 e o indeulo foi de 15% do volume final da cultura no fermen—
tadoxr. Foi realizado o crescimento de €. wtifis em meio de mela-
co, sob as mesmas condigdes de cultive, para.comparacio - dos re-
sultados. A bicmassa do microrganismo obtida em meio de suco de
polpa de café teve mencres teores de triptofanc, lising e protei-
na bruta do que aquela obtida em meio melago,

Sommary
Effect of concentration of total sugar and aeration in the cultu—
ne media

The liquid from coffee pulp was used as a culture medium  for C.
ulilis, with the following characteristics: 5, 10, 30, 50g/1 of
total sugar; pH of 4,5, corrected with 0.1N HCL or 0.1N NaOH. Nu-
trients were provided by the addition of ammonium sulfate and
phosphoric acid (40:1.0:0.1). These elutions were performed under
constant conditions: temperature of 309C; aeration of 1 or 2ppv;
agitation 250rpm and inocula at 15%. Biomass; sugar content; to-
tal N and pH of culture medium were estimated over at 24hr pe-
riod, In biomass rate of protein, triptophane, metionine and 1i-
sine were estimated. These results were compared with results ob-
tained in molasses media.

Introducan

Na producdo de levedwras primfrias, varios substratos podem ser utilizados,
dentre os guais se destacam: melagos, licor sulfitice, hidroiisados de madeira,
residuos e excedentes de frutas e vegetais, soros de indistrias de laticinios,
vinhaga e hidrocarbonetos de petréleo.

Para a produgiio de leveduras em residuos tem sido necessaric o conhecimento dos
fatores ambientais, que atuam no crescimento do microrganisme no substrato (2).
Foram estudadas as condigOes necessarias em femmentador, para uma assimilacSo Stima

* Trabalho realizado no Instituto Centrogmericano de Investigacién vy Tecnologia
Industrial, Guatemala CA, com auxilic da CAPES,

‘Rev. Microbiol., S3o Paule, 17(3):254-263 Jul./Set. 1986
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Ma Tabela 1 éstdo os resultados obtidos quanto ao rendimento (¥} e a velocidade
especifica (u) de cada cultivo realizado de C. utilis em meios de suco de polpa de
café e de melago.

O sobrenadante livre de c&lula dos diferentes cultivos foi analisado quante aos
teores de aghcar total, N total e pH {1). Em alguras amostras determinaram-se,
qualitativa e quantitativamente, os aciicares presentes no suco de polpa e presenca
de etanol (1}). Na biomassa obtida em meio de melago e de suco de polpa de café
contendo 20g/1 de aclicar total, foram determinados os teores de metionina, lisina e
triptofanc, através de método bioldgico {5) e o teor de N total {1).

Utilizou-se o teste F, andlise de varifncia e o teste LSD (17), para camparar as
médias so nivel de «=0,05,

Os resultados encontrados no meio de suco de polpa contendo 10g/1 de agfcar total
est3o na Figura 1, onde se demonstra a produgac de bicamassa de C. utilis, a
alteracdo do pH, acicar total e de N total no meio utilizado. A velocidade de
crescimento dessa levedura, nessas condigdes, esta citada na Tabela 1.

Figura 1 — Cultive de Candida utifis em suco de polpa de  ‘café
com 10g/l de carboidrato, pH iniciel de 4,5, agitagdo de
250rpm, aeracdc de 1ppv, em temperatura de 309C e composicao
de nutrientes de 40:1,0:0,1, Fermeatador 1.

Simbolos: = Biomassa; —-== = pHj —.—. = Acucar total e
... = N total
"]
A
grt
8.0

pH
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por microrganismos {8) e os requerimentos gasoses a fim de otimizar a utilizagao do
substrato {18).

Decorrente de escassez de alimentos, tem sido proposta a utilizacio de fontes de
alimentacao nfo convencionais, caracterizando-as quanto 3 camposicdo em aminodcides
e proteina (6), destacando-se entre elas, com algumas vantagens, a utilizacao de
leveduras (7) e sendo revistos alguns métodos para remocio dos Acidos macleicos da
bicmassa microbiana (14), por esses constituirem muitas vezes um fator limitante
para utilizacio da levedura camo alimento, :

Tem sido proposta a utilizagio da polpa de café ou de seu suco na produgdo de
proteina micrebiana (3, 4, 13, 15). Entretanto, n3o tem sido estudada a viabilidade
da wutilizacio deste subproduto quando obtido em prensa hidraulica e de seu uso nz
produgdo de proteina, obtida a partir de levedira. :

Estudos iniciais demonstraram gue o meio de suco de polpa contendo relacio de
aghcar:nitrogénio: fésforo jqual a 40:1:0,1 foi ideal para melhor crescimento de
Candida wtilis {19). Consequentemente, o objetivo do presente trsbalho foi
estabelecer um Otimo da concentracgio de aclicar e aeracdo do meio, para cbtengic de
malor quantidade de bicmassa microbiana, uma vez gque no estude acima foi
estabelecida uma concentracdo constante de agiicar total (5g/l).

- Material e Metodos

& preparagao dos indculos, a pasteurizacdo dos meios, o controle de contaminantes
e as condigdes de cultivos foram citados anteriormente {19}, excetuando a aeracio
aqui utilizada de 1 e 2ppv e a concentracic de agicar total crescente de 10, 30 e
50g/1, porém mantendo-se a relacio de agicar:nitrogénio: fésforo igual a 40:1:0,1. A
capacidade do fementador foi de 30 litros.

As fontes N e P foram respectivamente sulfato de amdnia e acido fosfdrico {19); a
coamposicdc do suco de polpa de café obtido na prensa hidrdulica foi citada
anteriomente (12).

Anostras de 100ml foram coletadas em tempos de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18 & 24
heras de cultivo, sendo as de zero horas com as sequintes camposicbes: meio de
cultura sem inoculo, meio de cultura com indculo e o indeulo. Pra cada amostra,
foram utilizadas 3 réplicas. No f£inal de cada cultivo, os meics foram concentrados
em evaporador de liquidos, para testes futuros de alimentacdio animal.

Determminaram-se as bicmassas de C. utifis produzidas nos diferentes meios de

-

cultdra, centrifugando-se as amostras em centrifuga refrigerada, a 8000rpm, a 50C,
As células resultantes foram lavadas em dgua destilada e novamente centrifugadas
nas megmas condicdes antericres. Cbteve—se o peso seco da biamsgsa colocando-se o
material em estufa a vacueo, mantida a 60%C e, através dos resultados, determinou-se

a velocidade de crescimento (u) e o rendimento ().

Tabela 1 -~ Determinacic da velocidade especifica de
crescimento (u) e do rendimento especifico (¥) de producio de
C. utilis em meio de suco de polpa de cafd com 10, 30 e 50g/1
de acucar total e suplementacio de aitrogénio e fosforo,
respectivamente, com sulfato de amonia e acido fosfdrico,
Simbolos: (a) suco de polpa de café; (b) melaco

Agixcar total Reracio Rerdimento especifico Velocidade especifica

{Y) de crescimento u (k1)
9/l oV (a) b} (a) b}
10 1 0,36 - 0,212 -
30 1 0,29 0,25 0,260 0,203
50 1 4,21 0,25 G,150 0,155
50 2 0,12 8,26 0,370 0,210
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Figura 2 - Cultivo de Candida utilis em suco de polpa de cafe
com 30g/l de carboidrato, pH inlcial de 4,5, agitacao de
250rpm, zeracdo de 1ppv, em temperatura de 300C e composicao
de nutrientes de 40:1,0:0,1.

Simbolos: = Biomassa; ——=- = pH; —_. = Agdcar total e
+.. = N total
y
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Esses mesos fatores foram determinados em meios contendo 30g/l e 50g/1 de agicar
total, martendo-se as condigles ambientais constantes e os resultados obtidos estao
nas Figuras 2 ¢ 3, onde os pontos representam as medias das réplicas utilizadas. As
velocidades de crescimento do microrganismo nos diferentes cultivos estio citadas
na Tabela 1.

A partir da curva de crescimento da levedura em meio de suco de polpa (Figura 3),
aumentou-s¢ a quantidade de aeragio de 1 para 2ppv, repetindo-se © nmesme
experimento e os resultados cbtidos foram representados na Figura 4.

Para comparagao dos resultados, realizou-se, sob as mesmas condigdes de cultivo,
o desenvolvimento de C. wtifis em melago contendo 30 e 50g/l de aglear total, com
aeragio de 1 e Zppv, respectivamente (Figuras 5 a 7).

Na Tabela 1 estic os resulzados obtidos quanto ac rendimento (Y) ¢ a velocidade
especifica (1) de cada cultivo realizado de C. wtifis em meios de suco de polpa de
café e de melaco.

Além dessas determinagdes, nas amostras de 24 horas, ¢n algumas réplicas cbtidas
em sistemas onde a aeracio foi deficitadria, foram verificados tragos de etamol,
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Figura 3 - Cultivo de Candidz ufilis em suco de polpa de _café
com 50g/l de carboidrato, pH inicisl de 4,5, agitacao de
250rpm, aeracao de 1ppv, em temperatura de 30°C e composicao
de nutrientes de 40:1,0:0,1, }

= Biomassa; ---- = pH; _._. = Agldcar tfotal e

Simbolos:
. = N total

encontrando-se valores que variam de 0,43 a 1,34pv desse carposto. Essas anilises
foram realizadas a partir do forte odor de alcool durante o desenvolvimento do
microrganismo, principalmente em meio contende 30g/1 de acicar toral e aeracdo de
Tepv.

Na biomassa de C. wtifis, obtida nos meios de melaco e de suco de polpa de café
contendo  30g/1 de aglcar total, foram determinados os teores de proteina bnita,
metionina, triptofano, lisina e fosforo total, cujos resultados estdc representados
na Tabela 2. Os espectros obtidos no cromatografo de gas, para andlise qualitativa
€ quapntitativa dos aglcares presentes no scbrenadante livre de células,
demonstraram a presenca neste, de frutose, glicose e sacarose.

Os resultados foram transformados em nimercs logaritmicos, devido aoc nimero
pequenc  de amostra utilizado e aplicou-se o teste F, encontrando-se que pelo menos
uma das médias de velocidade de crescimento Foi diferente. Assim, utilizando-se "o
teste ILSD, verificou-se a existdncia de diferengas significativas das médias de
velocidade de crescimento em meios de suco de poipa de café contendo concentragdes
crescentes de actcares totais. Camparando-se as velocidades obtidas em meio de suco




de polpa de café e de melago no
teste ¥, deamonstrou-se que as
medias das wvelocidades de
crescimento da levedura em meio
de suco de polpa, nao diferiram
significativamente daquelas
obtidas cam meio de melago.

Discussao

X pasteurizagio dos meios de
cultura, oS mitrientes
adicionados aocs meics, o pH
inicial e a temperatura de 30°C
foram Fatores ambientais
utilizados devido acs resultados
encontrados anteriomente (19) e
por ter side utilizado suco de
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Tabela 2 — Composicio quimica da biomassa de C.
utilis, obtida em meios de melago e de suco de
polpa de café, com 30g/l de aclcar total,
aeragdo de 1ppv, agitagdo de 230rpm e
temperatura de 300C

Meios de cultura

Compenentes Suco de polpa de café  Melago
Proteina bruta (%) 32,66 33,12
P total (%) 1,10 _ 1,15
g/10g de proteina de
Triptofano 0,73 1,09
Lisina 1,83 2,05
Metionina 1,01 ) 1,21

polpa de café can a mesma camposicdo quimica (12, 19).

Figura 4 - Cultivo de Candida utilis em suco de polpa de' café’

com 50g/1 de carboidrato, pH

inicial de 4,5, agitacdo de

250rpm, aeracdo de Zppv, em temperatura de 300C e compesicdo

de nutrientes de 40:1,0:0,1.

$imbolos: = Biomassa; —-—— = pH; —.—. = Agicar total e
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Figura 5 - Cultivo de Candida utilis em melaco com 30g/l de
carboidrato, pH inicial de 4,5, agita¢do de 250rpm, aeracdo de
lppv, em temperatura de 309C e composicao de nutrientes de
40:1,0:0,1.
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Quanto a producdo de bicamassa de levedura, verificou-se que a mdanca de aeracdo
de 1ppv para 2ppv produziu diferencas significativas em meic de suco de Polpa de
café, mas nio as produzindo em meio de melaco. Admitiu—se que nesse Gltimo haveria
necessidade de maior aeracdc do meio para melhor rendimento especifico do Processo.,

Cutrcs experimentos can aeragiio maior nos fermentadores, nessas mesmas condigles
e no sistema utilizado, n3o foram possiveis, devido 3 grande formacdo de espam
perda de células, mesmo utilizando-se sistema ge refhwo, e mudanga da posigdo da
hélice do agitador dentro do fermentador. :

Ressaltou-se, entretanto, que os resultados obtidos poderdo ainda ser otimizados
cauw o amento do teor de oxigénio dissclvido no meio, pois foi evidenciado que o
incremenito de aclicar total no meio possivelmente _reguer aumento de oxigénio
disponivel, para acarretar melhor rendimento (Figura 7) .-

De acordse cam os resultades cbtidos, evidencicu—se que 8 horas de cultivo da
levedura C. utilis em suco de polpa, £oi o tempo ideal para a produgic de biamassa,
Foi observado que um tempe superior n3o possibilitou maicr producdo de células que
justificasse um acréscimo no gasto de energia, exceto no experiments  cujos
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Figura 6 - Cultivo de Candida wtifis em melago com 50g/] d€
carboidrato, pH inicial de 4,5, agitacdoc de 250xpm, aeracdo de
1ppv, em temperatura de 309C e composigdo de nutrientes de

40:1,0:0,1. .
Simbolos: = Biomassaj =--— = pH; _._. = Aclicar total. e
... = N total
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resuttados foram apresentados na Figura 3. Entretanto o acréscimo de oxigénio
dissolvido, possibilitol a interrupcio do processo no periodo de 8 a 10 horas.

Nos ensaios onde o sistema de aeragdc foi deficitarico por qualquer falha do
mesmo, detectou-se alcool no scbrenadante, podendo servir de indicios para abrir
caminhos scbre a realizagdo de fexmentagdo alcodlica, a partir do suco de polpa de
café ou da propria polpa.

As células microbianas no final cie cada experimento ndo foram separadas jeora
centrifugacdc, preferindo-se a concentraqao do produto final, pdra posterior
experiments, utilizando-se camo ragdo animal, segundo a orlentagao da literatura
9. )

Corparando-se a camposicac qlJJ.IE\lca da biamassa de C. utilis obtida em meio de
melago e no suco de polpa de café, verificou-se que os teores de proteina bruta,
triptofano, lisina e metionina, foram menores naguela obtida arn meio de suco de
polpa de café. Entretanto, os teores encontrados s3o iguais dqueles obtidos em
bicmassa produzida a partir de glicose e hexadecano, utilizando-se © mesmo
microrganismo €11). PApenas os teores de metiorina, triptofanc e lisina foram
detemu_rmdos POr serem esses aminoicidos de grande importancia na alimentagio
animal e ndo sendo encontrados facilvente nos alimentos (10).

A determinacdo de proteina total e dos aminodcidos limitantes poderd ser wa
forma rapida para selecionar proteina de alta qualidade, na busca de novos
alimentcos cam alto valor proteico. Comparando-se os resultados agqui obtidos com
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Figura 7 - Cultivo de Candida utifis em melaco com 50g/1 de
carboidrato, pH inicial de 4,5, agltagao de 250rpm, aeragac de
tppv, em temperatura de 30°C e composigac de nutrientes de

40:1,0:0,1.
Simbholos: = Biomassa; —---— = pH; _._. = Aglcar total e
+«.+ = N total
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cutros citados na literatwra (16), verificou-se que 0,24g de triptofanc/100g de’
levedura (peso seco) constitul em valor superior ao encontrado para o© nilho,
farinha de milho e grdo de bico.

Resuminde, © crescimento de C. utifis em meio Ge suco de polpa de café parece ser
vidvel e podera ser otimizade seu rendimento espec:.flco e velocidade, com adigio de
sulfato de amdnia e acido fosforico e com aeragao adequada para as condigbes de
cultivo e composicio do meio de cultura. -

Agradecemos a CAPES pela bolsa ao exterior concedida em 1979, a qual tornou
possmvel a reallzagao desses estudos e a todo pessoal da Divisdo de Microbiologia e
ouimica Analitica do ICATTI, Guatemala, CA e em especial acs doutores Carlos Rolz,
gheryl Cabrera e J.F. Menchi.
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Summacry

4  nitrogen—fixing, free-living bacterium, identified as
Belfeninckia denxid subsp. venezuefae was isolated from cerrado
soil and some of its physiological characteristics were studied.
The organism and not exhibit nitrate reductase activity.
Incubation in a carbon and nitrogen free medium revealed that its
nitrogenase remained active up to 100 hours and that the number
of viable cells only began to fall after 170 hours.

Resumo

Atividade de nitrogenase de Beijerinckia denxii nithato nedutase
negativa cultivada em meio Livie de carbono organico

Uma bactéria fixadora ge nitrogenio, de vida livre, identificada
como Bedjeninchia denxii subsp. venezuelae foi isolada de solo
coberto por vegetacao de cerrado. O estudo de algumas de suas
caracteristicas fisiologicas mostrou gue © microrganismo nde
apresenta atividade de nitrato-nitrito redutase; a incubagio em
meic isento de carbono e de nitrogenio indiceu que a atividade da
mitrogenase permanecia durante cerca de 100 horas e que o numero
de células viaveis comecava a diminuir por volta de 170 horas.

Imtroduction

Bedferninchia dewxil subsp. venezuelae, a nitrogen fixing, free-living, aerchic
bacterimp, isolated from soil covered with the cerrado type of vegetation is able

conditions mentioned above. It is also able to synthetise reserve material either
as extracellular slime or as B-hidroxibutirate granules (2).

B. dernid can grow in ammonia and Ny as nitrogen sources, but nitrate utilization
as sole nitrogen source is not well defined. Pena and Dibereiner (8) demonstrated
in soame species of Belferinchia that the values of nitrogenase activity in .

Rev. Micrcbiol., S3o Paulo, 17(3):264-269 Jul./Set. 1986
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nitrate-medium were intermediate between that of camplete inhibition (ammonia
medimn) and no inhibition at all (Np medium). This results are suggestive of sane
degree of nitrate utilization. Becking (2) proposed as weak or absent the
Bedjeninekia capacity of nitrate assimilation.

In the present paper scme of the physiological characteristics of B. dewxii are
studied, namely, the survival and the persistence of nitrogenase activity in a
carbon-free and nitrogen-free medium. The possible presence of a nitrate-nitrite
reductase system is also investigated. .

Material and Methods

Source of matenial - Samples of the upper layers of the soil from the cerrado
region of Emas, Pirassununga 5P, Brazil. This region was chosen because it has been
the cbject of many ecological studies and consequently it has been better known
than cther cerrado areas. ’

Isolation of the microcnganisms - In a silica gel medium, the soil was inoculated
according to the Winogradski method (5). Samples of about 10my, previously dried,
were pressed into the medium and incubated at =30eC.

Cubfune wedimm - The isolated organisms were grown in the medium described by Pefia
and Dobereiner (8) for Beijerinckia, modified by the addition of 0.008g CoClp 2H,0,
20.0g of glucose in place of sucrose and 12.0g of agar, when necessary.
experiments with fixed nitrogen, the above medium (N2 medium) was suplemented with
5, 10 or 15mM of KO3 (nitrate-medium) or with 10mM of (NE4) 2504 (ermonia medium) .
salt and sugar solutions were autcoclaved separately, in individual flasks at 120°C
for 40 minutes.

Identification - The microorganisms isolated were sent to the "American Type
Culture Collection", Maryland, USA, for identification, The tests included
morphology, pignent and pellicle formation and the following bicchemical assays:
gluccnate oxidation, production of urease and tryptophanase {(indole), growth in pH
3.5 and 8.5. Utilization of sources of carbon: fructese, glucose,
methyl-D-glucoside, glycerol, maltose, melezitose, sucrose, raffinose, melibiose,
trehalose.

Growth and nitrogenase activity determinations on nitrate medium - Ten erlenmeyer
flasks {250ml capacity) containing 50ml of nitrate mediun were inoculated and
incubated at 306C with agitation. Samples were taken daily fram the contents one
flask for the counting of colony—forming units (C.F.U.}, reading of turbidity
{?bsorbance on Coleman Jr. at 550mm) and measurement of the nitrogenase activity by
the acetylene reduction method (8).

NO3 consumption - The amount of nitrate remaining on the liquid mediwne originally
containing 10mM of KO3, at different stages of growth was measured by the method
of Cataldo & col. (4}.

Nitnogenase inhibition by methylamine - Tubes containing either nitrate medium, N
free medium or Ni3 medium, with and without 0.1% methylamine (10} sterilized by
filtration, were prepared. After incculation and incubation of the cuiture at 30eC,
the presence or absence of growth was chserved after periods of 3-7 days.

Growth and hitrogenase activity in the absence of catbon and nifrogen sounces -
0.3m1 of a 4-day culture in a camplete ¥, medium were inoculated in tubes
containing 8.0ml of carbon free and N-free medium. Growth was followed by daily
readings of BAbsorbance at 550mm. Concamitantly, a sample of the culture was
utilized for the determination of nitrogenase activity. The mmber of C.F.U. of the
cultures was determined at intervals varying fram 3 to 4 days.
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Results

Tests fon identification - The bacteria grew under aerchic conditions and several
media deficient in nitrogen. Growth in nitrogen-free liguid media resulted in a
pellicle and after 2-3 weeks, a fluorescent pigment was detected in the broth. The
viscosity of the culture increased until the entire culture assumed a semisolid
consistency. The cells were gram-negative non-motile rods. Two large refractile
polar bodies were present after only a few days incubation and these varied in
size, savetimes within the same cell. The bodies stained with Sudan Black,
indicating a lipid camposition.

Blochemieal tests - Gluccnate oxidation (weak) , ureage (-}, indole (-}, growth at
PH 8.5 (+) and pH 3.5 (~}. Carbor utilization in nitrogen-free media: fructose (+);
- glucose {+); methly-D-glucoside (+); glycerol (-); maltose (+); melezitose (+);
surose (+); rafinose (+); melibiose (+}; thehalose {-). The bacterium was
identified as Belferinchia deaxid, and as subsp. venezuefae because of its ability
to grow at pH 8.5, but not at pH 3.5. ' o

Growth and nitrogenase activity in nitrate medium - The nitrogenase activity was
not inhibited by the increased nitrate concentration used (Fig. 1). The amount of
growth as assessed by the mumber of C.F.U. was -similar whether the medium contained
nitrate or not {Fig. 2), * o

Figure 1 — Nitrogenase activity measured by f-moles of ethylene produced as a
function of the time in population grown with 200g/1 of glucose and ) 5, €I
10 and (&) mM of KNOj
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NO3 consumption - The nitrate
concentration in the culture medium
ramained unchanged throughout the pericd
of growth, indicating the inability of B.
denxii to use nitrate as a nitrogen
source.

Nitrogenase and growth inhibition by

ine - The addition of methylamine
campletely inhibited the growth of B.
deaxil in all tested media, i.e., Na,
nitrate and ammonia.

Growth and nifrogenase activity .in Zhe
absence of carbon and nitrogen sowrces -
Nitrogenase remained active until 96
hours after incculation, with a four-fold
increase in the first 24 hours (Table 1}.
Growth, as assessed by absorbance at
550mm, exhibited a maximm increase of
four to five +times the inicial values.
The mmber of C.F.U, increased 20-3C
times. The C.F.U. number also increased
during the incubation. perlod by 20-30
times.

Discussicn

Considering the acidity of the cerrado
soil {7), the presence of bacteria of the
genus Belferinckia is not surprising
since it is well suited to grow in poor
soils under native vegetation; one of the
main features of this genus is its
restricted distribution to tropical and
in a lesger degree, subtropical soils
(1. ‘

The capacity toc use nitrate as a
nitrogen source has heen observed in
various nitrogen-fixing bacteria (6, 9}.
As a consequence of nitrate permeation,
the nitrogen fixation is inhibited (13).
The mere presence of nitrate, however, is
not sufficient for this inhibition
because the organism must possess an
active nitrate-nitrite refuctase system.
Sorger {11) cbserved that the nitrate,
which may be used by Azotobactes
vinelandil as an alternative nitrogen
source, inhibited the nitregenase in this
organisms. In nitrate reductase (NR)
negative mutants, however, such
inhibition &id not occur and organisms
fixed N, in the presence of nitrate.

The results presented in this paper
seem to favour this hypothesis in the
case of Beljerinchia derxii. BApparently
it does not possess a nitrate-reductase

CFU. mi~?
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Figure 2 - Growth curves measuring the
number of colony-forming units as a
function eof the time in two different
conditions (0) wmedium containing
nitrate (15mM) and (0} medium
containing N, as nitrogen sources
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system gince the amount of nitrate present in the culture mediun remained unchanged
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¥able 1 - Determinations of nitrogenase activity by the
acethylene reduction method and growth by absorbance and
by C:F.U. number in function of time in a populaticn
maintained in a carbon-free and nitrogen free medium.
Symbols: N.d. = Not determined

Nitrogenase activity

Age of Absorbarxe C.F.U.
cultare py P~ feles of Sthylere T ssomm) nurber Smi-
0 130.0 .025 6.0 x 10°
24 540.0 .066 n.d.
48 56.0 .106 n.d.
72 : 6.5 . 109 n.d.
96 3.6 .096 1.8 x 108
168 . zero .090 1.4 x 10°

during all growth phases. The organisms are as a matter of fact, quite indifferent
to the presence or absence of nitrate since the yvields measured by mmber of C.F.U.
are quite similar as alse are the measurements of nitrogenase activity in different
nitrate concentrations {(Fig. 1).

The growth of B. deaxi{ was inhibition by methylamine in the presence of ammenia
and glucose. The same effect was observed by St John and Brill (12) when
methylamine was added to the Azofobacter vinelandi{ culture in the presence of
glucose ox maltose as the sole carbon source. This fact suggests that these
substances can act in vital points before repressing nitrogenase.

The presence of a nitrate-reductase system enabling the bacteria to use NO3 is of
utmost importance. It pemmits the use of an alternative nitrogen source, increasing
the bacterial potentiality when nitrogenase is inhibited by some environmental
factor as an excess of oxygenation. On the orher hand, the bacteria, in the
presence of nitrate, lcose their nitrogen fixing capacity and behave like the non
fixing flora, as consumers of fixed nitrogen in soil, shunting it from use by the
covering vegetation. An increase in the number of C.F.U. was cbserved. This may be
explained by an actual multiplication of the bacteria or another possibility is the

slime (3). Perhaps both ccour simultaneously. )

The four fold increases in nitrogenase activity cbserved in the first twenty four
hours in the carbon-free and nitrogen—free medium (Table 1) may be ascribed to an
enzyme synthesis. Microscopic observation revealed a significant decrease in the
nuber and size of the polar granules, There was alse decrease in the viscosity of
the medium, probably due to the breakdown of the slime polimers. This indicates
that the reserve material acamulated as poly B-hydroxybutirate (2) inside the cell
and as slime outside, are quite able to Supply the large amounts of energy
necessary for the synthesis and activity of the nitrogenase. :

These data demonstrate that B. derxii isolated frem a poor and acid soil is able
to survive "imn vitro” by a number of days and keep nitrogenase activity in a less
favorable condition, ' '
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Influéncia de. combinacdes de Streptoccccus factis + S. chemonis,

S. Lactis + 8. cremonis + 8. dimcetilactis, S. thermophifus +

Lactobaciflus bubgarnicus + S. faeccalis e 8. Lactis + S. CRRMORLS
+ S. faecalis sobre o flavor do queijo Minas curado a 120C e

28°C.. A identificac¢do e quantificacdo de acetaldeido, acetona,

diacetil e etanol foram feltas por cromatografia gasosa. As con-

centragoes de acetaldeido foram mais elevadas no perfiodo imiecial

de maturacio. Para todas as combinacdes de microrganismos, as

concentragdes de etanol foram relativamente elevadas (5-50ppm). A
concentragdo de diacetil foi maior em queijos maturados a 280C,

principalmente no periodo £inal. A populacio de mesofilos Foi

significativamente mais elevada na fase inicial do periodo de ma-

turagao, independentemente da temperatura. Os gqueijos elaborados

com S. themophilus + L. bufgaricus + S. gaecalis curados a 129,

apresentaram melhor flavor, embora suas caracteristicas ndo fog-

sem ripicas do queijo Minas.

Sumary

Eﬁe&toﬁmad&tdl&ﬁgwﬁdm&w&g bacteria and the
ripening temperature on the ffavor characteristics of Minas chee-
se _

Study the influence of combination Strepfococcus Lactis + S. che-
moris, S, Lactis + 8. cremoris + S. diacetilactis, S. thenmophi-
Lus + Lackobacillus bubgaricus + S. faccalis, S. Lactis + S. cho.
moiis + S. faeealis on the flavor of Minas cheese cured at 120C a
289C. The identification and quantification of acetaldehyde, ace-
tone, diacetyl and ethanol were made by gas chromatography. Ace-
taldehyde concemtration was higher im the initial ripening pe-
riod. Ethanol concentration were relatively elevated (5-530ppm)
for all combination of microorganism. Diacetyl concentration was
higher for cheeses cured at 289C, mainly at the final curing pe-

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 17(3):270-280 Jul./set. 1986



21

riod. The mesophilic bacteria and population was significatively
greater at the beginning of the ripening period, independeatly of
the curing temperature. Cheeses treated with S. thenmophilus + L.
bubgaricus + S. faecalis, cured at 12°C showed the best flavor,
but the final characteristics were not similar to Minas cheese.

Introducan

Ai ancia dos microrganismos laticos e a correlagao entre alguns de seus
metabblitos com o flavor tipico do gueijo, foram evidenciadas nas filtimas décadas
(13} . Além disso, os conhecimentos disponiveis schre os processos envolvidos na
maturacio dos queijos, pexrmitem concluir que o flavor de cada variedade depende do
tipo de maturagao e que esta &€ dependente, entre outros, dos sequintes fatores:
coltura 1latica utilizada, populagio bacteriana do leite, enzimas adicionadas,
condicBes de fabricacdio (15). A influéncia de algumas espécies mesdfilas &8
bactfrias laticas sobre caracteristicas do queijo Minas foi estudada recentemente
(4) . Considerando a grande importancia econdmica e alimentar do queijo, & ainda
mito reduzido o conhecimento que se bem scbre a atuagdc dos diversos
microrganismes laticos no processo de maturagio dos cueijos nacionais e, em
particular, cam relagio aos efeitos de seus produtos de metaboliamo scbre a
qualidade destes gueijos. ’

Material e Metodos

0 leite padronizado (3,2% de gordura) e pasteurizado (73°C/16 sequndos), apGs
resfriamento a 320C foi adicionado de fermento ldtico na proporgdo de 1% em relacao
ac leite. Cultuxas de S. factis, $. cremonis, S, diacetilactis, S. Lhemmophilus e
L. bulgaricus foram cbtidas na forma liofilizada do Laboratdrio CHR, Hansen Ird. e
Com. Ltda., engquanto que a cultura de S. 4aecalls var. 8TPr-110.9 foi cedida pelo
Dr. Theodore Hedrick (Michigan University, USA).

A fabricagio do queijo Minas obedecen metodologia tradicional para este tipo de
queijo (14}, considerando-se as culturas caw tratamentos, I {S. Zactis + S.
cremoris), TI (8. Lactis + S. chemoris + S. diacetilactis), LIT (S. thermophilus +
L. bufganicus + S. faecalis) e IV (8. factis + S. cremoris + S. jazcalis). O
experimente foi conduzido de acorde cam um  delineamento casualizado (7} e os
queijos foram maturades a duas temperaturas: 12 e 28C,

0 pericdo de maturacdo foi dividido em fases (inicial, intermediaria e final),
durante as quais foram realizadas as analises:

a) Anmalise do awoma - 50g da amostra de queijo foram homogeneizadas  em
liquidificador ocam 50ml de &gua destilada a 50°C. Do hamogenato assim preparado
transferiu-se 6g para o frasco “screw cap septum vials" de 20ml (Pearce Chemical,
Co}, o© qual permaneceu em banho-maria a 65°C por 30 minutos. Com seringa "gastint"
(Hamilton, Co), transferiu-se 1,0ml de "headspace" para o injetor do cramatografo a
gas (Varian, Co} modelo 3700, cujas condictes de trabalho foram: temperaturado
injetor 130°C, temperatura do detetor (Dic) 300°C, temperatura da coluna 82°C, -
sensibilidade 107%, atenuacdo 4 e pressdo do gas de arraste (nitrogénio) 37 psi.
Forem usadas duas colunas unidas por jungio: uma de 3m de comprimento empacotada
com DRGS 10% e outra de 4m empacotada com 10% Tris {ciano etoxi) propano sohre
Cromossorb  80% {Supelco, Inc.).As solugdes p.a. padrdes usadas foram acetona
{(Merck) , etanol (Grupo Quimica), acetaldeido (Merck) e diacetil (Carlo Erba). Da
mistura destes padrdes, diluida a 1:10, retirou-se diferentes volumes, os quais
foram transferidos para o frasco "screw cap septum vials", contendo 6g da amostra
d gqueijo e este mantido em banho-maria a 65°C por minutos. A quantificacdo dos
canpostos foi feita pela confecgdo da cwrva-padrdo, na qual relacionou-se as
alturas dos picos de cgda camposto no cragmatograma, can a coneentracac em pom {(11) .
b} Anatise micaobipf0gica - Para determinacio da populagio de mesofilos,
utilizou-se © metodo de semeadura de mistura de aligquotas das diluicdes decimais
{1). Para a determinacdo da populacio de coliformes totais, usou-se o método de
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diluicdes seriadas {1).

¢} Analise sensonial - Os queijos maturados a 129C e 28°C, foram analisados por um

painel fommado por cinco provadores treinados e a atribuicao de pontos foi feita
a intensidade dos defeitos. Esta foi dividida em tras categorias: sensivel

(8} definida (D) e pronunciada (P). A scma dos valores atribuidos aos defeitos foi

subtraida do valor minimo de cada categoria de atributos {12): flavor (45 pontos) ,

corpo e  bextura {30 pontos}, acabamento {15 pentos) e cor {10 pontos), perfazendo

100 pontos no total {Tabela 1).

Tabela 1 - Avaliagac sensorial de queijos

produto _ Data producido /o
Data avaliacao /7 Tipo de painel
Fator Valor maximo Valer dbtido
Flavor 45
Corpo e textura . 30
2Acabamento 15
Cor 10
Total 100
; Defeitos de corpo

Defeitos de flavor -

Sbp SDP
Acido 975 Cortica 432
Amarogo 974 Friavel 432
Silagem 986 Borrachamento 432
Fermentado/frutas 865 Olhaduras 321
Pouco sabor 987 Farinaceo 432
Alho/cebola 641 Textura aberta 432
Aquecido 987 Pastoso 431
Mofado 753 Floculoso 432
Rangoso 641 Amolecido 432
Sulfidrico 974 Crosta anormal 432
Indeterminado 865
Soro 875
Levedura 341

Defeitos de cor {internos): Esbranquicado ( ) Manchado ( )
Listrado ( ) Linhas claras { ) Particulas brancas ()

Defeitos externos facabamento): Fendas na casca { } manchas
claras { )} Estufado { ) Mofado { } Disformes { } Furos de com -
posicae { ) Superficie desigual ({ ) Crosta esbranquicada ( }

Resultados eDﬁi.smss'ds

AFigura 1 representa um cCravatograma tipico do queijo Minas curado. As
concentracdes de dcetaldeido foram significativamente maiores no infcic da
maturacao do queijo (Tabela 2). Os queijos do tratamento III (S. thewmmophifus + L,
bufgaricus + S. faccalis) apresentaram os niveis mais elevados de acetaldeido na



Figura 1 - Cromatograma da amostra

curado
2

Resposta do Detetor

de queijo Minas

1- Injecdo da Amostra
Al

r
3- Acetaldeido
4- Acetona
5- Etanol

§- Diacetil
7- Desconhecido

Tahela 2 -~ Resumo das andlises de variancia dos resultados

10

Tempo { minutos }

obtidos

relativos

273

a

produgac, em ppm, de acetaldefdo, acetona, etanol e diacetil, pelo queijo Minas
curado.
Simbolos: * = Slgnlflcatlvo a 57 de probabilidade (P < 0,05); ms =
N3o-significativo a 5% de probabxlldade (P < 0,05)
Ouadrados médios
- Graus de

Fontes de variagao

. 1iberdade acetaldeido Acetona Etancl Diacetil
Tratamento {T) 3 4,756561 ns  0,021239 ns  283,007324 ns 13,275757 ns
Fase de matura¢zo (F) 2 19,092468 * 0,163824 ns  114,557587 ns 10,289848 ns
Temperatura (M) 1 4,468896 ns  1,093987 ns 0,113853 ns 3,359268 ns
TXF 6 4,2190535 ns  0,222199 ns 76,774536 ns 0,515444 ns
TxM 3 1,343676 ns  0,326167 ns 97,191559 ns 5,773682 ns
FxM 2 3,014967 ns  0,260385 ns  439,882324 ns 52,415192 *
Residuo 57 2,567867 0,680576 172,068115 12,783430
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fase inicial (Figuras 2 e 3). 2as concentracces de acetonza foram relativamente
baixas em todos os tratamentos (Figuras 4 e 5}, enquanto que as de etannl foram
elevadas em ambas as temperaturas de maturagio (Figuras 6 e 7). Os queijos
raturados a 28°C apresentaram concentracBes mais elevadas de diacetil na fase final
da maturagao, do que aqueles maturades a 12°C, sendo a diferenca significativa . ao
nivel de 5% de probabilidade {Figuras 8 e 9).

Quanto a populacdo de mesdfilos, houve variacdo significativa cem a fase de
maturacao do queijo, sendo mais elevada na fase inicial, do que na intermediiria e
final. O crescimento bacteriano foi maior nos queijos maturados a 28°C (Figuras 10
e 11). A pesquisa de coliformes totais foi realizada durante a primeira semana de
maturacao e eles estiveram ausentes neste periodo.

A analise senscorial mostrou gque os gqueijos do tratamento IIT spresentaram melhor
flavor  quando a maturacdc ocorreu a 120C, vindo em segundo lugar os queijos do
tratamento I (3. Lactis + S, cremonis) maturados a 280°C {(Figura 12).

Os resultados sugerem que as culturas laticas desenpenham  papel significante
sobre o processo de maturagio do queijo Minas curado, influenciando na producio de
compostos arcmaticos envolvidos na formagdio do flavor e do corpe e textura do
queijo. Os_queijos do tratamento III (S. themophilus + L. bufgaricus + S,
faecalis) ndo apresentaram as caracteristicas de flavor e de corpe e  textura
tipicas d queijo Minas curado,. embora tenham degervolvido o melhor flavor. Seu
sabor era levamente adocicads, textura mais aberta e . consisténcia mais macia,
sagerindo a ocorréncia de uma simbiose ainda nio estudada entre os microrgani smos
(S. themmophifus, L. bulbgaricus e S. gaecalis) no queijo. O flavor resultante dessa
simbiose, mostrou-se bem definido e foi constatado em todas as repetigdes, sendo
quw a sua descoberta promete Ser o primeiro passo para ¢ surgimento de wum novo
queijo, com grande possibilidade de aceitacio comercial.

Figura 2 — Concentragdes de acetaldeido em queijo
Minas curado a4 temperatura de 120C

Acetaldefdo {ppm)

2 1b . 20 30
Maturacao (dias)
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Os queijos do tratamento I {S. fLactis + 8. chemoris) apresentaram flavor, corpo e
textura tipicos do queijo Minas curado.

A adiclo de outros microrganiswos, que ndo os da cultura latica tyadicional, ao
leite ewregado na- elsboracic do gqueijo Minas curado mostrou ser uma tentativa
valida, para cbter-se o melhoramento do produto. S. {4aecalis, gragas a mator
capacidade de adaptagdoc ao meio e grande atividade proteclitica (10} e L.
bulgaricus, pela produgdo de acetaldeido (5}, podem melhorar o flavor € © corpo €
textwra do queijo durante a maturacdo. S. 4aecaflis, durante algum tempo foi
considerada cam provavel fator etioldgico de  toxinfecgbes alimentares. Todavia,
estidos mais recentes demonstraram, experimentalmente, gque voluntarios mantides com
wirios alimentos contaminados can doses macicas deste microrganismo (cerca de 10*°
células/q) nio apresentaram quaisquer sintomas de toxinfecgdo (6).

A concentracio de acetaldeido na fase inicial de maturacio tem grande importancia
na formacao do flavor (9) e a sua canversdo a etanol, indesejavel se for elevado o
seu teor durante a maturagdo, € realizada pelo sistema alcool-desidrogenase das
bactérias (13). As mais elevadas concentragdes de acetaldeido correspondem os mais
baixos niveis de etanol (2). A presenca do diacetil durante a maturagao & fator
fimdamental para favorecer-sa aceitabilidade do queijo (8). A temperatura de
raturacio influi na formagio dJdeste camposto. A populagao bacteriana nos queijos
maturados a 28°C mostrou tendéncia de crescimento, sugerindc a presenga de
bactérias contaminantes.

Figura 3 - Concentragdes de acetaldeido em queijo Minas
curado & temperatura de 289C :

AcetaldeTdo (ppm)

H 10 20

Maturagac (dias)
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Figura 4 — Conceantragoes de acetona em
curado z temperatura de 129C

Acetona {ppm)

queijo Minas

20
Maturagao (dias)

Figura 5 - Conceantragdes de acetona
curado a temperatura de 28°C

Acetona (ppm}

¢4+

em queijo Minas

10
Maturagac (dias)



Figura 6 — Comcentracdes de etanol em queljo

Minas
curado a temperatura de 120C
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Figura 8 - Concentragdes de diacetil em
gqueijo Minas curado é temperatura de 120¢

Blacet!l {ppm)
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Figura 9 -~ Concentragdes de diacetil ' em
queijo Minas curado 2 temperatura de 280(
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Figura 10 - Populacio média de meséfilos em
queijo Minas curado g temperatura de 129C
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Figura 11 - Populacdo média de mesofilos em
gueijo Minas curado a temperatura de 28°C
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Figura 12 - Escores de flaver do queijo Minas curado
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PSELDOMONAS  AERUGINOSA COMO  AGENTE. CAUSAL EM SERPENTE  (BOTHROPS
MNEWIEDI). REVISTA DE Mmmmmzm (1) 28—30, JAN /MR, 1986,
an:mx.é LEIA-SE

pg. 28 19 autor .
Sofia Calixto Sofia Calixto Mavridis
Pg. 28 Resume 32 linha .
Pseudamenas aerugincsa Pseudomonas agiuginosd

pg- 28 Introducdo 3¢ paragrafo, 4% linha
Crotallus Crotalus

pé. 29 Resultados e Discussdo 39 paragrafo
lesfes marinhas ledes marinhos
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INForRMACHD TEenIco-CIENTIFICA SEM

Antiviral research: an international jommal, (5)3, Jan. 1984. 2 volumes 12
nomeros/ano  US$ 93.00.

Cano o proprio nome diz esta nova revista € destinada a artigos originais ou de
revisio no campe do controle das infecgoes virais em animais, no homem, nos
vegetais e em organismos inferiores.

Seus cbjetivos vdo desde os mecanismos de resisténcia natural e adguirida &
infeccdes virais, respostas immes celulares e/cu humorais a infecgbes por virus,
quimicterapia mterferon, deserwolvimento de novas formmas de  vacinas e
caracterizagdo de antigenocs até trabalhos de campo envolvendo quimicterapias
antivirais.

Thereza L. Kipnis

Dept? de Immnologia

Instituto de Ciéncias Biamédicas USP
Prédic ICB-IIT

Cidade Universitaria USP

05508 Sao Paulo SP

CENDOTEC ~ Centro Franco-Brasileiro de Documentacio Técnica e Clentifica

Crgao ligado ao Ministério de Relagles Extericres, tem por objetivo divulgar,
naquele pais, textos que abordam as realizagdes brasileiras nos campos da ciémncia,
ao mesmo tempo gue, divulga no Brasil artigos das areas cientificas e técnicas da.
Franga.

O CENDOTEC possul ainda acervo de documentacio técnica e cientifica (livros,
revistas, index, listas de enderecos} e dispde em Paris de uma CElula de Apoio que
auxilia em toda e qualquer pesquisa, Meso (e nEQ possua a informacdo em seu
acervo, uma vez que sua rede de informagles estd ligada a todos os bancos de dados.
Essa CElula de Apoio awxilia o CENDOTEC quando este nao dispde de elementos de
resposta suficientes para satisfazer a uma solicitagdo local, fornecendo assim,
informactes tanto para a Franga cauo para o Brasil.

Para maiores informactes:
CENDOTEC

Av. Waldemar Ferreira, 204
Tel. (011} 212-7855 e 212-4572
055071 830 Paulo SP

Tania Vali Dantas

Sociedade Brasileira de Microbiologia
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374

Cidade Universitiria USP

05508 Sao Paulo SP

I E To . :. ['E. i Inf =g H .! ]

& série Informe Técnico-Cientificos foi criada _pela Comissao Permanente de
Controle de Infecgdo Hospitalar do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Botucatu (UNESP) com a finalidade de veicular informmagfes scbre vigilincia
epidemiologica e sobre infeccdes hospitalares, no ambito da instituicao.
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Tabela 1 — Comparacdo de percentuais de amostras resistentes a drogas ocorridas na
enformaria do HC de Botucatu (1980-1984) e computadas pelo Sistema COBA SBM-MSD em
1984 (dados globais e dos TLaboratorios de Referencia). ]

Simbolos: * SUM = Sulfatrimetoprim; AMP = Ampicilina; TETRA = Tetraciclina; CLORA
Cloranfenicol; CEFAL = Cefalotinaj CEFOX = Cefoxitina; GENTA = Gentamicina; NETIL
Netilmicina; AMICA = Amicacina; AC.NIL = Acido nalidixico; OXA = Oxacilina; ERITRO
= Eritromicina; *#* HC = Enfermaria do HC da Fac. Medicina de Botucatuj; CO = Sistema

%

COBA/1984 {dados globais); LR = Sistema COBA/1984 (dados dos Laboratorios de
Referencia) )

soM P TETRA CLORA CEFAL CEFCY

HC OO LR OHC CO LR OHC CO LR HC O IR HC QO IR HC €O IR

E. cold 71 81 46 83 68 60 87 73 68 77 48 58 72 38 29 c 7 4

Keebsiella sp. 80 65 68 96 92 92 I8 F3 67 83 66 70 80 44 31 11 14 9

P. mirabifis 63 48 39 58 60 49 100 95 95 73 46 36 46 41 30 a 19 7

P. asruginosa 95 8% 86 96 97 97 87 91 86 90 B5 81 98 96 93 100 97 98

S, auteus 38 31 14 77 73 66 44 51 39 32 33 21 2 16 7 13 18 12
GENTA NETIL AMTCA - AC,NIL oxa ERITRO

E. cold 23 18 8 16 10 7 10 10 3 14 1C 4 - %4 0 - 828 3

KEebs.iella sp. 73 80 80 64 38 47 22 24 23 20 18 16 - 9% - - 95 -

P. minabifis 42 29 23 3¢ 16 17 6 10 4 3% 20 106 - 85 - - 85 [}

P. aghuglhosa 35 46 48 22 31 44 10 13 14 106 8% 88& - 98 - - 94 100

S. aukens 31 28 16 25 13 13 g 19 10 - 74 44 24 29 23 46 40 28

No primeiro nimerc, editado este ano, encontram-se a transcrigdo parcial da
Portaria ne 196, do Ministério da SaGde; critérios para identificacao de infeccio
hospitalar e infeccdo comunitaria; critérios para diagndstico e classificagao de
infeccio hospitalar em pacientes c¢irirgicos; periocdo de incubagdo de doengas
passiveis de ‘serem adquiridas em hospitais; e distribuicio percentual de
resistdnoia bacteriana a drogas antimicrobianas, de germes isolados em pacientes da
enfermaria do HC, no pexicdo de 1980 a 1984,

A tabela a sequir, foi elaborada para comparacao da distribuigac percentual de
resisténcia bacteriana, ocorrida no HC de Botucatu {1980-1%84), e os percentuais de
cepas resistentes, registrados em 1%84, pelo Sistema CORA.

O sistema COBA foi criado pela SBM, en 1980, com o apoic do Servige de
Atualizacio MSdica da Merck Sharp & Dohme, para gerar informagtes schre
bacteriologia clinica, a partir de resultados de antibiogramas, gque sdo processados
eletronicamente.

Os resultados de antibiogramas sac formecidos mensalmente por 100 laboratorios,
hospitalares e ndo-hospitalares. Trimestralmente mais de 15 mil cepas 530
codificadas.

A Camissio Permanente de Controle de Infeccdo Hospitalar do HC de Botucatu &
presidida pelo Dr. Augusto Cesar Montelli, também membro da CanissZo de Analise do
Sistema COBA.

Clandia Avanzi

Sociedade Brasileira de Microbiologia
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374

Cidade Universitaria USP

05508 Sa&o Paulo SP

International Biotechnology Directory. Second edition, 1985. US$ 130.00.

Campilado por J.C. Combs, este diretdric contém as principais entradas em
biotecnclogla: micrcbiologia - industrial, engenharia genética, Ffermentagio,
bicmassa, diagndsticos, ete. ‘
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Seu contetdo estd dividido em trds partes. A parte I - Introducio &
biotecnologia, contém informagdes sobre: a) organizagSes internaciomais, ervolvidas
em biotecnologia, swas atividades e enderegos, listadas alfabeticamente; b}
Servigos de informacdo (base de dados, abstracts, newsletter em biotecnologia) ,
listados alfabeticamente. A parte II - Perfis nacionais, contém atividades de
agéncias governamentais, sociedades e associacles, em bictecnologia, com enderecos
completos, listados por pafs. A parte IIT - Produtos e Areas de pesquisa, contém
descrigéo geral de produtos, servicos e atividades de resquisa em biotecnologia, em
varias partes do mmdo.

Engloba 4.060 organizagles, entre camerciais e nao comerciais, wniversidades,
centros de pesquisas, listados por pais.

Inclui ainda, nesta parte, um indice de classificacfio de produtos, listados em 14
categorias gerais, camo: agricultura, sistamas analiticos e diagnosticos, energia,
enzimas, fermentacao, entre outros,

2o final do Hvro, ha um indice geral, alfabético, com referéncia cruzada.

Ledila Vasconcellos
Sociedade Brasileira de Micrcbiologia
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitéria USP
05508 Sio Paulo SP
Joumal of immmology methods: an inbermational journal, (5)3, Jan. 1984, 20
nimeros/ano  US$ 870.00. .

Esta revista j& classica no campo da imunologia constitui o que de melhor se
publica scb este aspecto.

Métodos destinados a: 1. Quantitaciio e detecgdo de anticorpos e/ou antigenos e
haptenos  baseados nas interacdes antigeno e anticorpe; 2. Fracionamento e
purificacdo de imunoglobulinas; 3. Isolamento de antigenos e outras substancias
importantes nos processos immoldgicos; 4. Marcagao de anticorpos cam vdrias
substancias; 5. Localizagfo de antigenos e/cu anticorpos em tecidos e célulag "in
vivo" e "in vitro"; 6. Detecgdo e numeracao, fracicnamento de calulas
imunecompetentes; 7. Enszio da imunidade celular; 8. Deteccio de antigenos de
superficie; 9. TolerZncia; 10. Antigencs de transplantac3o; 11. Estudo de assuntos
intimamente relacionados can immidade tais como: camplements, sistema reticulo
endotelial, constituem assuntos de interesse para publicacio.

Os editores e o corpo editorial da revista constituem wn grupo de cientistas do
mais alto gabarito de vdarios paises, todos eles de rencme em immologia clinieca
e/ou basica.

Considerando-se que a imunologia € uma ciéneia situada na interface de varias
outras e ainda mais que os métodos imunoldgicos tém hoje uma aplicagdo ilimitada em
todas as areas de biociéncias e biamedicina, o J.I.M. canstitui periddico que deve
fazer parte cbrigatoria de todas as bibliotecas.

Thereza L. Kipnis
Pept® de Imunologia
Instituto de Ciéncias Biamédicas USP
Prédio ICB-IIIL
Cidade Universitaria UsSp
05508 sSao Paulo SP
Papas, T.S.; Rosenberg, M. & Chirdikjian, J.G., eds. - Gene amplification and

apalysis. Vol. IIT - Expression -of clomed genes in prokariotic and enkaryotic
cells. New York, Elsevier, 286p., 1983.

Terceiro volume de uma série dedicada a difundir _rapidamente informacdes scbre
“Tépicos atuais ‘em biotecnologia™, © livro relne contribuigdes de 63 autores,
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agrupados em 13 capitulos, todos referentes a tecnologia do DNA reccubinante.
Enfase especial €& dada & construcao de vetores ‘e ao estudo da regulagao da
expressao de genes clonados e inseridos 'em vetores. Os capitulos sBo redigidos mm
estilo tJ.pCLOO de artigos de rev:.sao, mas a maioria contém grande massa de dados
cbtida nos laboratfrios dos autores. Além disso hi a preocupacdo (louvavel em todos
os sentidos) de explicitar métodos de trabalho. Presum gue esta Qltima
caracteristica deva resultar de uma decisdo dos editores da série. E, desse modo,
Gene amplification and analysis poderd apresentar a utilidade "de bancada” 6.05
volures da série Methods in enzymology (Academic Press) devotados ao D@
recarbinante e manter, ao mesmo tempo, © apelo acad8nico no tratamento de areas de
fronteira.

'Os capitulos iniciais do livro tratam da integracdo de pramotores em vetores e do
controle da atividade de genes clonados e transferidos para diferentes veiculos de
expressac. Destacamse agul contribuicdes sebre o uso de téonicas genéticas para
cbter-se alta expressic de proteinas "quiméricas" (operon lac de E. cofi fundido
can genes clonados, por exemplo), com especial interesse na produgzo de proteinas
de eucariotos por sistemas bacteriancs. Seguem-se um elegante estudo scbre as
conseqae.nc:.as de Shme—Delgarno e a eficiéncia de tradugdo, trabalhos sobre a
expressio de antigenos virais e oncogenes em E. coli e uma bem desenvolvida secio
final schre técnicas de transfeccdo, incluindo o uso do virus da vaccinia cono
vetor.

Carlos Alberto Moreira Filho

Dept? de Hmunologia

Instituto de Ciéncias Biomédicas USP
Prédio ICB-III

Cidade Universitaria USP

05508 sao Paulo SP

Roizman, B. & Lopes, C., eds. - The herpesviruses: immmohiology and prophylaxis of
homan herpesvirus infections. New York, Plenum Press, vol. 4., 430p., 1985. US$
55,00,

" Este trabalho trata &os conhecimentos scobre a patogenia, imuncbiologia,
profilaxia e tratamento das infeccBes que os herpesvirus produzem no homem, Os
autores dos varics capitulos sfo pesquisadores em plena atividade, de forma que
suas contribuicdes sdo atualizadas e grande nimero delas ainda em desenvolvimento.

As infecgDes primirias do organismo humano pelos herpesvirus {(virus do Henpes
sdmplex, tipos I E II, da citomegalia, de Epstein-Barr e varicela-zoster) ocorrem
na maioria das vezes, desde os primeiros anos de vida até a puberdade. Os
herpesvirus, colonizam o organismo infectado e permanecem por toda a wvida, em
estado Ilatente, nio produtivo, em eguilibrio, no hospedeirc. A presente publicacdo
descreve a varlabllldade das respostas do organismo humano ndo 8O0 durante ©
prnme:.ro contacto com estes virus mas, tambem, cuando ha guebra do equilibrio
virus-hospedeirc. Bnalisa a diversidade das reacgfes imunobiclogicas frente a grande
diversificacic das manifestacdes c¢linicas nos pacientes normais, nos
imono-camprametidos, nas infecgdes congénitas e em neoplasias como no linfoma de
Burkitt, no carcinoma de rinofaringe e no carcinama do colo uterino.

O primeiro capitulo analisa a histdria natural do Heapes sdmplex geruta.l Um
problema em atual expansio e importante pelos efeitos scbre o relacicnamento
pessoal e a atividade sexmal do paciente, em virtude das frequentes recidivas e da
possivel cronicidade. Na mulher acresce, ainda, a possibilidade de aummentar o risco
da ocorxéncia do carcinama do colo uterino e os problemas de transmissdo ao feto e
ao neonato. Revé o tratamento do Heapes sdimplex genital,

Os capitulos 2 e 3 tratam dos mecanismos de defesa do hospedeiro, naturais e
adquiridos, relacionados com a protecdo contra as infecofes pelo virus do Heapes
simplex. S30 revistos os varios mecanismos de defesa natural mostrando a sua
decisiva importancia como barreiras 3 infecgdo primiria e a sua agdo nas recidivas,
L rosposta humoral & infecgdo herpética & estudada analisando as diversas
categorias de anticorpos especificos detectados pelas varias reacfes immoldgicas;
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a immogenicidade das diversas proteinas dos herpesvirus; o significado do
aparecimento das diferentes classes de imumneglobulinas durante a  infecedo
herpética; e procurando avaliar as caracteristicas necessdrias 3 eficicia de uma
vacina, frente a estes conhecimentos. Estuda no capitulo 4, a resposta imme
mediada por cdlulas-T na infecgdo experimental do camundongo.

O capitulo 5 descreve os danos causados pelas alteragdes dos mecanismes da
resposta imme induzida pela presenga dos herpesvirus. Analisa os fenOmenos de
hipersensibilidade mediados por IgE, a immopatologia relacicnada aos
immne-camplexos € aguelas mediadas por linfocitos T. Descreve os Ultimos avangos
técnicos que poderdo ser utilizados no cantrole das reacdes immocpatoldgicas,

O capitulo 6 versa scbre a immidade celular na citomegalia mostrando que ha
possibilidade de serem definidas muitas fungbes das cé€lulas efetoras, funcgbes estas
moito importantes para a defesa do paciente tambdm, e, que € possivel modificar a
resposta immne alterada em beneficio do doente.

Os capitulos 7, 8 e 9 tratam do virus de BEpstein-Barr {(virus EB). 0O capitulo 7
descreve a imuncbiologia das infecgSes pelo virus EB em primatas e no haram e de
cutros herpesvirus linfotrdpicos de primatas. O capitulo 8 versa scbre a immnidade
mediada por c€lulas nas infeccdes pelo vimus EB e o capitulo 9 sobre a
imenobiologia das neoplasias associadas ao virus EB. Descrave como .- 05 novos
conhecimentos obtidos nesta area poderdo awxiliar no diagndstico da enfermidade e
nos cuidados otm o paciente. Indica novas nedidas potencialmente importantes no
tratamentc das neoplasias associadas ao virus EB. :

O capituio 10 expde os aspectos da infecgdo pelo citamegalovirus apds os
transplantes de Orgaocs. Os capitulos 11 e 12 descrevem a camplexidade da resposta
imune nas infecgdes pelo virus EB através do estudo da immedeficidneia para o
virus EB ligada ao fator X e a defeitos do sistema interferon. Estes capitulos
mostram camo as infeccdes pelos herpesvirus podem ser gravissimas nos  individuos
imno-deficientes. ’ )

Cs capitulos 13 e 16 estudam, car mindcias, os diversos aspectos da vacinacdo
contra  a infecgdo pelos herpesvirus {(Heapes sdimplex, citomegalia, varicela e virus
de Epstein-Barr) campo que estd em franco progresse impulsicnado pelas novas
conquistas da biologia molecular, imunoquimica e engenharia gendtica, abrindo
importantes possibilidades que sfc criteriosamente avaliadas.

Os capitulos finais analisam os métodos de tratamento das infecgBes herpSticas:
capitulo 17 - a quimioterapia; capitulo 18 - a interferonterapia; e capitulo 19 —
cs potenciadores imunolégicos. Mostram que as tentativas realizadas até agora
trouxeram alguns resultados positivos ao lade de muitos ensinamentos e do
reconhecimento das dificuldades de avaliacio das medidas terapButicas. Demcnstram,
assim, que os estudes futuroes deverfio ser feitos cam grande rigor e refinamento
tanto em relag@ic acs agentes terapSuticos como no planejamentc das pesquisas.

Este volume &, portanto, rico em ensinamentos recentes e {teis, tanto paxra
pesquisadores como para clinicos.

Renato Piza de Scuza Carvalho
Prof. Titular de Virologia
Instituto de Ciéncias Bicmédicas USP

Sasazuki, T. & Teda, T., eds. - Immmogenetics: its application to clinical
medicine. New York, Academic Press, 308p., 1984. US$ 30.00.

O livro "Immunogenetics: its application to clinical medicine”, editado por
Takehiko Sasazuki e Tomio Tada, da Academic Press, 1984, & constituido de wuma
coletinea dos 28 artigos considerados mais importantes que foram apresentados na
conferéncia camemorativa do 109 aniversirio da Fundacdo de Pesquisa M&dica
Japonesa, realizada em Toquio em 1983. Nos trabalhos preparados para este volume,
sdo citados e discutidos os recentes conceitos e achados da imunogenética, assim
camo os problemas e implicacdes para medicina clinica, sendo portanto um  livio de
immelogia especializada e ndo um livre basico de texto.

Os artigos foram agrupados em quatro capitulos, dando énfase, respectivamente, a
Gens da resposta imune e doengas, Interagfes celulares e ativacio na resposta imune
humana, Restricfes genéticas na rede e circuitos, e Genética molecular e Bioguimica
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" das moléculas imunologicamente importantes.

No 19 capitulo, s3o yelatadas a existéneia de gens daminantes associados ao
sistema HIA que determinam resposta baixa ou ausente a determinados antigenos por
inducio de céiulas T supressoras especificas, e a correlacao de doengas auto-immes
com gens do complexo principal de histocompatibilidade em modelos experimentais.

No 2@ capitulo, inicialmente sao apresentados dados correlaciocnando fenotlpo e
funcdo de subpopulagles de linfocitos T, assim com requlacdo da ata.vaqao de c&lulas
B por fatores derivados de hilbridamas de células F. Posteriommente, sdo abordados o
desenvolvimento e funcio de subpopulages de linfocitos de individuos apresentando
um espactro de immnodeficiéneias caracterizadas por panhipogamaglobulinemia, a
fungdo imnorequlatdria e o fenot:.po de superficie de dois tipos de leucemias de
células T maduras {Sindrome de Sezaxy e ATi~leucemia de célula T do adulto}, e
alguns dos mecanismos das o@lutas T que xegulam a2 formagdo de anticorpos
anti-receptor para acetilcolina em miastenia gravis e a formagdo de anticorpos
antl—tlreoglohxla.na em tircidite cronica.

0 3% capltulo é composto de textos mais descritivos e enfoca o envolvimento de
interacoes idictipicas na selecBo e manutencao de um amplo repertorlo de receptores
no sistema imme. E abordado também que algum tipo de pressdo seletiva possa ter
sido exercida por certos virus schre fatores genSticos -associados & resisténcia
immnoifgica e que, portanto, os antigenos principais de histocompatibilidade
estariam envolvides no precesso de reconhecimento viral.

O 40 capltulo & dedicado a contribuigdo do desernwolvimento e aperfeicoamento de
novas técnicas da genftica molecular. A obtengdc de sondas de DNA especificas para
antigenos de h:.stoccx@atlblhdade Classe I ou (lasse IX (clones de DNA
camplementar) ,  tornou possivel o desernwvolvimento de métodos de hibridizacao
cramsstinica "in situ” que podem ser utilizados clinicamente na identificagdo das
sequéncias de gens que tenham sido perdidos, anpliados ou translocados por
alteracao cramossdmica, assim como podem fornecer J_nformaf;oes mais detalhadas scobre
as proteinas codificadas por estes gens. As inovagdes técnicas sao relatadas com

muita clareza e ilustradas com esquemas e figuras que fazem deste capitulo um dos
mais importantes para o entendimento da imuncgenética atual.

Neison F. Mendes

& Zulma F. Peixinho

Escola Paulista de Medicing
Rua Botucatu, 862

04023 S&o Paulo Sp

Veterinary immnology and immmopathology: an  international joarnal, 5(3), Jan.
1984. 12 pmeyos/ane US$ 162.00.

Esta revista velo preencher uma lacuna existente na area de immnologia que &
destinada 2 imumnoclogia veterinaria.

Os estudos de immologia veteriniria e a Imnopatologia ganharam énfase nos
Qltimos anos, chegando hoje ao ponto de constituir uma disciplina con seus
interesses proprios. Assim sendo a existéncia deste periddico € uma consequéncia do
estado atual da arte.

Constituem assuntos de interesse para publicagao. 1. pesquisa dos sistemas imunes
de animzis (aspectos basicos); 2. imumoguimica, tumores, transplantes: 3. térnicas
e deserwolvimento em imunodiagnostico veterinario; 4. imunologia clinica,
immologia e immopatologia de doengas infecciosas e paras:.tanas.

Esta revista devido ac enfogue J.munologloo e comparativo & tao abrangente que
constitui consulta obrigatdiria nio s& aos pesquisadores da area veterinaria, caw
tanbem acs interessados em imunologia médica e em imunopatologia.

Thereza L. Kipnis

Depte® de Imunologia

Instituto de Ciéncias Biamddicas USP
Prédio ICB-III

Cidade Universitaria USP

05508 530 Paulo SP
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PRODUCAD DE BIOGAS A PARTIR DE RESIDUOS ORGANICOS

De 6 a 17 de dezembyo de 1982, a SBM - Sociedade Brasileira de Microbiologia e o
CLAMA - Comité Latino Americano de Microbiologia Ambiental realizaram o I Simposio
Latiocamericano de Producie de Biogds., Durante o evento, foram apresentados
conferencias e comunicacSes a respeito de programas mantidos por agencias
governamentais e empresas atuantes na area de energia.

Com as dificuldades encontradas para editar textos, relativos s apresentacdes
durante o ‘evento, a SBM ipiciou a divulgacdo de informacdes fornecidas pelos
autores, atraves da Revista de Microbiologia.

Os artigos nio foram submetidos i revisio editorial, na forma adotada para as
contribuicbes regularmente submetidas para publicacac na Revista. Por razoes
operacionais, as matrizes nfo foram revistas pelos respectivos  autores,
Consequentemente, a editoracdo da Revista de Mierobiologia antecipa o pedido de
desculpas aos autores, pelds erros que vierem a ser introduzidos, inadvertidamente,

A EXPERIENCIA DA IMPLANTACAO DE BIODIGESTORES RURAIS NO BRASIL

Nommardo Alves da Silva

ﬂﬂiBRATER
SEP/Norte W3, Q.515, Lote 03
70770 Brasilia DF

O cbjetivo geral do projeto de difusio de biogis, da EMBRATER, é de incrementar o
COnSUNO energético nas dreas rurais, mediante a difusfo do uso de biodigestores,
visando a melhorar a qualidade de vida das populacdes rurais e assim contribuir
para a fixragio do howem no meio riral.

a. Pramover a difusdo e a instalagio de biodigestores a nivel de produtor rural no
pais; b. Oferecer aos produtores rurais uma nova energia alternativa de baixo
custe, capaz de substituir o cambustivel de petrdleo para motores de ciclo Otto e
Diesel; c. Fortalecer a economia daméstica dos produtores rurais, substituindo a
lenha, o carvéo, o quercsene e o gds GLP de petrdleo, pela combustio do biocgas; 4.
Assegurar aos produtores rurais a utilizagdo nas culturas de um biofertilizante
rico e assimilavel; e. Despoluir 6 meio ambiente através da reciclagem dos dejetos
animais e humanos no biodigestor; f. Fornecer um efluente despoluido, rico em
matrientes, para alimentar animais e peixes.

Justificativa do projeto

O biggds & uma opgio energética promissora, dentro da drea da bicmassa que pode
ser utilizada em todas as empresas agricolas, mesmo havendo disponibilidade de

eletrificacdo rural. ‘

- Teoricamente o biodigestor & vidvel para todas as empresas rurais, mesmo que nio
disponham de dejetos animais. :

Atwalmente o biodigestor & considerado uma peca indispensivel para o
deservolvimento de uma agricultura moderna e biodindmica.

0 biodigestor preduz o combustivel e o biofertilizante., Bn decorréncia, recicla
os residuwos orglnicos das culturas e dos dejetos animais, controla a poluicio do
meio ambiente, melhora a fertilidade do sclo, aumenta a producdo agricola, melhora
as condigdes de higiene e saide da familia rural, dos -animais e das plantas,
concorre para a alimentacSo dos animais e dos peixes, reduz a m3o-de-obra nos

.Rev. Microbiol., So Paulo, 17(3):287-289 Jul./Set. 1986
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trabalhos da sementeira, de carpina e dos trabalhos domésticos, proporciona mais
lazer para a familia contribuindo para a fixacZo do hamem no meio rural.

A adogio dos bicdigestores pelos produtores estd diretamente vinculada oom a
simplicidade desta nova tecrelogia. )

2 experiénecia brasileira tem demonstrado que os produtos do bicdigestor, o bicgas
e o biofertilizante, vio de encontro acs objetivos dos empresérios agricolas,
resultande wma adoacdo crescente desta tecnologla simples e de baiwo custo.

Assim, o Projeto de Difusio de Biogas estd provecando uma ampla conscientizagao
dos produtores rurais scbre o uso racional de residuos orglnicos, antes sao
utilizados ou relegados a um sequndo planc na propriedade rural. ’

Os proprios ticnicos da extensfio rural estdo desenvolvendo atividades de
substituicdo de fertilizantes quimicos pelo biofertilizante, resultante da
bicdigestao.

A disponibilidade de matéria org@nica nas propriedades rurais & grande e pode ser
reciclada pelo biodigestor, gerands um enorme potencial energdtico, capaz de
substituir parte dos combustiveis derivados do petrdleo.

Neste contexto, o Projeto de difusio de biodigestores no meio ryurai, foi
ccordenade pela EMBRATER no periocdo de 1980/81, em 25 associadas, tendo.alocado
recursos financeiros oriundes do Conwénic MME/MA em 1980, da ordem de 42 milhdes de
cruzeiros e mais 40 milhGes do PME em 1981. :

Nivel tecnolégico atual

No pericdo de 1980/82, o Projeto de difusdo de biodigestores, em processe de
implantacdo no sistema de extens®c rural em 25 Estados, preocurcu definicdo de
tecnologia mais apropriada para as condigdes do meio rural brasileiro, redefiniu
metas e diretrizes e procurcu reduzir a relacdo custo/beneficio dos biodigestores,
buscando solugbes mais campativeis com a nossa realidade rural.

Neste pericdo, a criatividade dos nossos técnicos foi fator positivo para
encontrar solucdes dos problemas que apresentaram os modelos classicos de
biodigestores {chings e indiano) dentrc da nossa realidade rural. .

Atualmente, na maioria dos Estados, os téenicos ja dominam a tecnologia de .
construcic e implantagfo de biodigestores. Persistem, todavia, os problemas de
manejo dos biodigestores e do biofertilizante pelos produtores e técnicos: E
necessirio tempe para que os produtores incorporem e dominem a tecmologia, com a
ajuda dos técnicos da extensdo rural.

Na auséncia de  resultados de pesquisa, os extensionistas estdo instalando
unidades de cbservacio, para dispor de elementos técnicos sobre o use diversificade
do biofertilizante nas diversas culturas como fator de adubacdo organica rica e
despoluidor do meic ambiente. ) ]

Con relagdo ao tipo de biodigestor mais procurado pelos produtores, © modelo de
cipula fixa estd se revelando de maior aceitagac entre os modelos conhecidos, por
ser de baixo custo, de facil manejo, tempo de wvida UGtil e nao utilizagac de
material ncbre na construgdo. .

Novas tecrnologias de biodigestores e novos processos de biodigestzo precisam  ser
incorporados constantemente através de capacitacdc e reciclagem dos extensionistas
que estio transferindo estas tecnwlogias para os produtores rurais.

Por sua vez, a indiistria privada de equipamentos e motores a biogés, continuara a
ser estimulada e apoiada para que participe do processo de deservolvimento destes
produtns que serdo absorvides pelos usvarios do biogas,

Algquns resultados alcancados de 1980 a 1982

a. No pericdo de 1980 a 1981 o Projeto instalou 1982 biodigestores a nivel de
propriedade rural e 280 Unidades Demonstrativas que sao pdlos de difusdo da
tecnologia de biodigestores no meio rural. Neste mesmo periode estavam em -
construgao mais 468 biodigestores. .

b. No mesmo periodo de 1980/81 as associadas capacitaram 2983  técnicos
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extensionistas em tecnologia de biogas, atrav@s de 149 cursos pars difundir
diretamente ao0s produtores rurais a tecwlogia do blogds, realizando 281
dias-de—campo can frequéncia superior a 37900 produtores rurais.

c. Em- 1980/82 o8 extensionistas realizaram 563 excursdes para 15322 produtores e
1899 reunides para 31976 produtores interessados em biogds, além de programas de
radio {910) e de ™V (85).

d. Milhares de cartazes (78400) e folders (630000} alusivos ao biogds estio
digseminando a nova tecnologia no meio rural brasileiro.

e. No periodo de 1980/82 foram 3.mpressas e distribuidas no meio rural 21200 cartas
circulares e realizadas 142 exposictes sobre biogis, com a presenca de milhares de
produtores.

f. Os bancos prlvados e oficiais realizaram em 1980/82 através dog extensionistas,

820 enpréstimos para instalagdo de biodigestores no valor de Cr$ 219.472.000,00.

g. 2 indiistria privada estd construindo equipasmentos e notores exclusivamente a
biogas, colabocrando no Projeto Embrater/MA para atender a demanda dos produtcres
rurais e exportandc estes bens para a América Latina,

h. A IMBRATER esti coordenando a Rede Latmoamerlcana de Biogas e Rec1clagan
Orgdnica por delegacdo da FAD e de 14 paises que reunidos em mesa redonda em
junho/81, em Brasilia, constituindo a Rede de Biogas para estimular a cooperagdo
horizontal entre instituictes da América Latina,
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