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STUDIES ON STRUCTURE ACTIVITY RELATIONSHIPS: CORRELATION OF ANTI-
MICROBIAL ACTIVITY WITH PROTONATION CONSTANTS

Padmakar V. FEhadikar
Bhagyashree Pol
% Syed Mushtag All

Department of Chemistry

D.A.V.V. Vygian Bahwan, Khandwa Road
Indore 452001

India

Sumary

The correlation of antimicrobial activity of salicylic acids
with their protonation constants shows that activity of salicylic
{SA)~, f4-aminosalicylic (44SA)~, S-sulphosalicylic (588A)7 and
3,5-dinitrosalicylic (3,5DNSA)” acids is found to be in the or-
der: 588A > SA > 4ASA > 3,5DNSA, which is the order of protona-
tion of phenolate oxygen. The maximum antimicrobial activity is
attributed to the presenmce of “NHy and TS03E groups in the sali-
cylate moiety. :

Resumo

Estudos das refaches entre estwturna e alfividade: connelacas da
atividade antimicnrobiana com as consiantes de protonacds

A correlacdo da atividade antimicrobiana dos acidos saliciticoes
com as constantes de protonacac mestra que a atividade do salici-
licos{SA), 4-amino salicilico (4ASA), 5 sulfo salicilico (5884} e
3,5,dinitre salicilico (3,3DNSA) é encontrada na sequéncia: 555A
> SA > 4ASA > 3,5DNSA, que é ordem de protonacdo do oxigénio no
fenolato. A maximaz atividade antimicrobiana é atribuida a presen-
ca de radicais "NH; e TS03H no ndeleo do salicilato.

Introduction

Salicylic acid and its derivatives have been widely used in medicinal chemistry
(10, 11). Recently, we have reported (3,6) the antimicrobial activity of metal
chelates of salicylic {SA)—, 3:5 dinitrosalicylic (3,5DNSR)”, 4-aminosalicylic
(4nS2)~, S-sulphosalicylic (5SSA)” acids and their mixed ligand complexes (2, 4}.
The results have shown that chelation erhaces the acktivity in each case. In an
attempt to correlate antimicroblal activity with bonding parameters of metal
chelates it was thought worthy to investigate the correlation of activity with
protonation constants of salicylic acid as they are responsible for the formation
of metal chelates.

The formation of metal chelates and thevefore thelr antimicrobial activity,
generally, depends upon the presence and position of different groups in the
organic molety acting as a ligand. In salicylic acids it is reflected by their
protonation constants. In view of this the present communication deals with the
antifungal and antibacterial activity of Sh, 558A, 4ASA and 3,5DNSA, so as to
chserve the effect of protonation constants on the antimicrobial activity.

Rev. Microbiol., Sao Paulo,. 17{4) :291-295, Qut./Dez. 1986.
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Material and Methods

Chomicals -~ A1l chemicals used were of B.D.H. BAnalar or eguivalent grade. The
salicylic acids as mentioned above were used as supplied.

pH-measunements - The pi-measurements were made employing Cambridge bench—type
pi-meter with an accuracy of #0.001 pH unit.

Fungicidal scneening - Salicylic acids as listed were screened for their antifungal
activity in vitre by agar growth technique (1) against five fungi as listed in
Table 1. The test solutions of 1% concentration were prepared in dimethyl formamide
(DMF)}) Sabouraud's agar media was used for culturing the organism. The melted media
was aseptically poured into petri~dishes and then 2.0ml of inocula was added to the
dish.

The inccula of the tested organism were prepared on the agar nutrient medium at
24 £ 1°C for twenty four hours incubation. The 2mm disc of inccula dissolved in 2mi
of previously sterilized water in aseptic condition to aveid contamination were
used for all the experiments, In case of fungi the hyphae and spores were used
while in case of bacteria only spores solution was used. After setting, £ cups of
6 diameter were cut by sterile cork borer and filled with the test solution.
These incculated plates were incubated for 72 hours at 24 * 19C. The inhibitory
effect was noted against the test organism by measuring the diameter of the
inhibition zone around the cups.

Antibactenial screening - Filter paper disc diffusion method (10} was followed for
determining antibacterial activity. Samples were dJdissolved in DMF to get 1%
concentration. Whatman No. 1 filter paper discs of 6m Jdiameter were socaked 1in
solution of respective samples and placed in nutrient agar plates surface sesded
with test organisms.

The inocula standardisation was carried out as described earlier. The inhibitory
effect was noted against the test organism after incubation of the platss for 24
hours at 37 £ 1°C. The diameter of the inhibited zones were measured.

During the determination of antifungal and antibacterial activities, all the
pessible precautions were taken to keep the conditions of the experiments uniform,
such as camposition, pH, thickness of media, inoculum size, temperature, time of
incubation, quantity and concentration of drug selution and the criterion used to
measure activity.

The presence of a definite zone of inhibition of any size surrounding the paper
discs indicated antimicrabial activity. The zones of inhibitions were measured to
the nearest mm by means of a metric meter and an illuminated Cuebec colony counter.
All tests were conducted in triplicate with three discs per dish. Therefore the
measurements of eaCh zone of inhibition represents the mean value of at least six
recordings. The mean values are recorded in Table 2. :

The statistical analysis of the data amploying student t—test indicated
experiment significant at 5% level. ‘

Protonation consiants - Bjerrmuns pH-titration technique as described by Rhadikar
and Deshrukh (3) was used for the estimation of protonation constants under the
experimental conditions used for studying the antimicrobial activity. The results
are given in Table 1.

Results and Discussion

During the determination of antifungal and antibacterial activities all possible
precautions were taken to keep the conditions of the experiments uniform regarding
thickness of media, inoculim, time of incubation and the guantity of test soluticns

used.

Protonation constants - The protonation constants and the results cbtained for the
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Table 1 — Protonation constants f£or salieylic

acids (30x10C)2

Symbols:a. = Log K% = Protonation constant for

phenolate oxygen; Log Kg = Protonation constant

for carboxylate anion; Log Ky = Protonation

constant for protonation of ~NHp/~SO3H group;

Log Bg = Overall protonation constant; Log 8, =

Overail protonation constant for protonation of

phenolate and carboxyl oxygen; * = Protonation
constant for protonation of "NHp group; *E =
Protonation constant for protomation of TSOsH
group

. H H - B H
Acid Iog Ky Tog Klg Tog ¥3 Log 83 1og 82
SA 11.90 3.20 B 15.10 15.1C¢
5-ASA 11.20 5.95* 2.79 19.76 13.99
5-85A 12.20 3.08 1. 95%% 17.23 15.28
3,5-DNsa 8.17 2.03 - 10.20  10.20

antimicrobial screening of salicylic acids are given in Tebles 1 and 2
respectively. The persual of Table 1 shows that the protcnation of phenolic oxygen
of salicylic acid (log K%i} moiety follows the order: 5-8SA > SA > 4ASA > 3,5-DNSA.

Table 2 - Antifungal and antibacterial activity of
salicylic_aciésb.

Symbols: b. = Including the diameter of disc (6mm}; ++ =
Dimethyl formamide (DMF) not showing activity; - = Hot
showing activity. The statistical analysis of the data
employing student t-test indicated experiment significant
at 5% level

Mean diameter (mm) of inhibited zones™*

8& 4-BSA >-85A 3,5-DNSA

Fungi
Cunninghametla sp. - - - -

Rhizopus nignicans 15 14 16 1%
Peniclliium chaysogesum - 12 14 14
Aspengdlius nigen —- 14 10 -
Mucor Species- 12 12 14 14
Bacteria '

Proteus vufganis 8 10 - 8
Pseudomonas aeruginosa 9
Bacillus subtilis 7 17 13 14
Escherdichin coll 7
Salmonella Zyphi -

Staphylococcus aurews

15

13

The corresponding values for the protonation of carboxyl oxygen (log Kg) follows
the sequence: SA > 5-SSA > 4-ASA > 3,5-DNGA.
The order of overall protonation (log 8%) being: 4-ASA > 5-ASA > SA > 3,5-DNSA.
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If we do not consider the protonation of ~NHp (4-ASA) and —SOsH  {5SSA) groups
which do not participate in chelation with metal ions, the overall protonation {(log
BY) then follows the order: 5-SSA > SA > 4-ASA > 3,5-DNSA.

Antifungel aetfivity - The results reported in Table 2 indicates that, except for
Cunninghamefle  sp., all the salicylic acids screened eshibit antifungal activity.
However, the acids differ in their fungicidal nature, which may be attributed to
the presence and position of different groups in the salicylic acid mojiety and
therefore to the corresponding protonation constants.

In general the antifungal activity of substituted salicylic acids is found to be
more  compared with the parent salicylic acid. Purther more, 5-SSA exhibited maximam
antifungal activity. It is noteworthy that 3,5-DNSA exhibit identical behaviour
‘against all the fungl used.

Antibacterial activity - ril the salicylic acids are found to be active against the
bacteria used, except E. coli against which salicylic acid alone is fourd to be
active.

The parsual of Table 2 shows that 4-ASA exhibits pronounced  antibacterial
activity against all the bacteria. The antibacterial activity of 4-ASA, 5-SSA and
3,5-DNSA against B. subtilis is found to be zbout two to three times greater than
the parent salicylic acid.

Connelation of the activity with profonation constants - The camparison of results
presented in Table 2 with the protonation constants given in Table 1 indicates
that, in general, the inhibition of fungal growth increases gradually with increase
in the overall protonation constants (log 8)) of salicylic acid and also
protonation  of phenclate oxygen. The inhibition“sequence being: 5-SSA > SA > 4-ASA
> 3,5-DNSA.

This indicates that protonation of phenolate oxygen is probasbly responsible for
the antifungal activity exhibited by salicylic acids.

No defimite trend between antibacterial activity and protonation constants ocould
be cbserved. However, in case of B. 4ubfilis, antibacterial activity follows the
order: 4-ASA > 3,5-DNSA > 5-SSA > SA.

Conclusion

The results have shown that the protonation of phenoclate oxygen is responsible
for the exhibition of antimicrobial activity of salicylic acids. Further, the
presence of ~NH; and — 3 groups are probably responsible for maximumm antifungal
activity while "NHp group is responsible for the enhanced antibacterial activity of
salicylic acid moieties.
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Resumo

Foram isoladas e caracterizadas 14 amostras de Actinobacillus ac-
Linomycelemcomitans, de lesdes periodontais humanas, de 30 pa-
cientes ds Clinica de Periodontia da FO/UFMC. As amostras foram
isoladas em meic seletivo (TSBV), em anaerobiose e microaerofi-
iia, e estudadas com relagdo as caracteristicas morfoldgicas (co-
loniais e celulares), bioquimicas e fisiologicas, alguns aspectos
de conservacao de culturas e seu comportamento quanto a inibido-—
res quimicos e corantes. Todas as amostras isoladas apresentaram
as caracteristicas morfoldgicas (coloniais e celulares), bioqui-
wicas e fisioldgicas tipicas da espécie. Todas cresceram em mi—
croaerofilia, as temperaturas ambiente (23-250C), 280C e 370¢,
sendo inibidas a 45°C. Todas permaneceram viaveis, em cultura,
até 72 horas a atmosfera ambiente: em anaerobiose e microaerofi-
lia, a 37°C e, em condigdes atmosféricas a 49C, até 15 dias. A
caracterizacdo bicguimica e fisiologica yeforca os dados da lite-—
ratura quanto a heterogeneidade do grupo A. actinomycelemeomd -
Zans, indicando um provavel desdobramento taxonomico.

Summary

Actinobacillus actinomycetemcomitans from human periodonial Le-
&dons: monphologieal, biochemical and physicfogical characteriza-
Lion

14 strains of A. acfdinomycetemcomitans were isolated from 30 hu-
man periodontic specimen. Strains were characterized by morpholo-

*Adilio parcial CNPg (Processo ne 406022/85) .

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 17(4) :296-306, Out./Dez. 1986,



297

gical, physiological and biochemical features. All isolates pre-—
sented typical cellular, colonial, physiological and biochemical
characteristies as described in the 8th Bergey's Manval and in
Slots (27). Cultured in microaerophilic conditions, all strains
grew up at 280C .and 37°C and were inhibited at 45°C. None of them
resisted to 60°C for 30 minutes. The strains kept viable until 13
days, in culture, under anaerchbic and microaerophilic conditioms,
at 379C and at 4°C under atmospheric conditiens. This study as
" other previously described confirm the relative heterogemeity of
the A. actinomycetemcomitans group and the necessity to stabilish
the taxonomic relatienship of this organism.

Intrcdugan

A hipdtese da ocorréncia de placas especificas, com maior potencial cariogénico
cu pericdorpitico e a consequente necessidade do aprofimdamento dos estudos para se
avaliar os possiveis papdis dos diversos microrganismos cam reconhecimento
potencial patogénice, tendo em vista a camplexidade da flora oral, geron ima
YVerdadeira corrida em busca de dados bacteriologicos que pudessem orientar de forma
mais objetiva o diagndstico e tratamento das doengas orais.

Durante alqumas décadas, apds sua descrigdo original por Klinger {(13), A.

actinomycetomeomitans foi mencionado na literatura como usualmente associado a
lesdes actinomicdticas, fato que suscitou seu nome distintivo, dada sua reconhecida
associacio com Actinomyees israelil {5, 9).
" antes dos relatos de King & Tatum {12), em 1962, scmente Thjotta & Sydnes {(32) e
Valed & Gilliard (34) haviam descrito o isolamento de A. actinomycetemcomitans em
infeccles nio relacionadas '3 actinomicose. Na década de  setenta A,
actinemycetemcomitans passou a ser isolado de diversos tipos de doencas
periocdontais (24, 25), sugerinde Irving & col. {11) cque poderia servir ocome
provavel indicador do processo, apds demonstrar a reproducdo experimental da
doenca, incculande em ratos isentos de gemmes o microrganisme isolado de
pericdontite juvenil humana.

A. actinomyoetemcomitans apresenta uma série de camponentes citotdxicos e pode
elaborar imueros produtos que podem contribuir para destruicgo de tecidos
pericdontais, destacando-se uma potente endotoxina, uma colagenase, um fator
citotfxico para leuchcitos polimorfonucleares e monccitos humancs (leucotoxina) ,
ma toxina indutora de reabsorcdo Sssea e um ativador de células policlonais "B"
(3, 15, 29, 33).

n literatura nacional nio faz referéneia  ao isolamento de A,
actinomycetemcomitans como flora normal ou possivel agente etiolbgico de infecgles,
sejam mistas ou monamicrobianas, quer da cavidade oral ou quaisquer cutras regites
do corpo. Do ponto de vista bacterioldgico, a experiéncia naci , can relagdo ao
isolamento & caracterizacio de A. actinomycefemcomifans, cuja localizagao
taxondmica & ainda bastante fragil, & escassa ou, praticamente nula.

Desta forma, considerando-se, mesmo sem  dados estatisticos mais profundos, a
reconhecida alta prevaléncia desta infeccdo no pais, cuja populacio predominante &
de individuos jovens e carentes scob todos oS aspectos; e considerando-se a
necessidade de se deserwolver uma experiéncia nacicpal, do panto de vista
microbioldgico, que possa dar o devido suporte cientifico & clinica, © presente
trabalho teve como objetives: a) aprimerar a metodologia de estudos de germes
anaerdhios, levande em consideragio a varidvel sensibilidade ao oxigénio, e
implantar wea rotina para isolamento € caracterizacio de A. actinomycelemcomifans
que possa ser utilizada em nosso meio, ndo sb para esse microrganismo mas também
para outros anaerdbios mais exigentes e sensiveis, de importincia na patologia
hunana e animal, gerando, com iss0, a formacio de recursos hwmanos; b) Contribuir
para o cenhecimento de A. actinomyostemeomitans , pouco estudado em nosso nmeio,
isolando e caracterizando amostras de lesdes pericdontais umanas.
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Material e M&todos

O material utilizado foi coletado de pacientes selecionados por apresentarem
sitios cam lesCes periodontais clinicamente evidentes, com bolsas variando em madia
de sete a dez milimetros de profundidade, mum total de 30 individuos, na faixa
etaria de 14 a 50 anos, sendo 12 entre 14-25 e 18 entre 28-50 anos. Esses pacientes
foram admitidos na Clinica de Periodontia da Faculdade de Odontologia da URMG para
tratamento de doenca @ periodontal avancada em molares e incisivos { periodontite
Jjuvenil localizada), doenca periodontal progressiva generalizada em jovens
{periodontite juvenil generalizada) e periodontite de adulto.

Os espécimes foram coletados utilizando-se cones de papel absorvente estéreis,
que pemaneceram por dois sequndos no interior da bolsa, sendo transferidos, sob
fluxo de CO;, para 2,5ml de solugdo de Ringer pré-reduzida (PRAS), pH 7,2, rpa qual
eram transferidos ao laboratoric para posterior pProcessamento, com intervalo maximo
de duas horas (28). O espécime era sutmetido 3 agitacio em vortex por 60 sequndos,
para dispersa-lo do cone de papel. Em seqguida todos os procedimentos incluindo as
diluices, plagueamento e incubacio nas diferentes atmosferas foram processados
segunde Slots (28), utilizando-se o meio seletivo (TSBV) camo proposto, cwja
eficiéncia foi provada e controlada pelo cultivo das amostras de referéncia 29.522,
29.523, 29.524 (ATCC) e 9709 e 9710 (MCIC), fornecidas pelo professcr Jorgen Slots
{Dep. Oral Biology and Periocdontal Diseases, Clinical Research Center, N.Y.
Buffalo, Usa).

ApOs trés dias de incubacdo cbservaram—se as coldnias caracteristicas com lupa
esterioscopica, conforme degcrito para A. actinomycetemcomitans (28) , ubilizando-se
ocemo padrdo as  amostras de refer@ncia. Das coldnias suspeitas faziam-se repiques
para "Brain Heart Infusion Broth" (BHI-PRAS), incubando-se a 379C por 48 horas,
transferindo-se entdo wma gota de cada cultura para 5ml de solucgdo de Ringer
{PRAS) , realizando-se diluicSes seriadas e transferindo—se aliquotas de 0,Tml das
diluigdes 10™° a 1077 para placas do meio seletivo, incubando-se como Citado, Apds
48 horas cbservavam-se as colfnias crescidas nas diferentes atmosferas, e
realizava~-se o teste de catalase e coloraclo de Gram.

Das coldnias caracteristicas procedia-se o repique para Tryptic Soy Agar" (TB)
suplementado (28}, para posterior caracterizagic bioquimico-fisioldgica,
incluindo-se acdo de alguns inibidores quimicos e corantes, de fatores abidticos o
consexvacde de culturas, utilizando-se meios e procedimentos sequndo Cowan (9),
Carvatho (4) e slots (27). O estudo das caracteristicas celulares e de cCrescimento
em meic liquido foi realizado em BHI-pré-—reduzido (PRAS). Apos controle de pureza,
as amwostras eram preservadas em meio "TB" e liofilizadas.

Resultados e Discuss3o

O emprego de meio seletivo TSEV (28), pela adicio de bacitracina e vancamicina,
nas concentragoes de 75ug/ml e Sug/ml, respectivamente, permitiu suprimir a maioria
das espécies orais, levando a um isolamento significativamente alto de A.
actinomycetemeomitans, em comparacis cam cutros meios 50 eficazmente seletivos.
Esse melo supera, ainda, varios problemas de cultivo de microrganiseo, uwsa vez gque
o enriquecimento com soro de cavalo, em vez de sangue, garante sea isclamento, mas
suprime o crescimento de Haemophifus, requerente de fator hemina, permitindo ainda
a aplicacioc direta de dgua oxigenada no isolamento primario para a caracterizacio
presuntiva de A, actinomycetemeomitans. :

Sequramente a eficiéneia de isolamento aleancada se deve também & técnica de -
coleta dos especimes, usarndo-se cones de papel absorvente estéreis, uma vez que o
microrganismo pode estar localizado junto 3 superficie epitelial contigqua & placa
subgengival (1) e no tecido conjuntivo gengival (23).

Seria importante ressaltar a eficiéncia das condicdes de anaercbiose para o
isolamento primirio do microrganismo, possivelmente relacicnade com suas condigdes
ecoldgicas "in vivo", garantindo maior seletividade e mostrando um crescimentc cam

.morfologia colonial mais tipica.
Verificou-se, pelos resultados obtidos com as amostras isoladas, um camportamento
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relativamente homogéneo, tanto no que se refere as caracteristicas morfoldgicas,
coloniais e celulares, quanto em relagdo ao camportamento bioguimico, ocorrendo
pequenas variagdes, de acordo com a literatura, e que serao discutidos a seguir,
correspondendo "in totum" ao cbservado com as amostras de referéncia.

Chservou-se a norfologia colonial tipica, descrita para todas as amostras
jsoladas. O *amanho colonial varioa, em média, de 0,5 - 1,0mm de didmetro, quando
sob incubagio por 72 horas em meio sdlido. Entretanto, incubagdo mais prolongada
resultava en aumento de difmetro até 3,0mm, fendmeno ja observado (14, 32).

Na maioria dos isclamentos primarios, as coldnias apresentavam-se viscosas, oam
forte ader@ncia & superficie do meio sblido, deixande pequenas escavagoes, visiveis
quando destacadas e perdendo a ader@ncia por repiques sucessivos {5, 14, 27, 28,
30), o que poderia estar relacionado @ perda de estrutura capsular.

Em meio ligquido todas as amostras isoladas cresciam em floculos, sem turvar o
meio, com tendéncia a se aderir as paredes do tubo e a se formar leve sedimento
pegajoso, confirmande dados da literatura {7, 14, 32}.

As amostras apresentaram caracteristicas celulares tipicas, isto &, mostrando
acentuado plearorfismo, desde cocos a cocobacilos muito pegquenocs (medo s0lido) , até
bastenetes maiores e mesmo formas filamentosas, em meio liquido, dispondo-se as
formas bacilares em pequenas cadeias, come peguenos  aglomerados  dispostos
frrequiamente, e em formas encurvadas (5, 7, 10, 28, 30}). O microrganismo tem sido
dascrito "in vivo" na forma de cocos delgados, agrupados ou ndo (3, 13, 34). )

Erbora descrito por alguns camd nao capsulado (18), testando-se varios métodos
para detecgio de . cipsula, conseguin-se evidenciar essa estrutura pelo metodo de
Hiss, confirmando-se outros achados (10}. Esse envoltdrio, composto de
carboidratos, determinaria o©s sorotipos de A, actinomycetemcomitans, 3a
caracterizados camo a, b e ¢ (36), sugerindo-se um papel ecoldgico e importdncia na
patogénese para oS soxotipos deb, em termos de habilidade de colenizacgdo, de
atzgque aos tecidos orais e de invasdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro.

Considerando-se a heterogeneidade do grupo hoje dencrinado A.
actinomgeeitoncomitans e a import3ncia da estrutura capsular na patogénese, serdo
essenciais estudos com grande numero de amostras e de diversas procedéncias, canc
contrituicio de carater taxondmico para o esclarecimento do seu papel na
colonizagao e viruléncia desses microrganismos.

pulverer & Ko (21) agruparam as amostras em biotipos, reconhecidos com base na
fermentacdc de manitol, galactose e xilose. KRing & Tatum (14), estudando as
caracteristicas bioquimicas diferenciais de A. actiwmycefemcomitans e de fH.
aphrophifus, demonstraram que amostras do primeiro nao fermentavem a lactose e a
sacarose, ao contrario do Qltimo. Da mesma fomma, Slots (27) demonstrou a nao
fermentacio de sacarose, trealose, lactose e amido por amostras de A.
actinomyeetemeomitans, diferenciando-se dacuelas de H. aphiophifus, que fermentaram
todos estes carboidratos. JA Thiotta & Sydnes (32), ao contrario, relatam a
fermentacic da glicose, sacarose, lactose e galactose por A. actinomycelemcomitans,
sendo que as mesmas amostras testadas nzo fermentaram maltose e manitol.

Ipesar do conflito da literatura quanto & fermentagiic de aglcares, as provas
fisioldgicas e bioguimicas sdo, en linhas gerais, relativamente constantes, ¢ que
permitiu a selecdo de algumas caro dados preliminares para identificacdo presuntiva
de A. actinomycetemcomitans (27}. Por outro lado, estes dados conflitantes na
caracterizagio de A. ‘actinomycetemcomifans, que ja apresenta diferentes biotipos
(21), sugerem provavel alteracdo na sistemitica do grupo, com possivel distingdo de
espécies, cano ccorren, por exemplo, can os Bacteroides pigmentados (29).

As provas acrescentadas, que wostram .o comportamento do germe sob  diferentes
temperaturas e atmosferas de cultivo, resisténcia 2 temperatura elevada,
viabilidade em diferentes temperatoras, e alguns aspectos da consexvagao de
culturas, tendo por base o trabalhw de Carvalho (4), relativo a Bacteroddes
melaninogenicus, poderdo contribuir para estudos taxondmicos, confinmadas com um
nurero significativo de amostras.

A Tabela 1 indica que todas as amostras tiveram um crescimento favorecido pelo
Cop (32); indica, ainda, gque todas produziram catalase, pesquisada nas coldnias
tipicas de bastonetes Gram negativos, considerada wma das provas essenciais para
identificacdo de A. actinomycetemcomitans, ou prova para diferenciagdo desta
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Tabela 1 ~ Caracteristicas fisiologicas e
bicquimicas de 14 amostras de A.
actinomycetemcomitans isoladas de lesao periodontal
humana .
Simbolos: + = Reacao positiva; - = Reagdo negativaj
F = Fermentagio; * Reacdo fraca
Amstras
Teste ou substrato o No amostras
¥ . positivas

Motilidade - 0/14
Catalase + 14/14
Oxidase - 0/14
Benzidina + 14/14
Redugao de niftrato a nitrito + 14/14
Indol . - 0/14
Hps - 0/14
Gis de glicose + 6/14
Crescimento favorecido por (0, + 14/14
HemOlise Agar-sangue carneiro - /14
g-galactosidase (ONPG) - 0/14
Hidrolise :

amido - 0/14

gelatina - 0/14
urdia - 0/14

esculing E 2/14
Oxidagio~-fermentacio da glicose F 14/14
Acetil metilcarbinol (VP) - 0/14
Vermeiho de metila (VM) - a0/14

espécie de H. aphrophifus (14, 28).

Tanner & col. {31}, estudande o camportamento de amostras de referéncia de A,
actinomycetemcomilans, demostraram que algumas decompunham a catalase, mesmo quando
testadas apds crescimento em meio basico com aumentada concentragio de hemina, ou
em meio basico com adi¢fio de hemina apds autoclavacdo. Relatam, ainda, que amostras
usadas em seus experimentos foram estocadas em nitrogénio liquide e subcultivadas
por varios meses, o que os levou a acreditar na perda da atividade cataldsica ou,
camo rostrado por King & Tatum (14) , na existéncia de apenas fraca atividade. Esta
cbsexvacdio basecu-se em estudos quantitativos, mostrando que a atividade catalisica
de algumas amostras de f. .inffuenzae crescia com o aumento da concentracio de
hemina no meio. Hr sintese, indicam agueles estudos uma diversidade de respostas de
diferentes amostras de Haemophifus quanto i atividade cataldsica, ocom relagio a
concentracdo de hemina (2, 35).

Esta controvérsia na literatura quanto i atividade cataldsica, ao lado de sua
indicagado caww  dado  tawondmico preliminar na caracterizacio de A,
actinomycetemeomitans, sugere a necessidade de maiores estudos no sentido de se
esclayrecer scbre os possiveis fatores de interfer@ncia, entre estes a hemina. A
diversidade de comportamentc das amostras pode estar relacionada também com  svas
caracteristicas ecolCgicas, refletindo as interacBes microbianas, que tanto
poderiam contribuir para estimular o crescimento "in vivo", oo para inibi-lo,
cano 3a& denonstrado cam relacdo aos estreptococos (29) . Apesar desta controvérsia
ra literatura, vale enfatizar o camportamento hamogéneo das 14 amostras iscladas e
das cince de referéncia, que produziram catalase, claramente evidenciavel.

Cam relacdo as demais provas indicadas na Tabela 1, vale ressaltar a concordincia
praticamente integral do cbservado para as amostras isoladas e de referéncia em
comparacdo. cam a literatura mais recente (22, 27, 31), conforme Tabela 4, onde se
percebe alguma giscordancia entre autores mais antigos quanto & producdo de HoS,
oxidase e reducdo de nitrato. .
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Vale ressaltar a importéncia da produgdo ‘Tshela 2 -  Intensidade  de
de p-galactosidase come mais um  dado acidificacde {I) de carboidratos e
distintive entre as espécies de H. derivados, por - 14 amostras de A,
aphrophilus e A. actinomycelemcomitans, actinomycetemeomitans, 1isoladas de
considerados de grande. proximidade lesdes pericdontais humanas, em
taxonfmica e de caracterizagio ainda funcdo de um controle.
preciria, incluidos na 82 edigfio do Manual S{mbolos: 120,3 = Auseneia de
de Bergey {22) num grupo de localizacgdo fermentacgdo; 0,3<I<0,7 =
incerts, embora na recente sistemdtica Fermentacdo fraca; Iz0,7 =
{15} _posto na familia Pasteurellaceas. A Fermentagiao forte

relevincia da prova se acentua quan&o
observamos gque outras espécies do proprio

generc Actingbac{lius apresentam No de amestras fermentadoras
atividades de B—galactosidase, tornande Carboidratos

esta prova diferencial inter-espécie do 1<0,3  0,3<I<0,7 . Iz0,7
mesmo geénero, como ja relatado (6, 26).

Os estudos bioquimicos referentes & 2onitol :2 1 -
Ffermentacio de carboidratos 530 Arl “’ﬁmab inose 13 ; -
relativamente escassos, permanecendo Calohinse 14 - -
alguns pontos conflitantes. Contudo, oS Dextrina 8 2 4
resultados referentes tanto s amostras Dulcitel 13 1 -
isoladas quantc &s padrdo (Takela 2}, Esculina 14 - 1
podem ser considerados, em linhas gerais, g‘;t"s‘f " 3 I :
camo  correspondentes aos  trabalhos mais Glicose - - 14
copletos (Tabela 4). Glicerol 14 - -

Das divergéncias da literatura quanto as Inositol 14 - -
reacdes de fermentacdo ressaltam-se oS Tnulina 14 - ~
resultados opostos de trabalhos mais Lactose 14 - -

: o e Maltose 5 2 7
antigos (20), com relagdo & utilizagao do Maritol p 2 7
amido e da galactose, comparando-0s <G OS Mancse - 3 1
trabalhos mais recentes (27, 31), com os Melibicse 14 - -
quais coincidem os resultados encontrados Melizitose 14 - -
tanto com as amostras isocladas, quanto coim Rafinose 14 - -
as de veferéncia utilizadas neste  Lanose b9y - T
trabalho. £ tambén importante mencionar a Salicina 14 _ -
variabilidade de capportamento das Sorbitol 14 - -
amostras descritas na literatura com Trealose 14 - -
relacade a maltose, manitol e =xilose, ¥ilose 7 4 3

coincidindo cam os dados deste trabalho e
das amostras-padrdo testadas.

Valeria lembrar, ainda, o fato de que as
provas de fermentagdo da galactose,
manitol e xilose, pela variabilidade, foram utilizadas para distingdo de oito
diferentes biotipos dentro da espécie (21).

Finalmente, as discordincias cbservadas na literatura quanto a algquns aspectos
biogquimicos, particularmente a fermentacio de carboidratos, como por exemplo do
amido, suscitam o questicnamento dos aspectos metcxiologloos, nem sempre descritos,
sequramente nao e utilizando os mesmos meios bisicos, ndo se podendo considerar
padran:.zados nem J.nomlos, nem técnicas para avaliacdo do abaixamente do pH,
mVendo possiveis variacbes de pureza dos substratos, e até mesmo diferengas quanto
as partidas dos meios utilizados.

Os dados da Tabela 3 t8m sua importéncia especial do ponto de vista da
sistemitica, lembrando-se que o microrganismo em questdo &, ainda, de localizagdo
taxontmica bastante fragil. Camo provas dlfea:encz.als, seriam de grande irportancia,
considerando-se as entercbactérias como possiveis transitbrias da cavidade oral.
Por outre lado, algumas daquelas substincias s8o potencialmente utilizaveis na
composicao de meics seletivos para o isolamento de bactérias orails, requerendo os
dados referentes ao verde de malaquita, por exemplo, maiores estudos, ja que todas
as ampostras foram inibidas por essa substancia na concentragac de  10ug/ml,
concordando com Slots (27), substancia esta proposta recentemente para corpor meio
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Tabela 3 - Susceptibilidade de 14 amostras de A.
actinomyeelemeomitans  isoladas de lesdes
pericdontais humanas a substancias quimicas e
corantes.

Sfmboloes: + = 90% ou mais cresceram dentro de 72
horas; - = 90Z ou mais nao cresceram dentro de 72
horas; v = 11-39Z deram reagao positiva:; {1) = a
partir do dgar telurito usou-se meio basico de
Wilkins—-Chalgren (1976)

Hnostras
¥edos e
- agentes inibitdrics . N amostras
Crescimento it

Zgar de Mac Conkey
fvermelho neutro, cristal
violeta, sais biliares) - 1
Agar de Levine eosina-

Azl de metileno{eosina

azul de metilenc) - oo
Agar Safmonella-Shigellfa

(Sais biliares, vermelho

neutro, verde brilhante)

Agar telurito (300ug/ml)?t

Agar cloreto de s&dio (1%)

Igar cloreto de s&dio (4%)

Agar fluoreto de s&dic {10wg/ml)
Agar fluoreto de s&dio (50ug/ml)
Igar fluoreto de sédio {100ug/ml)
Agar cristal violeta {10ug/ml}
fgar cristal violeta (100ug/ml)
Egar cristal violeta {1000pg/mi}
Agar verde brawocresol {1000ug/ml}
Eyar bile bovina {0,5%)

Agar bile bovina (1%)

Zgar bile bovina (2%)

Lgar azul de Evans (1000ug/ml)
Zgar verde de malaguita (10ug/ml)
Agar azul de metileno (100ug/mi)
Bgar vermeiho de fenol (1000ug/ml)
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seletivo (17}, por nac afetar A. actinomycetemecomifans em concentragdes mais
baixas. -

Cam relagao ao fluoreto de sddic, prova pouco mencionada ra literatura (27}, vale
mencionar a sensibilidade de A. actinomycetemcomitans & concentracio de 100ug/ml,
dado Ja utilizado (27) coaw uma das principais provas distintivas de H,
aphrophidus, resistente até a concentracdes acima de 100ug/ml.

E importante que se destacuem as sete provas sugeridas camo preliminares para uma
identificacao presuntiva de A. actinomycetemcomitans (27}, distinguindo-o de H.
aphrophifus, intimamente relacionado, inclusive em termos ecoldgicos, e que
apresenta comportamento exatamente oposto, ou seja: provas de B-galactosidase
(ONPG), femmentagdo de amido, lactose, sacarose e trealose e de resisténcia ao
fivoreto de s&dio a 100ug/mi, positivas e catalase negativa. Vale ressaltar que
diferengas mﬁdbﬁmmm;nkmlmﬂra&mx@hﬁ&ﬂp&ﬁoésmﬁ%ﬁdﬁaﬁmhﬂ&
mesme com relagao aos testes propostos come  preliminares para uma identificagac
presuntiva. .

Os dados quanto & influéncia de alquns fatores abidticos scbre o crescimente das
amostras tém um importante significado ecoldgico, ao lade de orientar sabre a
margem de seguranca e comodidade para o manuseio do microrganismo no laboratorio.
Assim, observoi-se o crescimento de todas as 14 amostras quando colocadas 3



Tabela 4 ~ Caracteristicas citologica e
biogquimico-fisiologicas do A.
actinomyeetfemeomitans em estudo comparativo de 11
autores.

Simholos: V = Variavel; + = Reacgdo pesitiva; - =
Reacac negativa; % = Reacdo fraca; 1 = King Tatum
1962; 2 = Page King 1966; 3 = Pulvever To 13703 4
= Meyrs & col. 1971; 5 = Cowan Steal's 1973; 6 =
Manual Bergey 19743 7 = Affias & col. 1978; 8 =
Slots & col. 1980b; § = Slots 1982a; 10 = Tanner &
col. 1982; 11 = Farias & col. 1985

Testes & Autores/Ano (ver legenda)

substratos 1+ 23456 78 9 1611

Fermentacio

2donitol - -
amido +
Arabinose

Celobiose

Dextrina +
Dulcitol -
Esculina
Frutose
Galactose
Glicose
Glicerol
Inositol
Inulina
lactose
Maltose
Manitol
Manose
Melibiose
Melizitose
Rafinose
Ramnose
Sacarcse
.8alicina -
Sorbitol

Trealose

Xilose

Irdol

Ha2s

(xidase

Benziding -
g-Galactosidase (OXPG) -
Witrato a nitrito + o+ + WV +
Hidmdlise

2mido

Esculina - - - - -
Gelatina - - - -
Uréia R
VP - -
Catalase + o+
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+
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+
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1
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Aprobiose - -+ 4+ - x - - - -
Agar de MacConkey - - - - - -
Agar HSS (L3 - - -
igar de levine EM.B -~ -
Capsula - + +

i
H

Total de amostras 33 32 140 2 221136 15 14
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temperatura ambiente (23-250C}, a 28°C e a 370C. Contudo, houve inibigdo do
crescimento de todas guanto se tentou cultivé-las a 45¢C. Verificouwse, ainda, cue
suportaram crescimento em meios conservados até 45 dias em geladeira e gue nenhuma
resistiu a 60°C por 30 mimitos, Comportamento correspondente foi cbservade com as
cinco amostras de veferéncia., O fato de as amostras terem crescido, embora
escassamente, em microaerofilia, a4 temperatura ambiente, leva a admitir-se que
outros fatores poderiam contribuir para ment8-las viavels no ambiente, camo ja
descrito com relagdo aos anaerdbios Bacteroides pigmentados, isolados de pias e
cuspideiras de ambiente ambalatorial (16).

De todas as 19 amostras cultivadas sob diferentes condicdes atmosféricas, somente
duas das 14 isoladas e duas das cinco de referéncia suportaram crescimento em
aercbiose, bhastante escasso, crescendo todas nas demais condictes de incubacio: em
microgercfilia (com a mistura gasosa e com vela) e em anaercbiose, com a mistura
gasosa Oz (10%) e Ny (90%).

A aparente diversidade de comportamento de algumas amostras scob  diferentes
condigles atmosféricas de cultivo, correspondendo ac descrito na literatura, sugere
uma reflexdo sobre a possivel hetercgeneidade do microrganismo atualmente
denaminado A. actinomycetemcomifans, levando a admitir-se um future dJdesdchbramento
em grupcs distintos, alguns tipicamente anaserdbios moderados, outros capnofilicos
ou microaerofilicos e cutros verdadeiros facultativos, como aqueles da familia
Enterobacteriaceae,

Sequramente, cano ja esclarecido em parte para os Bacteroides pigmentados (8, 19,
29) , poderemos, mum futuro proximo, ver propostas correlacdes mais precisas entre
estes microrganismos, entao ja diferenciados, e as diversas entidades clinicas de
doenca periodontal, tendo em vista suas caracteristicas ecolbgicas e determinantes
de viruléncia. Nesse sentido, a caracterizacdco soroldgica ja vem sendo utilizada na
tentativa de se determinar a fregquéneia de sorotipos especificos na cavidade oral,
em diferentes condicdes clinicas, e correlaciona-los a essas condigbes pelo
potencial pericdotopatico (36).

Seria importante lembrar o cariter usuaimente sinergistico (sob diversas formag)
das infecges pericdontais, envolvendo microrganismos anaerdbios exigentes,
moderados, facultativos, microaerdfilos e capnofilicos, que requer do pesquisador a
busca de uma conduta metodolégica que garanta melhores condigtes para isolamento e
caracterizagdo dos possiveis agentes enwolvidos, ja que a situacdo "in vivo' ndo
sera exatamente a reproduzida em laboratfrio. Acreditamds que esses aspectos sedjam
levados em conta quando os pesquisadores, ao indicar a metodologia para o estudo de
A, actingmycelemeomitans, cano Slots (28), apesar de reconhecd-lo como capnofilico
ou microsercfilo, preconizam a utilizacio de técnicas que permitam o isolamento de
microrganismes mals exigentes do ponto de vista da anaerchicse.

A literatura € absolutamente escassa quanto a dados sobre a viabilidade de A.
actinomyeefemeomitans, citando o©s autores apenas a preservacio sob congelamento a
—40°C, por duss semanas (14} e a -80°C, por wma semana (27) e em nitrogénic 1iquido
por alguns meses (31). Com referéncia & viabilidade das amostras de A,
actinomycetemeomitans, em cultura, expostas & atmosfera e temperatura ambientes, e
sob incubacdo prolongada, em microaerofilia, cbservou-se que todas as 19 resistiram
até 72 horas, caindo a visbilidade para duas das 14 isoladas e uma das de
referéncia, apbs 120 horas, nenhuma resistindo a 144 horas de exposicdo,
incluindo-se as cinco amostras-padrao. Todas resistiram a uma incubacdic prolongada
até 15 dias, em microaerofilia; alqumas até 30 dias, incluindo-se as de referéneia,
mas nenhura por 45 dias.

Verificou-se, ainda, que todas as 19 anostras permaneceram vidveis quando
estocadas a temperatura de 4°C, em cultura, até 15 dias, resistindo trds das
isoladas e uma padrao por 30 dias, mas, iqualmente, nenhuma por 45 dias.

Os dados analisados mostram a significativa resisténcia das ampstras sob
diferentes condigles de ammazenamento, meso expostas a0 oxigénio atmosférico.
Pesse fato ressaltam-se trés implicacfes: a primeira, garantindo um menuseio poxr
malor ‘tempo, sem perda de viabilidade, mesme sob exposicio ao oxigénio; a sequnda,
relacionada a preservagao por um tempo razodavel, sem necessidade de recursos
sofisticades, e a Gltima, de cunho taxondmico, reforgando os aspectos j& abordados.

Os dados da literatura e do presente trabalho sugerem que quando se puder dispor
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ua caracterizacio taxondmica mais adequada, talvez se possa utilizar de fonma

abjetiva o recurso da indicagfo racional de determinada atmosfera de incubagdo oo
fator de seletividade para isolamento de amostras de A. aclinomycelemcomitans.

A heterogeneidade do grupe e a diversidade de dades da literatura quanto a alguns
aspectos do comportamento bioquimico e fisioldgico, particulamente gquanto &
sensibilidade ao oxigénio, indicam a necessidade de um cuidado muito especial para
a reproducido de experimentos e camparagdo desses dados cam agqueles da literatura.
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Resvan

A aderéncia de bactérias, como Pseudomonas aerugincsa, acs macro-
fagos, pode representar o principal mecanismo de fagocitose de
bactérias soro-resistentes sm pacientes neutropenicos. Este estu-
do, utilizando macréfages humanes, cultivados "in vitroe', e cepas
piliadas e ndo piliadas de Pseudomonas aeiuginosd, mostrou que as
cepas piliadas podem aderir e serem ingeridas, ao contrario das
cepas nao piliadas, por macrofagos. Esta aderéncia pode ser ini-
bida pela presenca de D-galactosideo, levantando z hipotese que a
bactéria liga-se acs macrdofagos através de lecitinas presentes em
sua superficie.

Sumary

Adhenence of Pseudomonas aeruginosa to macrophages: possibfe nofe
in the phagocytosis of microorganisms in neutnopenic patients

The bacterial adherence might represent the more important mecha-
nism in phagocytosis of bacteria in neutropenic patients. Pseudo-
monas aefiuginosa is related with highest mortality inm these pa-
tients. In this study, using human macrophages, cultured in vi-
tro, we observed that pilizted strains were capable to adhere and
be ingested by the macrophages in oposite to mnon-piliated
strains. This adherence was inhibited efficiently by D-galactosi-
de and less efficiently by D-mannoside, rising the hypotesis that
this bacteria binds to macrophages surface through surface lec—
tins-like structures.

Introducao

Preudomenas asruginesa representa um dos patSgenos mais frequentemente associados
com bacteremia e infecgdo pulivnar em pacientes imunossuprimides {14). Individuos
com cancer, ou ainda acueles sulmetidos a diversos tipos de stress por doencas
graves (ex.: infarto do miocardio, tramatismo) tém sua flora normal de orofaringe
e intestinos parcialmente ou totalmente substituida por bacilos gram-negativos
hospitalares, principalmente K{ebsielfa sp. e Pseudomonas aeruginosa (8).

motudos anteriores realizados por nos e por outros autores mostram  gue
Pseudomonas aehuginose € capaz de se ligar mais avidamente a células bucais e
oflulas do epitélio traqueal de pacientes com cancer, do que o s0 outras bactérias
gram-negativas (2, 6, 13). Além disso, outros estudos tém evidenciado receptores
especificos para a bact®ria no muco do epitélio respiratério (11). Através desses
mecanismos, a bactéria é capaz de colonizar e penetrar uma mucosa previamente

Rev. Microbiol., S2o Paule, 17(4):307-312, Out./Dez. 1986.
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ser resistente & opsonizacdic pela via alternativa do complemento. Nio hi divida de
gue opscninas séricas ({via cli3ssica do comlementc e immoglobulinas) sao
geralmente requeridas para a fagocitose e morte intracelular da bactéria, pelos
lewcocitos polimorfonucleares (5). Porém, durante o periodo de tratamento
quinioterapicc, os polimorfonucleares s3o qualitativa e guantitativemente
deficientes (Bermudez L.E., Rev. Paulista de Medicina, aceito para publicacdn},
facilitando a invasdo e circulagdo da bactdria no sangue. Nio & certo se durante
este pericdo, os monGcitos e principalmente os macrofagos teciduais possuem  algum
papel na defesa do hospedeiro, porém, pode-se especular que na auséncia de
leucocites polimoxfonucleares, as células fagociticas fixas possam ocupar lugar de
destagque como mecanismo de defesa. Entdo, sem a presenca de anticorpos especificos
para a bactéria invasora, associada a propriedade da mesma em ndo ativar a via
alternativa do camplemento (10, Bermudez L.E.; Fagocitose de Eschernichia cold
soro-resistente por leucbcitos polimorfonucleares, Rev. Bras. Biologia, sutmetido &
publicacao), o mecanismo de aderéneia da bactéria ao macrdfago assume papel
" fundamental para a ingestio da mesma.

Figura 1 — A = Aderéncia de Pseudomonas aerugincsa, cepas BOOT
(piliada apds crescimento em condicdes estaticas, e ndo piliada,
apos crescimento sob agitagde constante), C1 e 3. Apenas a cepa
piliada apresenta aderencia significativa (60%); B = Inibicdo da
aderéncia pelo uso de aclicares. D-galactosideo e D-mancsideo
foram capazes de inibir em 407 e 28%, respectivamente, a
aderenciz da cepa B0O1, piliada. Nio houve inibicao quando as
cepas utilizadas foram as nao piliadas
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Nossos resultados mostram que na auséneia de anticorpos e do complemento, 60% do
inoculo indcial da  Pseudomonas aehuginesa BO01, expressando fimbria em gua
superficie, fol capaz de aderir aos macrdfagos apds 40 minutos de  incubacdo. Mais
ainda, esta Pseudomonas teve sua aderéncia . ao macrofago inibida en 40% na
presencade D-galactosidec e em 28% na presenca de D-manosideo. Pseudomonas
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lesada pelo uso de drogas quimioterdpicas e/ou radioterapia, e entdo ganhar a
circulagae sanguinea. Varios estudos (7, 15, 16) mostraram ser a bacteremia causada
pela Pseudomonas aerugdincsa associada com alta taxa de mortalidade, devido a grande
resisténcia da bactéria aos antibioticos disponiveis, samada & capacidade de
resistir aos mecanismos inespecificos de opsonizagdo e fagocitose.

Portanto, a capacidade dos macrdofagos teciduais em retirar a bactéria da
circulacdo poderia ter relagio com a sobrevida do paciente durante os periodes de
neutropenia. Como a aderé@ncia da bactéria & célula fagocitica representa importante
etapa na fagocitose, desenvolvemos este estudo a fim de melhor conhecer oOs
mecanismos enwolvidos neste fendmeno.

Material e M&todos

Bactinias - As cepas de Pseudomonas aeruginosa foram obtidas da colecdo do Dr.
Iowell Young (B0O1) e da colegfic do Dr. David Speert {Cl e C3). As trés cepas foram
isoladas &0 sangue, sendo que Ct e C3 o foram de pacienteg com fibrose cistica. A
cepa B0O1 & piliada, expressando sua fimbria quando cultivada 24 horas emn caldo,
sob condicies estaticas (hipdxia). Desde que a fimbria parece ter algum papel na
ades30 da bactfria i cdlula, seria interessante comparar os resultados obtidos
utilizando bactérias piliadas e nfo piliadas. Para issc, nos utilizamos a cepa
B001, cultivada em caldo scb agitagfo constante para inibir a expressdo da fimbria
na swerficie da bactéria, e as cepas Cl e (3, nao piliadas. As bactérias foram
cultivadas em agar sangue a noite e colocadas em caldo "Brain Heart Infusion” (BBL,
Cockesville, MD, USA) por 18 horas sob condigdes estaticas ou de agitagao
constante. FEm seguida, a bactéria foi centrifugada a 1000xrpm, durante 20 minutos e
lavada duas vezes em solucdo de Hanks. A suspensdo final, em solugSo de Hanks, foi
ajustada para uma concentragdo de 1,5x10° bactérias/ml utilizando © padrao
McFarland.

Macrbfagos - 10ml de sangue heparinizado (1:1000) obtidos de wm individuo saudavel,
foram centrifugados (volume:volume) com histopague 1077 (Sigma Chemicals Co., St.
Louis, MI) 3 1000rpm durante 10 minutos. Bm seguida, a fragdo
monocitica/linfocitica foi ajustada para 107 células/ml e colocada em placa para
cultura de celulas, com 24 cimaras de 16mm de difmetro. A placa fol deixada em
 estufa a 37°C can 10% de atmosfera de (O em ambiente imido durante 3 horas, para
que os mondcitos aderissem & superficie. Apds este periodo, © sobrenadante foi
aspirado e as cimaras lavadas com iml de Hanks a 37°C, a fim de desprender as
cSlulas nioc aderidas. Os mondcitos foram entdo mentidos em cultura com RPMI-1640
(Gibco) suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado. 2pds 4 dias em
cultura, pelo mencs 95% das células ja haviam se transformado em macrofagos, e
foram utilizadas para os experimentos. O teste de exclusdo do trypan blue mostrou
que 98% das ¢Blulas encontravam-se vidvels no momento do experimento.

Estudo da adenéncia — 0,5mi de Pseudomonas aeruginosa previamente ajustado para
1,5%10% bactérias/ml foi colocado em cada camara da placa de cultura de c&lulas, na
presenca de 0,5ml de solucdo de Hanks, ou 0,5mi de una solugdo de D-galactosideo,
D-manosideo ou D-lactose & concentragdo final de 1,5%. As placas foram entao
incubadas durante 40 minutos & 379C, scb agitagdo constante, com o intuito de
awmentar a frequéncia de chogues entre as bactérias e as células fagociticas. Apds
este periodo, ¢ scbrenadante foi retirado e as janelas foram lavadas exaustivamente
com solugdo de Hanks, a fim de desprender as bactérias ndo aderidas aos macrofagos.
Duas camaras tiveram as células fixadas e posteriormente coradas pelo método de
Gram (1), a fim de verificar a presenca de bactérias aderidas & placa. Em nenhum
dos experimentos realizados foram observadas bactérias aderidas & placa apds a
lavagem. Os orificios foram entdo umedecidos com 0,1ml de &qua esterilizada gelada
e posteriormente raspados utilizando-se uma espatula de borracha. As células foram
suspensas am agua gelada, estéril, e apds 3 minutos, agitadas, em agitador vortex,
durante 1 minuto, para produzir lise completa dos macréfages. Uma amostra da
suspens3o foi corada pelo método de Giemsa, a fim de confirmar a lise campleta das
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células. Cem por cento das mesmas encontvavam-se lisadas neste estagio do
experimento. Hm sequida, a suspensdc foi diluida a 107° em Agua estdril, e 0,1mlda
suspensic diluida foi colocada em placa cam “Trypticase Soy Agar" (BBL) para a
contagem do nimero de colbnias. As placas foram mantidas 3 temperaturs ambiente por
15 minutcs e entio cclocadas em estufa a 379C durante a noite. No dia seguinte, o
mmero de colonias em cada placa foi contado. Cano contyole para © experimento,
macrofagos e bactfrias foram colocados am presenca dos aclcares, na mesma
concentracio utilizada nos experimentos, lavados e utilizados.

Verigicacdo visual do gagocitose - Os macrSfagos foram cultivados em placa durante
4 a 5 dias e entdo expostos a Pseudomonas aeruginosa, piliada e nio piliada,
durante 1 hora a 379C, em atmosfera de 10% de COp en ambiente (mido. Em sequida, as
placas foram exaustivamente lavadas com solugdo de Hanks, fixadas pelo calor e
coradas pelo métedo de Gram {1). O nimero de bactérias no interior de 100 cdlulas
foi contado em cada placa. .

Cada experimento fol realizado trés wvezes, e oz dados representam a média
aritwética dos resultados obtidos. O desvio padrdo estd representado na tabela e no
grafico. .

Resultados

Pseudomonas aeruginosa cepa BOD1, piliada, foi fagocitada relos macrdfagos
humancs na auséneia de soro, observacdo obtida pela inspecdo visual e pelo nimero
de bacilos intracelulares, apds a lise das células (Tabela 1).

A fagocitose foi inibida em 40% quando Tabela 1 - Influéncia de varios
D—galactosideo foi adicicnade ao sistema aclicares na fagocitose de
{p<0,001} e em 28% quando o aclcar adicicnado Pseudomonas aeruginosa BOO1, ndo
foi D-manosidec  (p<0,02), porém nenlima opsonizada, por nacrofagos
inibigio foi chservada na aderSncia quando humanos
D-lactose foi o aclecar utilizado . O efeito
inibitorio foi reversivel, isto &, ndo foi

observado quando a bactéria ou o macrofago M&dia de bactérias/
foram pré-incubados com os aglicares, lavados e  Agicaxes (1,5%) RacrSfago
entac utilizados no experimento.

Quando foi utilizada a Pseudomenas aeruginosa san, aglcarss 12 = 3,0
BO01 que cresceu sob agitacdo constante, D-galactosideo - 5821

observou-se apenas 108 de aderéncia a D ot
superficie do macrdfago, ac contrario dos 60% 1deo
cbservados quando © crescimento se deu sob D-lactose 12
condigbes estaticas. Os experimentos realizados . )

cam Paeudemonas aerugincsa C1 mostraram 5% de

aderéncia do inSculo inicial 3 superficie do :
macrofago, e com Pseudomonas aeruginosa C3 mostraram 1% das bactérias presentes no
indculo inicial aderidas 3s celulas {Figura 1). Esta ader@ncia ndo foi inibida pela
presenca de aclicares no meio, mostrande que a mesma provavelmente depende de outroes
fatores e/ou estruturas, presentes na superficie das bactérias,

I+

1,6
2,3

£

Discussan

Em individuos com cfncer, sob quimioterapia anti-neoplisica, o pericdo des
nentropenia representz a fase de maior risco para a aquisicdo de uma bacteremia.
Durente este periodo, o individuo torna-se susceptivel & invasfo por bactérias,
principalmente agquelas colonizadoras do trato gastro-intestinal. Portanto, a
maioria das bacteremias s8o causadas por bacilos gram-negativos (14). Dentre eles,
a Pieudomonas aeruginosa possui papel preponderante, principalmente devido a sua
capacidade de tormar-se rapidamente resistente aos antimicrobianos disponiveis e
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aghuginosa C1 e C3, nao possuidoras de fimbria, nioc foram capazes de aderir &
superficie do macrdfago. Esses achados levantam a possibilidade que a cepa BOOT1 de
Pseudomonas aeruginosa possua 2 tipos diferentes de fimbria em sua superficie.
Interessante a observacio de que os macrofagos, assim cane oS pelimorfonucleares,
possuam  receptores de superficie parva fimhrias bacterianas (9}, e gque estes
receptores possuem papel relativo, ainda nac muito bem conhecido, na fagocitose da
bacteria.

Uma crestdo que permanece sem resposta, & o exato mecanismo pelo qual a
Pseudomonas aeruginosa adere e & fagocitada pelo macrdfago. Cepas piliadas de
Pseudomonas aeruginosa aderem & celulas mucosas através da  fimbria, ocamo ja foi
demonstrado por nos e por outros (2, 12). Ro contvéric da Bscherichia cold,
Pseudomonas aehuginosa ird aderir "in vitro” somente & c@lulas mucosas previamente
tratadas cam proteases ou acido cloridrico. Ambas Escherichia cold e Pseudomonas
aeAuginosa possuem lecitinas capazes de aglutinar eritrdcitos. A lecitina da
Escheriohia ocoli & manose sensitiva, € componente da fimbria e media a aderéncia a
algumas células epiteliais e fagdcitos. As lecitinas da Pseudomonas aeauglnosd
aglutinam eritrdcitos humanos. Uma, PA I, liga-se especificamente & D-galactose, e
a outra, PA II, liga-se 2a I-fucose, D-manose, I~galactose e D-frutose (4).
Provavelmente, ambas as lecitinas estfio presentes na cepa testada, porém, ou existe
predanindncia de PA I ou esta lecitina possul maior afinidade pelo receptor
presente na superficie do macrofage, uma vez que o uso de D-galactosideo produziu
inihicio mais significativa na ader@ncia ac macrofago.

Bactérias ndo piliadas poderiam escapar da acao fagocitica dos macrofages,
necessitando da presenca de anticorpos especificos e da via classica do complemento
para serem fagocitadas de forma efetiva. Os resultados obtidos en nossos
laboratorios mostram que na presenca de sore convalescente, 08 agucares foranm
incapazes de induzir qualquer inibi¢do na aderéncia e fagocitose da bactéria
{cbservacic nSo mostrada). JIsto significa que diferentes receptores 30
responsaveis pela fagocitose opscnina-dependente.

£ discutivel se os macrofagos possuem papel importante na fagocitose de bactérias
durante o periodo de neutropenia. Nossos dados mostram gque eles s80 capazes de
exercer esta funcdo, porém alguma discussio pode ser feita ao redor desta
observagio, B primeiro lugar, as altas taxas de mortalidade vistas em pacientes
neutropénicos confirmam o conceito de que os mecanismos de defesa precisam de
cdlulas mais Ageis, como os leucdcitos polimorfonucleares. Ao que parece, OS
macrbfagos teciduais ndo s3o capazes de proteger o hospedeiro contra organismos
possuidores de grande capacidade metastatizante, como Pseudomonas agruginosa e
Staphylococeus awrens. Bo mesmo  tempo, alguns resultados inicials indicam que
immoglobulinas anti-Pseudomonas e anticorpos wmonoclonais especificos quando
wtilizados no inicio da bacteremia levam a melhores resultados clinicos. Portanto,
a presenca de opsoninas especificas parece aurentar a eficicia dos macxdfagos. Em
sequndo lugar, existe duvida se a bactéria quando no sangue expressaria ou nao a
finbria em sua superficie. A nio expressdo representaria um mecanismo de viruléncia
do microrganismo. Camo & sabido, a expressdo da fimbria esta scb controle genético
e apresenta grande variacdo de fase (3). Bactérias isoladas da urina de pacientes
com infecclo uriniria, ndn expressam fimbrias, apesar de capazes de fazé-lo "in
vitro". Finalmente, a presenca de concentragdes sub-inibitorias de antibidticos,
oame observado em diverses pacientes fazendo uso de aminoglicosideos, poderia
inibir a produgio de fimbria pela bactéria, o que ja f£ol observado in vitro
(Bermudez, L.E., dado nao publicado).

E entfio possivel concluir que a fagocitose @e cepas piliadas de Pseudomonas
zeruginvsa, por macrofagos humanos pode-se realizar através de estruturas
semelhantes & leciting, presentes na superficie da bactéria, a gual liga-se a
receptores D-manosideo e D-galactosideo na superficie do fagdcito. Porém, o
verdadeiro significado desta observagdo "in vitro", continua desconhecide.
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Resueo

A remocdc de ions do hidrolizado de caseina, meio NAK, com alumi-
na deu origem 2o meio denominadc NAKSA. Este tratamento afetou o
desenvolvimenta de S. awteus §-6, obtendo-se celulas com morfolo~-
gia alterada, diminuigao do pesc seco e modificacdes na produgdo
das proteinas extracelulares; DNAse, coagulase & as enterotoxinas
A{EEA)} e B(EEB), assim como z enzima intracelular desidrogenase
tarica. A adigcdo de 1,1tug/ml de Mg2+ ao meio NAKSA teve como
efeito a recuperacio do peso seco, porém ndo houve restabeleci-
mento da morfologia celutar. Para este valor de magnésio, o nivel
de DNAse aumentou 3,5 vezes em relagao ao meio NAK, enquanto que
as restantes proteinas extracelulares e intracelulares analisa—
das, mnio atingiram os valores obtidos no meio NAK. A quantidade
de EEB produzida foi afetada por variagoes na concentragao de
magnésio, enquanto que a de EEA permaneceu conStante. Em relagdo
3 fracio das enzimas extracelulares associadas a célula, verifi-
cou-se gue a DNAse superficial liberada pela acao de lisostafina
foi aproximadamente 200 vezes inferior a concentracaoc da mesma
enzima presente no sobrenadante dz cultura. A guantidade de DNAse
presente na parede celular foi igual a presente nos protoplastos.

Somary

Effect of the ion magnesium on ihe development and extraceffufar
proteins production of strain Staphylococcus aureus $-6

The ions remotion from the casein hidrolysate NAK medium with
alumina originated the NAKSA medium. This treatment affected 3.
awieus S—6 development, resulting in cells with altered morphoto-
gy, decrease in dry weight and modifications in the extracellular
proteins production; DNAse, coagulase and the enterotoxins A(SEA)
and B(SEB), as well as the intracellular enzyme lactic dehydroge-
nase. The additionm of 1,lug/ml of Mg?t to the MAKSA medium produ-
ced a complete recovery of the cell dry weight, but oaly a par-
tial recovery of the cell morphology. At this magnesium level,
the DNAse comcentration increased 3,5 times as related to the
concentration in the NAK medium. On the other hand, the remainder
of the excproteins under study did not achieve the values obtai-
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ned in the NAK medium. The SEB production was affected by diffe-
rent levels of magnesium concentration but the SEFA level remained
constant. Related to the fraction of cell-asscciated extracellu-
lar enzymes, it was observed that superficial DNAse released by
the lysostaphin action was about 200 times lower than the same
enzyme in the culture supernatant. The DNAse present in the cell
wall was approximately at the same concentration as the one pre-
sent in protoplasts.

Introdugdo

0 magnésioc € considerado um elemento essencial para a integridade celular, 34 cue
rantem em funcicnamento diversos sistemas celulaves {4, 5, 7, 20).

Em S. awreus, existe uma boa correlacic entre a perda de tolerdncia ac sal e a
perda de magnésio celular (5, 6). A causa da perda de magnésio durante os
tratamentos térmicos subletais nfo estd claramente estabelecida, porém os
resultados descritos na literatura indicam a possibilidade de que este ion esteda
associado a fosfolipidios e &cidos teicdicos, sendo a perda dos primeivos,
responsavel pela perda do on magnésio (5).

A liphagem 5. auiews S-6, utilizada como protdtipe na producio de enterctoxina B
tem sido estudada em relagdo aos meios de cultura que permitem wna maior producdc
da toxina. Os melhores meios sdo hidrolizades de caseina adicionados de vitaminas
(18). Varios meios de composicdo definida tém sido desenvolvidos cam a finalidade
de otimizar a producac de enterotoxinas, especialmente meios contendo aminodcidos
€10, 14).

0 efeito do excesso de magnésio na producdo de enterotoxinas foi  estudado por
alguns pesquisadores {15}, pordém a literatura & deficiente quanto a2 estudos do
efeito de concentragbes idnicas minimas na produgdc de proteinas extracelulares.
Isto se deve principalmente a dificuldade na remocdo seletiva de micromtrientes em
medos  de  culturas camplexos, assim como & formulacdo de meios de composicao
definida contendo concentragbes adequadas dos mesmos.

0 presente trabalho foi desenvolvido com a finalidade de estidar o efeito da
concentracao do Ion magnésio na linhagem S. aureus S-6 desenvolvida mm meio de
hidrolizado de caseina, cujos Ions foram esgotados por tratamento com alumina. ©
efeito do magnésio no crescimento, morfologia celular e na produgio de DiAse,
coagulase e enterotoxinas A e B foi analisado utilizando culturas desenwolvidas em
meios contendo cancentracdes conhecidas de magnésio e outros citions.

Material e Métodos

Micnonganismo - A linhagem utilizada foi S. awieus 5-6, que apresenta entre outras
propriedades, a produgdo de coagulase, nuclease e as enterotoxinas A e B.

Medios de culfuna - a} Meio NAK - O meio basico utilizado foi um hidrolizado de
caseinz (N-7 amina NAK da Sheffield Chemical Co; Lyndhurst, NI} na concentracio de
4%, adicionadoe de 10mg/l de niacina e 0,5mg/l de tiamina; b) Meio NAKSA - o meio
NRK foi tratado com alumina para a remogdo de ions e apds a adicdo de niacing e
tiamina, denominado meio NAKSA. Este meio contsSm  uma concentracae residual de
magnesio, de 0,Tug/ml; e} Meio NAKSA com Ma?¥ - O meio NAKSA foi adicionado de
MgS04. 7H0, obtendo-se meios com concentracdes do fon compreendidas entre 0,15 e
10, 10ug/ml.

Determinacao da concentracdo idnica - A concentracdo idnica nos meios NAK e NAKSA
foi determinada por espectroscopia de absorgdo atfmica pelo método de Slavin,
utilizando-se espectrdmetro Unicam SP 90A série 2. ‘

Inoculo - Ohinéculo padronizado para todos os experimentos consistiu de 0,1l de
una diluicao 1:5 de wm cultura apresentande absorbancia de 0,3 a 600mm, © que
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corresponde a 5 x 10° microrganismos.

Condicio de desenvolfvimento das cubfunas - Todas as culturas foram incubadas a 37°C
durante 16 horas sob agitacdo de 200rpm em incubador da New Brunswick Scientific
Co, Inc.

Petenminacio de peso seco - As culturas foram centrifugadas a 10.800xg por 15 min e
a sequir as células lavadas com agua desionizada e secas a 550C até pesc constante.

Monfofogia cefular - B morfologia celular fol estudada através da observagdo
microscopica dos microrganismos desenvolvidos nos diferentes meios de cultura.

Determinacis de protelnas extracefulares - a) Deferminacdo de DNAse - A Diase fol
determinada pelo método semiquantitativo em lamina (9) e pelo métode turbidimétrico
quantitativo {(2); b) Deferminacdo de coagulase - A coagulase foi detexminada pelo
mitodo em tubo (13) e pelo método quantitativo (17), utilizando-se plagma suino; e
Detorminacdo de enterofoxinas - B enterotoxina A(EEA) foi quantificada pelo mEtado
imunoenzimatico (3) e a enterotoxina B{EEB) pelo método de Oudin (18).

Liberacio de enzimas extnracelufares superficials - A liberago de enzimas
suparficiais e a obtengao de protoplastos fol realizada com lisostafiina {Sigma n® L
-~ 8255, atividade 270U0/ml). Os estafilococos foram lavados duas vezes em tampao
Tris 0,54 pH 7,5 e ressuspendidos no mesmo tampdo contende 1,2M/1 de sacarose (16}.
B seguir, adicicnou-se lisostafina na concentracdo f£inal de 5,0ug/ml e a mistura
foi incucada a 37°C por 30 min. Apds este periodo, centrifugou-se a 12.500xg por

min. O sobrenadante e os protoplastos obtides foram utilizados para a determinacio
de DMAse e coagulase.

Detesminacio de desidnogenase Latica - A desidrogenase latica (IDH) foi determinada
no sobrenadante da cultura (11) e na fracgdo celular de estafilococos lisados com
0,1ml de lisostafina na concentragdo de 500ug/ml a 37°C por 1 hora.

Resultados

Desenvolvimento do mickonganismo - Quando o comportamento da linhagem S. auteus S-6
canparado nos meics NAK e NAKSA, observou-se que no neic tratado, NAKSA, houve
diminuigdo do nimero de microrganismos e alteracdo na morfeologia celular. As
cilulas Gesenvolvidas em meio MAK cam 0,75um de Gidmetro passaram a valores entre
0,85 e 3,25um em meic NARSA. Estas células aleém de maiores, apresentaram-se
bastante heterogéneas, quando observadas apds a coloragdo de Gram (Tabela 1.
Algumas cBlulas apresentaram  colozacdo Gram-negativa, corrvespondendo a
aproxinadamente 10% do total da populacao, Entretanto, as células que se tingiram
cano  Cram-positivas, apresentaram coloragdo azul mais intensa do que as células
normais. Pelos valores de peso seco {Tabela 1) cbserva-se que 2 concentracdo Otima
de Mcgz*‘ no meio NEKSA estd em torno de 1,1tug/ml. Porém a adigdo desta quantidade
de Mgt ao meio NAKSA nfo restabeleceu nem ¢ tamanho, nem O aspecto celular noymal.
Amentando a concentracao de Mgt para 10,10ug/ml, houve alteragao na morfolegia
celular, oom c&lulas heterogéneas de difmetro entre 0,5 a 1,25um, assim como
diminuicdo do peso seco.

Entenotoxinas - A producio de EEB fol bastante afetada pela concentracac de Mg®t no
meio de cultura, nao ocorrendo © mesmo com a EFA  (Tabela 2). Comparando a
quantidade destas toxinas nos meics NAX e NAKSA, cbservou-se que a producdo de EEB
foi 18,4 vezes superior no primeiro meio, enquanto que a produgdc de EEA foi de
apenas 1,3 vezes. A producZo de EEB no meio NAKSA aumentou gradativamente com O
mmento da concentracio de Mg?®, atingindo 63,0ug/ml para 1,1lwg/ml de Mg®t,
decrescendo até 40,0pg/mi, para 10,10ug/ml do cation. A EEA atingiu o nivel de
maxima producdo coam  6,26ug/ml  de Mgit, valor que se manteve constante para
concentracées crescentes de Mg®¥, até 2,12ug/ml.
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Tabela 1 - Efeito do magnésio socbre o crescimento e a morfologia de S. awriews
5-6. :
Simholos: a = Cocos Gram-positivos: b = Cocos Gram-negativos; p = Desvio padrao

Meio de Mg2+ Peso seqo : ¥orfologia
cultura  {pg/ml} (mg/mi) {coloracio de Gram)
ToMAK - 2,50 1,2320,30° (G(+)* pequencs nommais com 0,75um de difmetro

2 NBRKSA 0,10 0,36:0,23 CG(+) hetexogéneos, grandes, sendo alguns OG{-) ~, ccm 0,95 a
a 3,25um de didmetro

3 NAKSA 0,15 0,33:0,15 OG{+) heterogéneos, grandes, sendo alguns CG(-)

4 MNAXSA G,20 0,5520,05  CG{+) grandes, porém maishomogineosdo que no meic com 0,1
ug/ml de Mgt

5 Naxsa 6,26 0,59:0,10 A mesma descricio que para o melo 4

6 NAKSA 0,30 0,63:0,11 A mesma descricfo que para o meio 4

7 NBEKSA 0,50 0,68:0,14  OG{+} mais hamogénecs do que nos meios anteriormente citados

8 PAKSA 0,71 0,76:0,13 0OG{+) homogéneos, tamanho tendendo & norwalizacao

9 HNAKSA 1, 0,960,118 G(+) homogéneos

it HNAKSA 1,11 1,160,20  CG(+) hawgéneos, porém maiores do que os normals (meio NAK)

) ccin 0,%5um de didmetro
11 NAKSH 1,51 1,20:0,03 A mesma descricio gque para o meic 10
12 NBXSA 2,12 1,3120,08 A megra descricdo que para o meio 10
13 MNAKSA 5,10 1,29:0,04 A nesma descricio gque parz o meio 10
14 NBKSA 10,10 0,88+0,05 CG(+) heterogSneos, coam 0,50 a 1,25um de didmetro

Tabela 2 - Efeito de magnésio na Tabela 3 - Efeito de magnésio na producio de
producdo de EEA e EEB em S. DiAse e na liberacdo de desidrogenase latica
aureus S-6, em S. auwreus S-6. :

Simbolos: a = FEnterotoxina Simbolos: a = Agar azul de ortotoluidina -
estafilococica As b = contendo DNA; b = Desidrogenase ldtica; c =
Enterotoxina estafilococica Bj c Nio detectado; d = Nio determinado

= Nao determinado

: 5 : Meio 24 o Dise _ b
Meio de Mg™ EEAR EEER de M TDA Turbidimetria IDH
cultura (Lg/ml)  {ug/ml} {ug/ml) cultura {pg/ml) {nen) (ug/ml /min) {u0/ml}
NAK 2,50 0,643 80,0 MK 2,50 4,64 28,45 e
NAKSA 8,10 0,489 4,4 MAKSA 0,10 3,0 2,75 ¥De
NAKSA 0,15 0,362 4,3 MBKSA 0,15 3,9 5,92 i
MBKSA 0,20 G,354 6,0 NBKSA 0,20 4,5 9,55 D
NAKSA 6,26 0,548 2.5 MAKSA 0,26 5,0 265,44 ND
MAKSA, 9,30 0,542 12,8 NAKSA 0,30 4,0 19,40 W
NAKSA 0,50 0,513 17,6 MEKSA 0,50 5,0 35,33 e
NAKSA 0,7 0,616 43,2 NAKSA 0,71 5,2 49,55 D
NAKSH 0,91 9,575 51,0 BAKSA 0,91 5,3 48,55 D
NAXSA 1,11 0,628 . 63,0 MAKSA 1,11 5,2 89,133 Woe
NAKSA 1,51 4,503 50,0 MAKSA 1,51 5,0 85,56 D
NAKSA 2,12 0,590 62,0 NAKSA 2,12 5,0 87,03 De
NBKSA 5,10 N 3 MRKSR 5,10 D 85,38 NDe
NAKSA 10,10 ey 40,0 WAKSA 10,10 ) 82,22 ND

DNAse - O método guantitativo permitiu observar que pequenas variagdes na
concentracdo de Mg®t produziram alteragoes significativas na producio de DNAse
(Tabela 3). A adicdo de Mg®* estimulou a produgdo de enzima a partir de 0,15ug/ml
de Mg*", atingindo o valor méximo para 1,11pg/ml, o qual pemanecen constante até
10,10ug/ml. Esta concentracio enzimitica foi trés vezes superior ao valor obtido no
meio NAK. -
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Coagufase - A determinacao de coagulase pelo método em tubo nio pexmitin  detectar
variacdes na producio de enzima para as diferentes concentractes de ion Mg?t, porém
estas foram detectadas pelo método quantitativo (Tabela 4) . No meio NAKSA com
0,1ug/mt de Mg“, a atividade foi 4,5 vezes menor gque no meio NAK, aumentando
gradativamente can a adigdo do jon, até atingir um valor bastante proxime ao
apresentado no meio MAK, cam 1,1tug/ml de Mg?*. Este valor permaneceu constante até
5,1pg/nl de Mg?*, porém verificou-se wma diminuicdo de 50%, para 10,10ug/mi de Mg**
(Tabela 4).

Locabizagdo da atividade de enzimas extracefufanes £igadas - A atividade de
miclease ligada, tanto na fracio liberada pela lisostafina camo na fracao retida
nos protoplastos foi bastante inferior, aproximadamente 200 vezes, & atividade
presente nos respectivos sobrenadantes das culturas_(Tabela 5}.

(uando se campara a DNAse liberada pela lisostafina e a retida nos protoplastos,
nfo se observam diferencas significativas nas duas fragles celulares (Tabela 5). Na
mesma Tabela observa-se que nas células desenvolvidas no melio NAKSA, a quantidade
de Diase ligada foi menor do que a produzida em organismos desenvolvidos na
concentracio Otima de Mgt (1,11pg/mi de Mg®t)y. Por outro lade, a quantidade de
Diise ligeda as células deservolvidas nos meios NAK e NAKSA + 1,1ug/ml de Mg*t  foi
idéntica.

Tabela 4 — Efeito de magnésio na producdc de Tabela 5 - Tratamento das
coagulase em S. aureus S-6 células de S. awieus $-6 com
lisostafina: DNAse liberxada e
DNAse retida nos protoplasros.
Sfmbolos: a2 = ug/ml de Mg®t

Meio 2t Coagulase
de {wa/ml) Método ¥étodo turbidimétrico
cultura: 9 em tubo  (ug Qe fibrinog@nio/mi) .
MK 2,5 4+ 1610 Meio de ( 3‘-}‘&5?
NAKSA 0,1 2+ 385 w
TRKSA o : 4 14 890 cultura Liberada Retida
MBKSA 0,6 3+ 960
NAKSA 1.1 1+ 1240 NRK 0,394 0,461
OXSA 2,1 4+ 1150 NEKSA 0,083  C,089
FEESA 5.1 it 1440 WAKSA + 0,4 MgR 0,072 0,289
HAKSA 16,1 3+ 770 TRKSA + 0,6 Mg 0,250 0,422
NAKSA + 1,1Mg 0,467 0,489
NAKSA + 2,1Mg 0,439 0,494
NAKSZ + 5,7 M 0,583 0,522
NAKSA +10,1Mg 0,350 0,517

Efeito de Mg®* na producdo de LDH - A produgdo de LDH foi afetada pela concentragio
de Mg®+ no meio (Tabela 6). A atividade de IDH atingiv o valor de 128,%g/ml para
1,11pg/mi  de Mg”+, mantendo-se constante para todas as concantracdes subseguentes.
Esta atividade correspondel a aproximadamente 50% do valor observado nas células
desenvolvidas em meio NAX.

Discuss3o

A adicio de 1,11ug/ml de Mgt ao meio NAKSA propiciou o restabelecimento das
propriedades parcialmente inibidas no meio NAKSA, porém nac restabelecen
completamente o tamanho celular (Tabelas 1, 2, 3, 4). Uma possivel explicagdo para
esta recuperacao incarpleta seria que durante o tratamento do meio com alumina
ocorresse a eliminacao de outros ions, al& de Mg?¥, necessirios para o crescimento

normal do wicrorganismo. Adicionando os {ons Ca’¥, Fe?t, Co’t, Mn*t, In®t e cu't ma
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concentragdo original no meio NAK ac meio NAKSA + 1,1lug/mi &= Mgt houve wma
recuperacdo parcial do tamanho celular, porém as células apresentaramese naiores
que no meic NAK,

As alteraches celulares devido & deficiéncia de Mg®* (Tabela 1) sio condizentes
can os resultados obtidos por Webb (21) com bacilos e Walker & Duffus {20) com
leveduras, onde ocorrel o agparecimento de células gigantes de formas aberrantes,
com viabilidade reduzida. Provavelmente o Mgt atuaria como requlador do tamanho
celular (20},

Em relagdo as enterotoxinas, a producdo de EEB foi bastante afetada por variacdes
na concentracdo de Mg®*, nio podendo-se dizer o mesmo em relagio a EFA. Esta
observacdo estd de acordo com os resultados obtidos por Markus & Silverman (12) , e
explicaria em parte a ocorréncia waior de cepas produtoras de EEA, assim camo o
maior nimero de surtos devido a estas cepas.

Quanto as enzimas extracelulares, a producdo.de coagqulase nos meios NAKSA e NAKSA
modificado sempre fol inferior & produzida no meio NAK. Entretanto a atividade de
DNAse no meio NAKSA + 1,1tug/ml de Mgt foi trés vezes superior & do meio NAK
(Tebela 3). A maior liberagdo de DNAse neste meio nic pode ser explicada camo
injiria a nivel de membrana celular, 3a que todos os sobrenadantes analisados
apresentaram-se negativos para IDH (Tabela 3). Pelo contrdrio, a presenca de Mg?t
estabiliza a membrana citoplasmatica (19). Também n3o se deve & ativacio da enzima
pelo Mg®*, ja que a adicio do ion a sobrenadantes do meio NAK nio altercu
significativamente a atividade de DNAse (dados nio apresentados). Este efeito
poderia ser explicado pelo aparecimento de grande nimero de vesiculas mesoss@micas
ma presenca de certos ions (8), o que levaria a uma maior producio de exoenzimas.
Além disso, o awmento da forga idnica at® wm valor Otimo parece estimular a
cawersdo de enzimas ligadas 3 forma extracelular, estabilizando e ativando as
proteases responsaveis pela liberacdo das excenzimas {8).

Em relacao & fracho enzimdtica associada ao Tabela 6 -
microrganisme, observamos que a muclease presente na Desidrogenase latica em
superficie celular (Tabela 5) foi bastante inferior & células de S. dauneus
mesma  enzime presente no sobrenadante (Tabela 3), $-6 desenvolvidas nos
diferindo dos dados obtidos por Ckabayashi & Mizuno meios NAK e  NAXKSA

(16}, onde wum quarto da atividade nucledsica em S. adicionados de
aureus 209 P estava ligada as células. A diferenca magnésio,

encontrada nestes dois trabalhos pode ser devido a Simbolos: a =
diferencas nas linhagens utilizadas, Desidrogenase latica; b
A quantidade de nuclease liberada das células pela = Nao detectado; ¢ =

lisostafina foi similar & quantidade retida nos  pg/ml de Mg?t
protoplastos {Tabela 5). A diferenca entre a
concentracado de enzima no sobrenadante e nas duas

fragbes celulares obtidas indica que a nuclease wa  vez Meio de -
produzida logo atinge o meio exterior, sem se acuwilar cultura {1gr/ml)
na parede celular.

A quantidade de nuclease ligada &s células, NAK 233,g
desenvolvidas nos meios NAK e NAKSA + 1,11ug/ml de Mg2t NAKSA c Hbe
foi identica, o que parece confimmar que a menor m T g'gig 132'3
atividade de DNAse extracelular no meio NAK (Tabela 3) NAKSA + 1.1 Mg 128.9
ndo se deve & retencdo desta enzima na superficie NAKSA + 2,1Mg 128,%
celular. MNAISA + 5,1Mg 106,7

Quanto & coagulase, nAc se detectou nenhuma atividade MAKSA +10,1My 126,7

nas células tratadas com lisostafina {protoplastos) .
Sequndo Engels & Kamp (1), a nio demonstracio de
ccagulase ligada deve-se ao uso de células que ndo
produzem grande quantidade desta enzima, aliada A&
sensibilidade da metodologia que n3o permite a sua deteccio. Provavelmente ambas as
explicagdes seriam adequadas para os resultados negativos nesta pesquisa, ja que S.
aureus S-6 produz pouca coagulase quando comparada com cutras linhagens e o método
utilizado fol menos sensivel que ¢ utilizado por Engels & Kamp (1}.
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De acorde com os resultados apresentados nz Tabela 6, e concentragdes de Mg?™
infericres a 1,11pg/ml houve diminuicdo na concentracdo da enzima intracelular IDH.
Assim, pode-se inferir que além de wma modificacdo na permeabilidade das estruturas
externas do microrganismo, houve tambén unm efelto inibitdrio a nivel de sintese
protéica, ja que o ion Mg?* & importante na estabilidade dos ribossamos (7).
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Resumen

En 13137 urocultives procesados en el periodo 1982-1984 utilizan-
do una metodologia que incluye el medio gelosa chocolate (GC) se
detectan 10 (0.07%) casos producides por Haemophifus (nfluenzae,
ocurriendo 9 de ellos en nifios cuya edad oscila entre 1-11 anos.
De los aislamientos 9 resultan no tipiables seroldgicamente. A
cada uno de los biotipes II y III pertenecen 4 de los aislamien-
tos. Los 10 aislamientos son uniformemente gensibles a 13 anti-
bioticos estudiados. Son llamativos los altos niveles de sensibi-
tidad con porcentajes acumulativos de inhibicion para el 1007 de
los aislamientos para cefoperazona {0.006ugr/ml), cefotaxima
(0.025ugr/nl) v ampicilina (0.2ugr/ml), logrando esta ultima cu-
racidn clinica y bactericldgica en 6 casos en los cuales se uti-
lizara. El analisis de costo y la relacidn costo-efectividad es-
tablece un valor elevado ($588) por caso. El urocultivo conven-
cional negativo en orinas con piuria estéril y/o positividad mi-
croscdpica de la orina sin centrifugar, especialmente si provie-
nen de ninas con antecedentes de infeccion urinaria recurrente
y/o anormalidades del tracto urinario justifican la inclusidn del
agar chocolate en el urocultive para descartar el H, inffuenzac
como agente etiologico de la infeccidn.

Summary
Uninany infection by Haemophilfus inffuenzae

In 13137 urime cultures performed in the period 1982-1984 using a
methodology that included the media chocolate agar, 10 (0.07%)
cases due to Haemophilus .{nfluenzae wvere detected, 9 of them
ccurring in girls 1 to 1t years old. Nine isolates were non-sero-
typable. To each one of biotypes Il and III belong four isclates.
All 10 isolates were sensitive to 13 antibiotics studied., High
levels of susceptibility were Ffound with 1007 of the isolates
been  inhibited by cefoperazone  (0.006ug/ml), cefotaxime
{0.025ug/ml) and ampicillin (0.2pp/mi). Clinical and bacteriolo-
gical efficacy of therapy was achieved in 6 cases in which ampi-
cillin was used. Cost analysis and the relationship cost-effecti-
vity allowed establish a high value ($588) for case. A negative
conventional urine culture in urine with sterile pyuria and/or
microscopy positivity of the uncentrifuged urine, specially if it
belongs teo girls with known recurrent urinary infections with/or
urinary tract abnormalities, justified the inclusion of chocolate

Rev, Microbicl., Sao Paulo, 17{4):321-326, Out./Dez. 1986.
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agar in the urine cultures in order to rule cat  Haemephifus in-
$Luenzae as the etiologic agent.

Introduecion

La infeccion del tracto urinario por Haemephilfus .nffuenzae tanto en adultos camo
en nifios ha sido reportada infrecuentemente (1, 3, 4, 11). Su verdadera incidencia
es ain materia a ser establecida a lo cual ha contribuido el fracaso para detectar
la presencia de Haemophilfus inffuenzae de los Irétodos utilizades rutinariamente en
el cultive de la orina. Por esta misma razdn atm no se ha lograde canocer a
plenitud la relacidn de serotipos y biotipos de Haemophifus J{nfluenzae a la
infeccidn urinaria, ello a diferencia de lo que se concce en relacidn a su
capacidad para producir infeccidn meningea y otras infecciones (2, 9, 10, 11, 14,
18).

El prcpos:.to de este estudic es establecer en muiestro medic la incidencia de 1la
infeccicn urinaria por Haemophifus influenzdae y su relacidn a los serotipos vy
biotipos de ésta bacteria.

Materiales y Metodos

Muestnas clinieas - Durante el periodo 1982-1984 un total de 13137 urocultivos scn
procesados por la bisqueda de faemophifus J4ngfuenzae, en dos instituciones
hospitalarias; Hospital Universitario de Maracaibo (9801) y Hospital Clinico de
Maracaibo (3336).

Procesamients - La muestra de orina se siembra utilizando el método cuantitativo de
recuento de colonias de acuerdo a la siquiente técnica: 0.1ml de la orina v de  sus
diluciones 10~? y 10™* en solucidn salina fisioldgica es colocado en tres placas de
MacConkey. orina pura, 107 y 10™*, en dos placas de agar sangke humena: orina pura
y 107",y en wma placa de Gelosa Chocolate (GC): 10™%, &sta Gitima incubada en
atmosfera de 10% 00y. Todas las placas se incuban durante 24-48 horas a 35°9C para
proceder a realizar el contaje de colonias. Cuardo hubo dificultad en establecer el
recuento de colonias de Haemophilfus mézuenzaa en la placa de GC con dilucidn de
10~%, orina pura vy diluciones seriadas 10— y 10~* fueron realizados en este medio.
Recuentos iguales o supericres a 19" Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por. ml
de orina es tenido cano significativo de infeccidn.

Identificacion - Para lz identificacién de Haemophifus influenzae se utiliza su
caracteristica de crecimiento y morfologia colonial en placas de GC, morfologia Y
afinidad tintorial al Gram, ausencia de hemdlisis, satelitismo en  agar sangre,
produccién de catalasa en l&mina, reguerimientos nutricionales segin los. criterios
establecidos por Zinneman y Biberstein (2) vy utilizacidn de carbchidratos de
acuerdo a Killian (10}. La identificacitn serolégica se determina mediante reaccidn
de coaglutinacion wutilizando Phadebact Haemophifus test (Pharmacia Diagnostic
Pistcataway, N.J.}. El biotipiaje se realiza siguiendo a Killian (10).

Suscepiibilidad a £os agentes antimicrobianos - La susceptibilidad y resistencia a
los agentes antimicrobianos es establecida mediante el método del disco tnico de
alta potencia de Bauer & Kirby, utilizando el medio de Mueller Hinton Chocolatado v
suplementado (1% de hamoglobina v 1% de Tsovitalex) (8).

Ia Concentracidn Inhibitoria Minima (CIM) es determinada por dllucmn seriada
en tubos utlllzando caldo Mueller Hinton suplementado con 1% de Isovitalex. El
indculo es 10° hacterias por mi(8).

Produceion de befalactamasa - En en deteccidn se utiliza el mdtodo acidimétrice de
Escamilla (5).
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Resultados

De los urocultivos procesados, 3001 (22.84%) resultan positives y de ellos 10 1o
son a Haemophifus {nfluenzae, lo cual representa para esta bacteria una positividad
de 0.07% en relacién al nimero total de urocultivos estudiades y de 0.36% en
relacidn al nimero total de urocultives positivos. De los 10 urccultivos positivos
a Haemophifus 9 pertenecen a nifias cuyas edades oscilan entre 1 y 11 afws. El otro
caso se produce en un adulto de 20 afios de edad del sexo masculino. Los paclientes
presentaban sintomatologia clinica de infeccién urinaria, en 3 de ellos se
establece el diagndstico de incontinencia urinaria, glamerulonefritis focal y
hematuria recurrente. Este 0ltimo y otros 2 pacientes tuvieron reinfecciones del
tracto urinario.

£n 8 de los casos de infeccidn urinaria por Haemophlfus {nglucnzae este es el
{nico agente bacteriano aislado, en un caso se acampaha de Enterobacten cloacae,
este Qltimo en cantidad supericr a 10° UFC por mi de orina y en el caso restante lo
hace de Staphylococcus epidesmidis, el cual crece en la placa de Agar sangre con
orina pura en cantidad insignificante (60UFC/ml), pero que permite, al producir
espontanesmente el fendmeno de satelitismo, orientar inicialmente aun mas el
diagnéstico etioldgico de la infeccidn hacia Haemophilus influenzac. En 7 de los
urocultivos, Haemophilus ingluenzae estd presente en cantidades superiores a 10°
UFC por ml de orina, en los 3 restantes se le aisla en cantidades superiores a 10°
UFC por mi de orina.

Ia Tabla 1 muestra para los 10
aislamientos de Haemophifus ingluenzae _
los resultados de los estudios Tabla 1 - Haemopnilus inffuenzae. 10
bacterioldgicos que permiten aislamientos estudios bacteriologicos
caracterizarles s aiits) tales. Los
aislamientos mestran wmiformidad del
100% a la positividad © negatividad para

dichos estudios Estudio Bacteriologico Reaccion

Todos los 10 aislamientos se muestran Bacilos Gram negativo, pleomoficos +
uniformemente sensibles a los siguientes Satelitismo +
agentes antimicrobiznos: . ampicilina, Hemblisis -
cefalosporinas de primeira generacidn, g:;izsﬁauenms putricionales: *
cefotaxima, cefoxitina, cefamandol, Factor ¥ -
cefoperazona, cloramfenicol, kanamicina, Pactor V -
streptomicina, tetraciclinas, sulfas, Factor XV +
gentamicina y tobramicina. Utilizacidn de:

Ia Tabla 3 muestra los niveles de Glucosa +
sensibilidad en ugr/ml para ampicilina, oo -
cloramfenicol, cefoxitina, cefamandol, %xilosa +
cefotaxima Y cefoperazona. Son Ribosa +
llamativos los niveles altos de
sensibilidad, con, porcentajes

acumulativos de inhibicidn para el 100%
de los aislamientos, de cefoperazona
(0.006pgr/ml), cefotaxima (0.025ugr/ml) v ampicilina (0.2ugr/ml). Evolucidn hacia
la curacion bacterioldgica v clinica fue lograda en 6 pacientes con este uGltime
antibidtico.

La investigacidn de betalactamasa en estos 10 aislamientos muestran que ellos
estin desprovistos de ésta enzima.

Ds -

Varios autores han reportado ccasionalmente sobre’ la patogenicidad de miembros
del géneroc Haemophifus en el tracto wurinarice {1, 3, 4, 6, 7, 19). Nuestra
casuistica constituida por 10 casos es cuantitativamente importante cuando se le
compara a la presentada por otros {4, 6, 19). Ios casos reportados en nifios son
escasos, la mayoria de estos produciéndose en nifias, sexo al cual también pertenece
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todos nuestros casos pediatricos. Tabla 2 - Haemophdfus inffuenzae. 10
Ello pudiera tener origen en la mas aislamientos biotipiaje y serotipiaje

frecuente colonizacion o infeccién
del tracko genitourinario por

Haemophifis en el sexo femenino (1, Riotipos Serctipos

3, 13). Todos nuestros casos son

producidos por Haemophilus Biotipo Ne de cepas  Serotipo Ne de cepas
Aingluenzae.

De Ios aislamientos 9/10 son 1o T 2 b !
tipiables seroldgicamente lo cual no tipiable 1
concuerda con lo reportado por otros II 4 no tipiable 4
{ 3, 6, 19). Los biotipos IT (40%) y I . no tipiable 4

ITT (40%) predominan entye elles.
Ambos  biotipos han sido reportados
por Albritton vy coi. (3} ¥
GagreKidan v c¢ol. (€} en el tracto
genitourinario.

Estos aislamdentos a diferencia de lo reportado por Albritton vy col. (3) no
muestran aun desarrolio de resistencia a los agentes antimicrcbhiancs, lo cual hace
a estos Haemophifus y los aislados en nuestro medic a partir de ICR, Liguide
pleural y tracto respiratorio, diferentes en este sentido a los reportados por
varios autores (1, 2, 3, 12, 15, 16, 1.

Tabla 3 - Haemophifus {inffuenzae 10 aislamientos niveles de sensibilidad en pgr/mi.
Simbolos: * = Numero total de cepas sensibles para la conmcentracion referiday #* =
Porcentaje de cepas sensibles para la concentracion referida

¥ de cepas .
Antibioticos estudiadas 0.006 0.012 0.025 0.05 0.1 0.2 0.4 0.8 1.6 3.2 6.4ugr/ml

Arpicilina 1¢ 7 19
% {70y (100}
Cloramfentcol 10 3 10 .
% (30) (100}
Cefoxitina 10 8 10
3 {80} {100)
Cefamardol 10 . 8 10
3 ) (80} {100}
Cefotaxima 10 8 0
% (80) (100)
Cefoperazona 10 10%
J (100) **

Nuestros aislamientos al igual que los estudiados por Burmns vy col. (4) son
betalactamasa negativa.

En este estudio, utilizando para su deteccidn la metodologia adecuada, la
incidencia encontrada es solo de 0.07%, la cusl resulta camparable a la reportada
por Burns y col. {4}, usando también los medios adecuados para el urccultivo. Ello
es Indicativo de que realmente la infeccidn urinaria por Haemeohifus inffuenzae es
infrecuente.

ILa evalucion de la incidencia de 8sta infeccidn mediante un andlisis de costo en
base a la metodologia utilizada en este estudic, en la cual una placa de G.C.
{$0.46} sustituye a wna placa de agar sangre ($0.09), con un incremento de $0.44
por muestra, establece un costo de $588 por caso, 1o cual pexmite concluir en
relacion a costo efectividad para la poblacifn por nosotros atendida, en 1la cual la
incidencia de este tipo de infeccitn por Haemophilus influenzae es baja, que el
costo del descubrimiento de cada caso es muy elevade. Mo obstante, en pacientes con
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angmnalidades del tracto urinario, infecciones recurventes y especialmente en
aquellos cuyo examen de orina revela existencia de piuria estéri] por producir
cultivos bactericldgicamente negativos, Haemophilus {nfluenzae tiene una buena
probabilidad de ser el agente etiolbgico y su deteccidn con el uso de los medics
adecuados una nhecesidad. En este sentide el examen microscOpico de la orina sin
centrifugar pueda también ser de utilidad para sugerir el uso del agar chocolatado
durante el eultivo de la orina en especial en aguellos en quienes la correlacion
microscipica~cultivo convencional no pueda establecerse.
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CARACTERIZACAD SOROLOGICA DE AMOSTRAS DE  VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS
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Resumo

¥m 82 peixes de origem marinhz e de diferentes espécies, captura—
dos na faixa de litoral compreendida entre Bahia e Rio Grande do
Sul, foram detectados 45 ou 54,8% portadores de Vibrio PAAANAENO -
Lyticus, propiciando o isolamento de 71 culturas. Na caracteriza-
¢ao sorolégica (0:K), 13 sorotipos foram identificados (24 ou
33,7%) e 47 ou 66,1% das amostras s¢ permitiram o reconhecimento
da estrutura Y0". Os sorotipos mais incidentes foram: 02:K28;
05:X17; 01:K32 e 02:K12; nos grupos soroldgicos predominaram 02;
O4; 05 e 03. Nao foi evidenciado qualquer vinculo de espécies de

peixes com determinados SOYOLipos ©Ou SOTOogrupos tampouco, oS ni-
veis de isolamento sofreram a influenciz da sazomalidade.

Sumary

Senological characterization of strains of Vibrio parahaemofyti-
cus isofated from fishes caugth off the Bruazilian coast

From the corporeal surface of 82 marine fish caught off the Bra-—
zilian coast (line from Bahia to Rio Grande do Sul), 45 (54.8%)
of animals were detected bearing Uibilo parahaemolyticus, from
which 71 strains were taken. In the serological characterization
(0:K), 13 serotypes were identified (24 or 33.7%) and 47 (66.1%)
cultures permitted to recognize only the somatic antigenic struc-
ture "O". The most serotypes frequent were: 02:K28; 05:K17;
01:K32 and 02:X12 and in the serological groups the predeminance
was: 02; 04; 05 and 03. No relationship was formed between the
fish species and the serological types or groups; the level of
jisolation did not have any influence from seasonality.

Introducao

As investigactes realizadas nos dois Gitimos decénios, abordando a ccorréncia de
Vibiio parghaemofyticus no ambiente marinho, comw nas dquas costeiras ou de
estuArios, no sedimento e nos componentes de sua fauna, ja constituem um notavel
acervo biblicgrafico (10), avolumando-se ainda mais com aguelas que retrataram oOs
processos entéricos humanos, relacionados com  surtos de toxinfeccdo de origem
alimentar, em certas regides do mumdo (10}.

Considerando a extensa faixa litoranea do pais, aliada ac crescente
beneficiamento e utilizacdo dos produtos do mar cano fonte de alimentos, discretas
s30 as informacdes em nosso meio, sobre a incidéncia de V. parahaemolyficus, tanto
do meio ambiente (1, 6, 7, 9, 12, 14) e ainda mais, no comprametimento humano (8).
0 problema se tovna mais crucial quando se depara com a caréncia de informacces

Rev. Microbiol., Sao Pauls, 17{(4):327-331, Out./Dez. 1986.
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sobre o©sg sorotipos identificados nas pesquisas nacicnais, razéo‘pela ql:tal, o]
trabalho & apresentado cam o intuito de formecer subsidios as andlises
bacteriolégicas e epidemiclogicas futuras.

Material e Métodos

Foram smalisados 82 peixes marinhos, representados por diferentes espécies,
capturados na faixa costeira entre 2brothos (Bahia) até Rio Grande (R.G. Sul) e
cobrindo todos os periodes sazonais.

As metodologias empregadas na colheita das amostras, isolamento e identificacdo
bioquimica das culturas de Vibiio parahaemolyticus e evidenciacio do fendmeno de
Kanagawa, foram previamente descritas por Hofer & Silva (10).

As culturas identificadas bioguimicamente como V. parahaemofyficus  foram
analisadas preliminammente do ponto de vista, soroldgico, con o intuito de
caracterizar o antigeno de envoltdrio K, ampregando-se oito anti-soros polivalentes
0¥ produzidos em nosso laboratdrio, seguindo as recarendacdes de Sakazaki & ool.
(16). A confirmacdio e complementacfo das analises antigénicas O e K das amostras,
foi realizada pelo Dr. M. Chashi do Tokyo Metropolitan Research Labaratory of
Public Health, Jap3o.

Resultados

Da superficie externa dos peixes examinados foram reconhecidos 45 exemplares
(54,8%), albergando V. parahaemolyticus, resultando no isolamento de 71 amostras
{Tabela 1}. No cbmputo geral, as culturas apresentsram o perfil bicquimico
caracteristico da espécie e nenhuma revelou positividade no teste de Kanagawa.

A analise sorologica (0:K) evidenciou 13 sorotipos (24 ou 33,73) e um
consideravel nimerc de amostras {47 ou 66,1%) em que nio foi possivel caracterizar
a estrutura de enwoltOrio —X, isto &, ndo tipdvel can os anti-soros conbecides
(Tabela 2). Todavia, as culturas permitiram a identificacio do antigeno somitico
"O", concentrando-se 92,9% da amostragem entre os sorogrupos 01 a 05, con destacada
predominaneia do grupo 02 (53,5%) e ocorrendo em todas as Sreas de captura (Tabela
2).

O maior nimero de peixes portadores de bactéria se originou dos litorais dos
estados do Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, entretanto, destaca-se o elevado
indice de tipos soroldgicos de V. parahaemolyticus obtido de trds animais de Santa
Catarina {Tabela 2}. :

Cutro aspecto, refere-se a presenca de 14 peixes carreando dois tipos scroldgicos
diferentes e wm, portador de gquatro sorogrupos/sorotipos. Coro wn dos constituintes
mals incidentes nas associagbes, figura 02:K NT (nfo tipavel), carpartithando
principalmente, com os tipos antigénicos 01:KNT; 02:K12; 03:KNT; 04:K13; 04:K42;
O5:KNT e 10:KNP'. Este acontecimento predaminou entre os peixes capturados ar S0
Paulo, Santa Catarina e R.G. Sul, representados por exemplares de batata, cherne
pouvelirs, castanha, corvina, clhete e xerelete. - .

Discussao

Observa-se um crescente interesse pelo estudo da ecologia microbiana em embientes
aquatices, delineandc inicialmente, a flora natural ou autdctone, no sentido de uma
definigdo da estrutura das camnidades e sua exXpressdo en espécies. As  atencles
também se voltaram para a esfera sanitiria, tendo em vista, que varios
representantes da fauna se constituem em recepticulos e veiculos de microrganismos,
potencialmente patogénicos para o homem. Um exemplo tipico dessa situacaoc, recai
sobre o género Vibxirv, cam as espécies: V. parahaemelyticus, V. vulnificus, V.
fluvialas, V. chefenae no 01, V. fuwmissil e V. mimicus {2, 13},

Excetuando-se, Vibiic chelerae 01, a maior énfase nas pesquisas se concentrou
sobre V. pawhaomelytices, reconhecido camo um dos principais agentes de processos
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Tabela 1 — Frequéncia e origem das espécies de peixes portadores
de Vibiio parahaemofylicis.

Simbolos: *Negativos = Cagolete 4, Viola 3, Serra 1, Xareu 1,
Mariz—mole 1 e Mulate 1; Total = 11; **BA = Bahia; ES = Espirito
Santo; RJ = Rio de Janeiro; SP = Sao Paulo; SC = Santz Catarina;
RS = Rio Grande do Sul; Desc. = Desconhecida

deies . Ne o Origem dos peixes**
{names vutgares} exezta?larei 5* portadores

RY SP SC RS Desc.
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ubigiidade no universo marinho. )

Os resultados, consignados na Tabela 1, confirmam a ampla disseminacdc de U.
parahaemolyiiouws nas diversas espécies de peixes capturados nesta faixa do litcoral.
Alids, tais dados ndo divergem frontalmente do ponto de vista qualitativo, cam
agqueles apresentados pelos autores nacionais (1, 6, 7, 12, 14), ewbora apenas dois
trabalhos (6, 7) tivessem analisado o prcblema em relacdo aos peixes, obtendo 41,6
e 10% de portadores da bactéria, respectivamente. .

O aspecto mais critico nas referéncias nacionais, se cancentra na caracterizagio
da espécie em sorogripos e ou sorctipos, assinalada apenas por ILeitdo & col. (12},
Gelli & col. (7) e Rodrigues (14). Esta particularidade podera ser relevada até
certo ponto, considerando que Fishbeln & Wentz {4) e principalmente, Sakazaki (15),
recorheceram que © esquema antigénico proposto para V. parahaemofyticus estd mais
dirigido para as amostras isoladas da espécie humana. Quanto aquelas de origem
ambiental, nem sempre & possivel uma definicde das estruturas somatica e de
envoltdrio, representando por vezes até mais de 60% das culturas (5}, come também
foi detectada na presente investigacdo, na qual 66% das amostras nfo possibilitaram
a identificacio do antigenc XK.

Baseado en tal circanstincia, os referidos autores {4, 15} aconselham que ©
diagndstico bacterioldgico deve se limitar As caracteristicas morfo-tintoriais, ac
perfil bioquimico e ao teste de Kanagawa.

Conquanto a identificagdo soroldgica ocupe um planc secundario, em certas
situagbes como nos surtos de toxinfeccao de origem alimentar, poderd ofertar dados
3s andlises epidemioldgicas. Por outro lado, admite-se que a verificacdo dos tipos
sorolégicos ocorrentes em regides nao end@nicas, nao deixam de representar
nosso litoral, admitindo-se que as influncias impostas pela sazonalidade, 30

evidente em outras Aareas do mundo (11), n3o apresentam a mesma repercussac
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Tabela 2 - Distribuicao dos tipos sorologicas de V. parafiaemofyticus em relagic as
espécies portadoras e as areas de captura dos peixes.
Simbolos: *NT = Nao tipavel; ** = Regides de captura

% Regices de captura
S Paixes portadores

aa* ES? RI* 50" s¢® mS® Dpesc.”

Sorotipos Ne S
0 : X amostras

L

1132 2 7 + + Nerorado®™™ - Batata®
1 :N0F 3 + + Badejo! - Batata?
212 2 + + Batataa_— Corvina® .
2: 28 8 53,8 + + + Cangule® - Xerelete®
. Cherne pouveiro®
2 : NT 28 + v + + + Atvm, Vermelho® — Garoupa®
Badejo, Cambucu, Pargo
Pescadinha, Tainha® —
Linguado® - Olhete® -
Castanho, Corvina, Enchova,
Papc®, Dourade’ - Badejo* 2
Batata® " - Cherme®~® -
Xerelete" ~® .
3: 20 1 9,8 + : C‘herns_‘1
387 6 + + + + + Badejo! — CGaroupa®
Xerelete — Batata’ - Corvina®
4 : 13 1 + . Batata
4 : 34 1 11,3 + Namorado
4 : 42 1 ' + Olhete
£ : NT 5 + + 4+ Garoupa, Cicba? - Batata® -
) Cherne pouveiro®
5:15 1 + Badejo
5: 17 3 11,3 + + Cherne® - Corvina, Pargo®
5: 30 1 : + Cherne pouvelire
5 : NT 3 + + Garoupa, Cidha® - Castanho®
6 1 46 1 1.4 + Cangulo
7: 19 1 1,4 + Garoupa
0w 1 1,4 _ + Corvina
11 : 51 1 2,8 + Cioba
11 : ND 1 + Namorado

informagoes de importdncia, para os futuros ensaios bacteriolégicos, ecoldgicos e
epidemiolégicos. .

Scb o prisma soroldgico, em confronto com as investigagdes nacionais realizadas
(7, 12, 14) salienta-se o cardter ubiglitirio desse microrganismo, rela gama
variavel de sorotipos detectados. Entretanto, alguns tipos sorolégicos foram
caims, como nos casos de 01:K32; 02:K28; 04:K42; 05:X17 e 07:XK19. Assinala—se que
© sorotipo 05:K17 ja foi incriminado como agente de um caso de gastrenterite
humana, ocorrido no Ceara (8). :

£ 13gico que infmeros fatores podem exercer wma influéncia sohre a
heterogeneidade dos tipos identificados pelos varios autores, sugerindo-se como
hipSteses, o local e os- espécimes analisados; os fatores fisicos, quimicos e
bioldgicos  ocorrentes nos ecossistemas estidados, assim camo a metodologia
bactericltgica empregada,

Na esfera ecoldgica, salienta-se, cam base nos resultados da Tabela 2, gque nio
houve, em relagic as espécies de peiwes, considerando suas caracteristicas de
habitat e do tipo de alimentacdio, wn vinoulo com determinado sorotipo ou sorogrupo.
A deteccao de V. parahaemolyticus foi evidenciada, indiferentemente, em espScies
bentdnicas e peligicas, portanto nas condicdes mais variiveis impostas por um
ecossistema aguatico abertc. E interessante destacar que esse aspecto diverge do
conceito de que a maior incidéncia de V. parahaemofyticus ocorra em Areas mais
sajeitas a poluicdo, particularmente em baias e estuirios {3).

Em sintese, os resultados obtidos demonstram a ampla difusfo do microrganismo em
de toxinfecgao alimentar, em determminadas regides do mundo e por sua extraordinaria
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condicles analisadas, provavelmente em decorréncia da taﬁpezgatura_da &gqua, sempre
superior a 10°C. Assim, & estabilidade do sistema ecologice @ mantida, quer do
ponto de vista qualitativo ou quantitativo, em relacdo aos diferentes constituintes
dessa cadeia alimentar.
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Summary

The presence of members of the genus Vib4aic was evaluated in 30
samples of oysters and the surrounding sea water of their envi-
ronment, collected in different stations of Sepetiba Bay, in Rio
de Janeire State, during a period of one year (1981/1982). Five
hundred and seventy-six cultures were obtained from the sample
analysed. The biochemical profile of the isolated, lead to the
classification of 390 strains in seven species: Non-01 V. chofe-
rae  (65.122), V. alginofyticus (13.84%), V. parahaems Lyticus
(11,027), V. fluvialis (6.66%), V. harveys (1.53%), V. damsela
(1.28%) and V. vulnigicus (0,517). Considerations on the outcome
of different enrichment media lead to the conclusion of the ne—
cessity of making use of a scheme consisting of alkaline peptone
water with fg% of NaCl associated with alkaline nutrient broth
2g% of KNaCl with or without addition of 200mgZ of eosine Y and
passage in Thiosulphate Citrate Bile Salts Sucrose Agar (TICES),

Resunmn

Caracterizacdo de especies do géneno Vibrio do ecossistema
agua-osira da Beia de Sepetiba, RY, Brasif

Avaliou-se a presenca de membros do género Wibtio em 30 amostras
de ostras e numero correspondente de agua do mar recolhidas em
diferentes pontos da Baia de Sepetiba, RJ, durante o periode de 1
ano (1981-82). A anilise possibilitou o isclamento de 576 cultu-~
ras de Wibaio das quais a classificacio bioquimica permitiu a ca-
racterizagao de 390 em 7 espécies, assim distribuidas: V. chofe-
nae nao-01 (65,12%); V. alginolyticus (13,84%); V. parahaemolyti-
cus (11,02%); V. gluvialis (6,66%); U. harveyd (1,532), V. damse-
€2 (1,287) e V. vulnificus (0,51%). Consideracdes sobre o compor-
tamento de diferentes meios de enriquecimento foram efetuadas, as
quais demonstraram a necessidade da utilizacdo de um esquema
constituido de Agua peptonada alcalina com 1g% de NaCl associado
ac caldo nutriente (Difco) alcalino com 2g% de NaCl, com ou sem
adicdo de 200mg% de eosina amarela e passagem em agar TCBS.

Introduction

The marine environment presents a variable microbiota which in same  situations

*Part of the Ph.D. thesis of the first author,

Rev. Microbiol., Sac Paule, 17{4):332-338, CQut./Dez. 1986.
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can affect and change the sanitary quality of products, which are consumed by the
populations.

The more incriminated individuals in this case are the bivalves because of their
physiological mechanism of nutrition, charvacterized by filtration and capture of
nutrients from the water which allows the introduction and retention in their
bodies of inmmerable microorganigns.

Foodborne illness caused by marine bacteria usually is  associsted with
consurption of raw seafoods. The oyster is the only mollusk that is generally eaten
raw.

Regarding to- the microbial flora of oyster (3, 18) indicate that UWibrio,
Pseudomonas Achromobacten, Flavobacterium and Micicecoccus species were predominant.
In addition,the frequency of this flora isin same extention constant in oyster and
in other mcllusks {14).

Evidence is rapidly accumlating which indicates that same Vibric species, can by
different ways be haxmful to huwans, as for example V. choferne O1; Non-01 V.
choferae, have also been vreferred to as nonagglutinable (NAG) or non-cholera
vibrios (NCVs);: V. parahaemolyticus; V. vulnificus; V. fluvialis (Group F or EF-6
vibrios); V. fuanisdd; V. damsefa; V. nollisae and V. mimicws. These species are
responsible for sporadic cases and outbreaks of enteritis as well as for
outer—intestinal infections in humens (2, 4, 15, 23, 24}.

The purpose of the present study was to provide some informaticns on the
incidence of the different Vibnic species in the water-oyster ecosystem of Sepetiba
Bay, in Rio de Janeiro State, Brazil. :

Material and Methods

Sampling - 30 samples of oysters {(Crassostrea brasiliana) and water that involve
the natural bivalves banks were collected at thirty stations located in Sepetiba
Bay during the period of January 1981 to December 1982 (Figure 1).

Tn each collection, 20 to 30 oysters and 500ml of water were collected in
sterilized bottles. The specimens were transported to the laboratory in a insulated
container at 5~100C, Samples usually were examinated within 12 hours after
collection.

Labonatony examination - The oysters were washed and brushed to remove the excess
of dirty, opened and the contents (flesh and liquor), used for examination {1).
Nommally 15 to 20 shucked oysters were utilized to obtain a 100ml volume which was
then blended for 1 min at 2000rpm in a sterile Waring blendor. Appropriate
quantities of oyster hamogenate and sea water was inoculated directly onto plates
of Thiosulphate Citrate Bile Salts Sucrose agar {TCBS, Difco} and incubating at
37oC for 24 hours.

In the enrichment process following media, distributed in volumes of 20ml per
tube, were applied:

a. Alkaline peptone water — pH 8.4 with 1g% NaCl (APW 1%);

b. Alkaline peptone water — pH 8.4 with 3g% NaCl (APW 3%);

c. Nutrient broth (Difco) — pH 8.3 with 2g% NaCl (NB);

d. Nutrient broth (Difco) - pH 8.3 supplemented with 2g% NaCl and 200mg% eosin ¥ -
Difco (ENB}. :

The basal medium APW contained 1% Bacto-Peptone (Difco) which was sterilized at
121eC for 15 min. Bosin Y was added to the Nutrient Broth as aqueous solution {1g%)
previously heated at 100°C for 30 min.

Enrichment media were inoculated with 1ml of samples and incubated at 37°C for 24
hours and subcultured onto TCBS agar plates. After overnight incubation at 37°C, 3
to 5 typical suspect Vibiivc colonies per plates of TCBS agar (yellow and blue-green
colonies) were picked onto Kligler Iren Agar (Difco).

!

Identification of vwibrios - The primary screening test for all isolates was Kovac's
oxidase. Organisms negative were discarded and the remainder were identified by
using the following tests: fermentative activities of carbohydrates {glucose,
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mannitol, lactose, sucrose, arabinose and mannose); preduction of indol and
sulphide hydrogen in SIM medium; nitrate reduction; ability to decarboxylate
lysine, ornithine or arginine; methyl red and Voges-Proskaver reactions; growth in
several NaCl concentxations {0, 3, 6, 8, 10g%) and sensibility to 2,4-diamino-6,7
diisopropylpteridine (0/129) phosphate (9, 24),

All strains of V. chofease belonging to Heiberg's Group T {sucrose +, arabinose
-, mamnose +), which revealed growth in 0 o 3g% NaCl, were screened for
agglutination test with the 0 and R antisera immediately after isolaticn.

Cultures identified as V. parahaemofyticus were analyzed their response to the
Ranagawa test, according to the recamendation of Sakazaki {20). The preliminary
serological characterization was made through R polivalents antisera and
identification of serovars was done by Dr. R. Sskazaki, National Institute of

Health, Tokyo, Japan.

Figure 1 — Sampling stations in Sepetiba Bay, Ric de
Janeiro, RJ
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Results

From the 30 samples of oysters and water collected from different spots of
Sepetiba Bay inciuded in this study, 576 strains of Vibaio sp. has been recovered
out of them, 258 from water and 318 fram bivalves samples.

The analysis of the biochemical profile of the isolated strains lead to the
classification of 390 cultures in seven species of the genus Vibrio (Table 1},
standing out the absence of V. choferae 01. The distribution of vibrios species in
the sampling stations is shown in Ficure 1.

Preliminary, the occuwrrence of the species is heterogeneous. Non-01 V. choferge,
V. alginolyticus and V. vubnificus revealed a greater number of isolations from the
sea water samples while the remaining species presented a higher percentage of
occuryence in the mollusks. Results of the application of different media are
indicated jin Table 2.
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Table 1 — Frequency of Vibtis species isolated from
the oysters and water of Sepetiba Bay, RJ

Origin

Vibrio
species Sea Water Oysters Total
N Nr. % Mr. % Nr. ]

Non-01 V. choferas 140 35.8%9 114 29,23 254 65.12

V. atginclyticus 43 11.02 11 2.82 54 13.84
V. parahaemofylicus 12 3.07 31 7.94 43 11.02
V. feuvialis 5 1.28 21 5.38 26 6.66
V. harveyl 3 0.76 3 0.78 6 1.53
V. damsela : 1 0.25 4 1.02 5 1.28
V. vulnigicus 2 0.5 - - 2 0.3
Total 206 52,82 184 47.17 3%0 99.9

Table 2 — Distribution of U{biio species according to the
environment and to the isolation media employed,

Symbols: a = Prymary plating; b = Peptone water, pH 8.4 with
1g%Z NaCl; ¢ = Peptone water, pH 8.4 with 3gZ NaCl; d =
Nutrient broth pH 8.3 with 2g7 Nall; e = Nutrient broth pH 8.3
with 2gZ NaCl and 200mg7 eosin ¥

Vibrt . Water Oysters

species Tees® mried w3z e TR TwWis Wit mee
Nene01 V. choferae 32 30 35 43 % 17 29 34
V. alginofyticus 7 5 12 19 3 3 4 1
V. parahaemofylicud - 3 7 2 2 10 8 11
V. §luviatis - 3 1 1 2 7 6 6
v, hanveyl 3 - - - 3 - - -
V. damsefa - 1 - - 1 1 - 2
¢, vulnificus - - - 2 - - = -
Total ' 42 42 55 67 45 38 47 54

From the stock biochemically identified as V. pahahaemofyticus, fifteen were
serologically characterized {(Table 3), thus making the identification of 11
different serovars possible. It is to be noted that only one serctype was detected
in the oysters and in the sea water, though from different sites of collection.
Also no calture showed hemolysis in the Kanagawa test.

Discussion

In the sea water envivonment of a bay the fauna and flora of the shores are more
subjected to the interference of camplex abiotic factors, whether cambined or not,
play an important role in the micro and macroscopic camponents of this ecosystem
{19} . When studying oysters that live in such an environment we mast bear in mind
that because of their nutritional physiology (typical of filtrators), the chance of
the retaining in thelir organisms ubiquitous species belonging to this biama may be
classified as a nomal event in levels highly superior to those, for example,
encountered in the pelagic region.
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Fram the sanitary point of view this event turns Table 3 — Serovars of V.

out to be very serious once that the oysters can be parahaemolyticus isolated
consumead "in natura", thus favoring the from the oysters and water

vehiculations of toxi-infectious (6, 22} and other of Sepetiba Bay, RJ.

agents of different etiology as for exanple the Symbols: * = Not determined
virus of hepatitis {(6}. The role of a natural
reservolr the oysters perform favors the
dissemination of other microorganisms, including Sercvars

marine wvibrios which also find a favorable 0:K Oysters Water Total
environment in the human organism and thus are

mechanism (3}, In this respect it stands out as a Untypable
particularity the fact that fran the seven
identified species of Wibric, only two, V. Total
alginolyticus and V. vubnificus, did not reveal an
equal or greater concentration in the oysters in
relation to the sea water (Table 1).

Evaluating the outcome of enrichment media, as shown in Table 2, the following
aspects stand out: 1. The process of direct placing (TCBS agar) for the detection
of the majority of V.ibrii¢ species, mainly fram oysters, is efficient.

2. The quantity level was best obtained in the nutrient broth - 2g9% of NaCi,
followed by alkaline peptone water - 3g% of NaCl for the sea water sample with
similar resuits for the oyster samples for which ecsin ¥ was added to the nutrient
broth.

3. The quality level results were ecuivalent in the use of alkaline peptone water
as well as in the use of the two formulas of nutrient broth (through alcaline
peptone water lg% cutmatched its homonym with 3g% of NaCl).

Non—-01 Vibaio choferse predominated in relation to the mmber of isolates
cbhtaired {Takle 1). It was present in 30 collection points indifferently whether in
the oyster or in the sea water environment (Figure 1). This finding indicates the
relevance of {ibiio cholerde under the ecologic point of view and the possible
repercussion of epideniologic nature that this phencmenon may represent in the
mechanisms of introduction of the micrcorganism in the consumers of this sea
product. It aiso explains the growing compramise of the human host in this event
aiready referred to by Blake & col. (2) and De Paola (5).

Vibnio parahaemolyticus, a recognized agent of food toxinfection, was detected in
14 different stations of Sepetiba Bay. Characteristics of this species were:
greater incidence of isclations from mollusks (Table 1), extracrdinary diversity of
serovars (Table 3), and absence of hemolysin responsible for the positive results
in the Kanagawa test {(adopted as a parameter in the detection of pathogenic and
non-pathogenic strains). All of these particularities are in agreement with those
described by Sakazaki (21), Fishbein & Wentz {7), Hofer & Silva (10, 11), leitio &
col. {i6) and Gelli & col. (8).

As to the occurrence of V. alginofyficus in 16 areas {53,3%) a peculiar
phenomenon was  the higher frequency of this species in the sea water than the one
found in the oysters. Fram the ecologic point of view this result is in agreement
with those obtained in many parts of the world pointing ocut its ample distribution
in the sea enviromment with a discret active part in the human host (2, 4, 15, 23}.

Among the more recently described species recognized as agents in the pathologic
processes in humans (2, 12, 13, 17, 23) emphasis is given to the particulafz}ties of
V. jluvialis. This species was located in 10 different sites of the Bay (33.3%) and

capable to develop infectious diseases in the human ¢ 1:x32 1 - 1
host {2, 5. 0 1:¥33 - 1 1
Was verified in this study and there is a strong o 2iia8 ! ; z
similaxrity between the species isclated from the 0 3:K% 1 - 1
bivalves and those found in the liquid media in 9 4:K13 - 1. 1
which these animals 1live, in both areas of 0 4:K* 1 - 1
collections, off shore and close to the litoral. 0 5361 1 " !
this result ratifies the capability of the oysters g Zfizo > 1 ;
of retaining particies filtrated duxmg the feﬂimg 0112;{15 - 1 1
1 1 2

5

L]
~J
—
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its isolates originated primordially from oysters. On the other hand V. damsefa and
V. wvulnigicus, were detected only in the sea water in a station-close to the shore
presenting characteristics of an estuary (Picure 1).

Other considerations are limited to the evaluation of the efficiency of the
culture media in which all enrichment processes have shown satisfactory results for
V. 4fuvialis. However this fact was not confimmed for V. vulnigleus, V. dumsela and
V. hoaveyi. Taking into consideration the scanty mumber of isolates cbtained for
these species thus making any analysis out of point. '

The information obtained in this research evidence the complexity and
multiplicity of the known and unknown species of the genus Vibrio present in the
marine ecosystem. The medical praminence of some new representatives of these
species are being emphasized in papers recently (2, 15).

Tn what concerns methodology it is advocated that the recognition of these
microorganisms depends directly on  the adoption of more inclusive bacteriologic
schemes. Stress is given to the efficiency shown by the alkaline peptone water with
1g% of NaCl associated with the nutrient broth with addition of 29% of NaCl ({(with
or without 200mg% of eosin ¥) besides stresked directly on to TCBS agar after the
enrichment procedure.
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Fesumn

Entre 104 amostras de Escherichia cofl isoladas de hezerros com
diarréia, 70 produziram citotoxina ativa em celulas VERO. Nenhuma
das amostras produziu enterctoxina termoestavel (STa) detectavel
pelo teste do camupdongo recém-nascide cu enterotoxina termolabil
ensaiada pelo teste de imunohemoiise radial. Os autores £fazem
consideracdes sobre o papel que essa citotoxina pode desempenhar
na etiologia da diarreia neonatal em bezerros.

Summary

Detection of VERD eytotoxin {VT) among strains of Escherichia co-
20 isokated fnom calves with diavthea

OQut of 104 E. coli strains isolated from calves with diarrhea to
produced VERO cytotoxin (VI). All strains produced neither ther-
mostable {S8Ta) enterotoxin as assayed by the infant mouse test
nor thermoltabile (LT} enterotoxin as detected by the single ra-
dial immunehemolysis test. The authors comment the role that this
cytotoxin may play in the aetiology of neonatal diarrhea in cal-
ves.

s amostras de Escherdichia colli enterotoxig@nicas (ETEC), isoladas do homem e
sainos, poden produzir: a. uma enterotoxina termoldbil (LT) (Donta, S.T. & col.,
Science, 183:334-336, 1974; Castro, A.F.P. de & col., J. Clin, Microbiol.,
12:714-717, 1980) e pelo menos duas variedades de enterotoxina temmestavel,
dencminadas STa e STh. A STa & ativa no teste do cammndongo recdm-nascido (Dean,
A.G. & col., J. Clin. Microbiol., 10:786-796, 1979) e a STh =0 & ativa
biclogicamente no teste de alca ligada de intestino de porco {Castro, A.F.P. de &
col., Vet. Rec., 115:518-519, 1984). Além destas toxinas, certas amostras de E.
coli podem produzir uma citotoxina ativa em células VERD e por isso denominada
BWERC cytotoxin” ‘ou simplesmente "VERO toxin® (VI) (Xonowalchuk, J. & col., Infect.
& TDwmm., 18:775-779, 1977; Kashiwazaki, M., Natl. Inst. BAnimal Health Q.,
20:116-117, 1980; Gonzales, E.A. & Blanco, J., FEMS ILett., 26:127-130, 1985).
Recentemepte o interesse pelo estudo da VT aumentou porgue existemn 1nd1c3.os de que
o prmmplo ativo da doenca do endema (PDE) seria bastante semelhante, se ndo
idéntico, & VP (Smith, H.W. & col., J. Gen. Micropiol., 12%: 3121-3137, 1983} No
que concerne as amostras de origem humana, observou-se gue aguelas produtoras de VI
e pertencentes a0 sorogrupo (157 parecem estar envolvidas em casos de enterite
hemorrdgica (Ryley, L.W. & col., New Eng. J. Med., 308:681-685, 1983). Além disso,
uma anostra de - E. cefd {H30), do sorogrupo 026, isolada de casos de diarréia
infantil na Inglaterra, durante muitos anos, produz grandes cguantidades de VT,

Rev. Microbiol., S3c Paulo, 17(4):339-341, Oui./Dez. 1986,
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sendo mesmo tomada como amostra padrac no estudo dessa toxina. Em relagdo a
bovinos, apenas amostras produtoras de STa tém sido relatadas cano  importantes na
eticlogia da dJdiarréia neonatal (Guinée, P.A.M. & col., Zbl, Bakt. Hyg. I. Bbt.
Orig., 243:245-257, 1979).

Por outro iade, a producdo de LT, por amostras isoladas de bovinos & negada por
varios autores (Myers, L.L. & cgl., Amer. J. Vet. Res., 45:1544-1548, 1984). Nosso
propdsito, na presente pesquisa, foi, trabalhande com 104 amostras de E. coli
iscladas de beserros com diarrdia, da regifo de Campo Grande, MS, averiquar a
produgdo de VT. Todas essas amostras foram negativas para STa (Dean, A.G. & col.,
J. Clin. Microbiol., 10:786-796, 1979) e para LT (Yano, T. & col., Med. Microbiol.
Immun., 171:171-178, 1983). Para a pesquisa de VI, as amostras foram cultivadas em
"Trypticase Soy Broth" (TSB) (Difco Lab.) a 379C, por 24h, scb agitacdo {150rpm).
As culturas foram entac centrifugadas e os scbrenadantes filtrados em filtro
Millipore (0.22u). O cultive das células VERC foi feito em meio de RPMI 1640
{Difco, Lab.) cam 10% de soro fetal bovino (Microbiologica, Rio de Jansiro,
Brasil), colocando-se em cada orificio 1.5 x 10% c8lulas. Bpds incubacio em
atmosfera de 00y (5%), a 37°C por 24h, substituiu-se o meio original por meic sem
soro, apiicando-se, em seguida, a cada orificio da placa, 20ul de cada sobrenadante
de cultura em estudo. As placas foram reincubadas e os resultados avaliados apds
48h, cbedecendo-se acs critérios de Konowalchuk & col., ji citados. Come controle
positivo da reagao usou-se sobrenadante da amostra de E. ocofd H30 (cedida
gentilmente por Konowalchuk) e como controle negativo o sobrenadante da cultura de
E. cofi Ki2, cedida por L.R. Trabulsi, Escola Paulista de Medicina, Sdo Panlo SP,
Brasil). Das 104 amostras estudadas, 70 (67,3%) foram positivas para a produgdo de
Ve (Figura 1). O resultado do controle negativo & visto na Figura 2. Encontrou-se
nz literatura alguwmas citagles da ccorréncia de producio de VI por amostras de
origem animal, porém, em relagdo a hovinos os trabalhos sSo escassos ou o niero de
amostras estudadas fol reduzido (Xashiwasaki, M. & col., Natl. Inst. Animal Health
Q., 20:116-117, 1980; Sherwood, D. & col., Vet. Rec., 116:217-218, 1985).

Figura 1 -~ a. Efeito em células VERO produzido pela linhagem 53 de E, cofd
(8Ta~, LT7); b. Controle negativo {(E. cofi K12}

No que tange as relacles entre as VIs de diferentes origens, os dados sdo
variaveis. Sedqundo Xonowalchuk & col. {(Infect. Inmm., 18:171-178, 1978), a VT de
origem humana diferiria da produzida pelas amostras de origem suina cu o PDE. J3
outros autores ndo conseguiram, por exemplo, detectar diferencas entre as Vs
produzidas por amostras de origem bovina e humana {H30) (Kashiwazaki, M. & col.,
Natl, Inst. Animal Health Q., 21:68-72, 1981}. Do ponto de vista epidémiolégico 08
dados existentes na literatura tawbém sdo diferentes. De acordo cam da Silva, M. &
col. (Rev. Microbiol., 14:161-162, 1983) nenhuma das 186 amostras de origem humana,
pertencentes aos grupos de E. cell entercpatogénicas classicas, por eles
examinados, produziu VI. Por outro lado, Marques, L.RM. {(cemunicagdo pesscal), em
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estudo realizado nos Estados Unidos, verificou a produgdo de VI, oom maior
frequéncia em amostras do sorogrupo 026, fato também confirmado por cutros autores
{Scotland, S.M. & col., FEMS Microbiology Letters, 7:15-17, 1980) . Qualquer que
seja a origem das amostras consideradas, os trabalhos citados =30 concordantes de
que o verdadeiro papel desempenhado pela VT na etiopatogenia da diarréia, precisa
ser melhor investigado. Na presente série, a elevada incidéncia de VI, ou seja
63,7% dentre 104 amostras de E. cofi STa~ e IT™, sugere a possibilidade de que esta
citotoxina poderia, eventualwente, ter algun envolvimento em Cascs de diarréia em
bezerros, Essa hipStese serd comprovada principalmente se se confivmarem, em
estudos posteriores, cue nestas amostras, em especial nas mais citotoxigénicas,
além do efeito VT, existe uma acdc enterotdxica, a semelhanca do gque ocorre com a
amostra de E. cofi H30, cuja VT tinha grande semelhanca bioldgica com a toxina
produzida por amostras de Shigefla dysenferige (O' Brien, A.D. & col., Lancet,.
11:573, 1983), esta sabidamente dotada de efeito citotdxico, enterctdxico e
neurotdwico {Brown, J.E. & col., Infect. Imman., 36:996-1005, 1982).
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Resunn

Campylfobacter fefus subsp. fetus foi isolado do conteddo estoma—
cal de um feto abortado, de lavado e "swabs" prepuciais de um
tourc provenientes de um rebanho que apresentava elevados indices
de infertilidade, repeticOes de cio, varias coberturas para fer-
tilizacao e casos de abortamento. Instituiu—ge antibioticoterapia
topica e sistémica, recomendando—se repouso sexual do macho e das
femeas por 30 dias. Apds esse pericdo foram feitos exames bacte-
rioldgicos de controle que se mostraram negativos, ndo havendo
vcorrencia de novos abortamentes. Os autores discutem o papel do
Campyfobacter fefus subsp. fefus na infertilidade de bovinos.

Summary

Infertitity and abontions in cattle due io Campyfobacter fefus
subsp. fetus: controf procedures and Ereatment _

Campylobacter fetus subsp. §etus was isolated from the aborted
fetal fluids, the prepucial washing and prepucial swab, of a dai-
ry cattle with clinical history of infertility and abortioms.
Therapeutic and prophylactic measures were recommended. The con—
trolling bacteriological tests were negative and new abortions
never happened. The authors discussed the role played by the Cam-
pylobacter fefus subsp. fetus as a cause of the cattle infertili-
ty.

Introdugao

A campilobacteriose genital bovina & wuwma doenga infecciosa causada por
Campylobacter {fefus subsp. venerealis, outrora dencminado Vibiio getus (11). Nas
fameas infectadas, a bactéria causa problamas reprodutives, como infertilidade
tempordria, oom repeticSes de cios e abortamentos ocasionais. O macho camporta-se
cano portador assintomatico, uma vesz que o microrganismc nac causa nenhuma
alteracéo patoldgica e ndo interfere na sua capacidade reprodutiva 11, 18}.

Existe outra forma de campilchacteriose, distinta da vendrea, atribuida ao
Campylobacter fetus subsp. fefus, anteriomente {ntestinalis {(11) , habitante do
trato infestinal de bovinos, ovinos, passaros e humsnos, tendo sido encontrado
também na vesicula biliar de bovinos (18). Geralmente, comporta-se como
microrganismo comensal, podendo, eventualmente, migrar por via sanguinea e
alojar-se nos placentamas, ocasionando reagdo inflamatdria que pode culminar ¢om o
abortamentc entre o 49 e 69 més de gestagdo (10, 18).

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 17(4):342-345, Out./Dez. 1986.
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No Brasil foram realizadas pesqiisas scbre a ocorréncia da campilobacteriose
bovina, evidenciadas pelo - isolamento do microrganismo de fetos abortados (5, 9,
15), de lavados prepuciais (9, 15) e pela prova de mucoaglutinacio em fé&meas (14).

O presente trabalho relata a ocorréncia de campilobacteriose genital bovina,
causada pelo Campyfobacter fefus subsp. f4efus, promovendo Iinfertilidade e
abortamentos num rebanho bovino.

Material e Metodos

De uma propriedade leiteira localizada na cidade de Jacarel, Estado de S3o Paulo,
cujo rebanho era camposto de 35 fémeas e um toure, cujas fémeas apresentavam sinais
de infertilidade e varios casos de abortamentos, foi coletado um feto gbortado ao
redor do 69 més de gestagdo e posteriommente muco prepucial do  touro cam
aproximadamente 12 ancs de idade, em funcdo reprodutiva, para pesquisa de bactérias
causadoras de abortamento como Campylobacter, Buucella, Lepfospira e cutras (2, 16,
18).

Aliquotas @o conteiido estomacal foram semeadas em placas contendo agar Brucelia
(Difco) oo 10% de sangue desfibrinade de carneiro, com e sem acréscimo de uma
solucdo de antibidticos composta por bacitracina 0,3g/1, polimixina B 0,00129/1,
actidione 0,029/L e novobiocina 0,005g/1 (6,11},

Parte das placas foi incubada & 379C, por 72 horas, scb condigao atmosférica de
microaerofilia, gerada pela técnica da vela, sendo a outra parte colocada
simplesmente em aercbiose em estufa a 37°C. Uma amostra do conteldo estamacal foi
também  sameadz em tubos contendo meio de Fletcher (Difco) acrescido de 10% de sore
inativado de coelho, que foi mantido sob aemcbiose a 28°C, por 10 dias para
pesquisa de Leptospira sp. (16). )

Foram incluidas també&m placas com ager H.H.Teague (eosina azul de metileno) para
pesquisa de enterobactérias, eventualmente causadoras de abortamento (8).

Amostras do maco prepucial do touro foram obtidas através do lavado e "swab" (6,
18). O lavado foi obtido mediante a introducio de 3Gml de solugdc salina tamponada
estdril na cavidade prepucial e apds massagem do prepacio, parte do liguido
recoihido {3ml) foi introduzido em frascos contendo Sml de Transport Medium Stuart
(Difco) acrescido de 0,2% de pd de carvio vegetal ativado. O "swab™ foi introduzido
profurdamente na cavidade prepucial, efetuando-se movimentos circulares que
permitiam tanto a absorcdo do muco quanto a raspagem da mucosa. Apds a coleta o
ewabh" fol embebido no mesmo meio de transporte. Os materiais provenientes do tourc
foram processados da mesma forma que a descrita anteriormente para © conteGdo
estomacal, e os microrganismos isolados submetidos a estudos bioquimicos para
identigicacéo. Foi sugerido, também, tratamento dos animais 3 base de lavagens
antissépticas e com antibidticos.

Resultados
No &gar Bruceffs, sem e com solugdo, a solucde de antibidticos semeado com ©

contetido estomacal do feto abortado, verificou-se a presenca de coldnias pequenas
com cerca de 1mm de difmetro, convexas, brilhantes de cor branca-acinzentada e ndo

hamoliticas. 2través do exame bacterioscopico cobservaram-se bastonetes
Gram-negatives em forma de virgula, asa de gaivota e "S" gue caracterizam o género
Campylobacten.

Do muce prepucial coletado através de "swab" e semeado em agar Buucelfa contendo
a soluco de antibibticos, foram observadas colfnias semelhantes s descritas
anteriomente, cujo exame bacterioscOpico mostrou morfologia também campativel —com
o género Campylobacler.

Mhas as culturas, apds serem semeadas em tubos contendo meio de tioglicolato
(Merck), adicionado de 0,16% de Bacto Agar (Difco} foram submetidas as provas
pioquimicas (11, 18). Tais culturas mostraram ser catalase positivas, produtcras de
H,;S pelo enegrecimento da fita de acetato de chumbo e tolerantes a glicina nas
concentracdes de 1 e 1,5%.
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Através destes resultados pode-se constatar que os microrganismos isolados tanto
do touro quanto do feto tratavam-se de Campylobacten fefus subsp. fetus.

Do conteldoc estomacal do feto abortado nio foi wverificado crescimento de
microrganismos patogénicos nos meics de agar H.H.Teagque e Fletcher. Do lavado
prepucial e "swab" houve o crescimento de bactérias contaminantes, prdprias da
flora prepucial freguentemente encontrada em tourcs.

Foram propostas medidas profilaticas e terapSuticas para a campilobactericse
{18): © tratamento 1ccal indicado para o tourc foi de 5g de estreptomicina e
5.000UL de penicilina dissolvidas em 20ml de uma solucdic aquosa de aciicar comm 30%
P/, apecida e introduzida na cavidade prepucial efetuando-se massagem,
instituindo-se quatro tratamentos em dias alternados. Como tratamento parenteral
utilizou-se uma solugdo aquosa 50% de 22mg/kg de dihidroestreptomicina, repetida
trés vezes com intervalo de 48 horas. O touro pexmanecell e repouso sexual pelo
prazo de 30 dias,

Nas fémeas foram feitas infusdes intrauterinas 3 base de mucolitico associado com
os antibioticos descritos acima, assim como, repouso sexual por um periodo  também
de 30 dias.

Apds tratamento realizaram-se exames de controle no touro que se mostrou
bactericlogicamente negativo, nfo havendo posteriomente, ocorréncia de novos
abortamentos. :

Discussio

O isolamento do Campylobacten fetus subsp. fefus do muco prepucial de um tourc e
de um feto abortado, provenientes do mesmo rebanho que apresentava problemas
reprodutivos, demonstra a conplexidade de fatores que erwolvem a  campilobacteriose
bovina.

A subespécie fefus distinguida por Florent (7) da subespécie venerealis tem  sido
citada (7, 10, 18, 20) caw causadora de aborto esporddico, ndo relacicnada a
infertilidade e sendo adquirida por ingestic e, portanto, de transmissio nfo
venérea, No entanto, ndo tem sido faciimente explicada sua frequente ocorr@ncia em
amostras prepuciais de touros pertencentes a rebanhos com problemas reprodutivos
(3).

A probabilidade de infecgdo genital por via exterma, isto &, por ingestio ou por
contaminagio fecal dos Orgdos genitais, pode ser aceita uma vez que as condicfes de
manejo permitam tal fato.

Florent, em 1959 (7}, observou elevada proporgio de coproculturas positivas para
Campylobacten feius subsp. fefus em fémeas vitimas de abortamentos esporidicos, o
gue ndo se verificou em fémeas com campilobactericse vendreas.

Por cutre lado, a permanéncia da subespécie fetus no trato genital pode atingir
até 120 dias na fémea e 60 dias no macho (1), o que provavelmente representa tempo
suficiente para a disseminagdo da doenca num rebanho.

A instilagdo de Campylobacter fetus subsp. fefus no trato genital de  fameas
virgens pode pramover infeccdo branda, porém persistente cam o aparecimento de
salpingite, endometrite, cervicite e vaginite, inclusive can a ocorrdncia de
alteragao do sorotipo . da estirpe infectante (17). Estes fatos demonstram que as
caracteristicas antigénicas e bioquilmicas distintas entre as duas subespécies sdo
pouco precisas, e podem ser evidenciadas pela possibilidade de certas estirpes
apresentarem camportamento bioquimico compativel com estirpes intestinais, mas com
patogenicidade relacionada &s estirpes venfreas, inclusive cama ocorréncia de
infertilidade (17). ‘ -

AlteragCes na estrutura do antigeno scmitico e dos antigenos de superficie foram
demonstradas em culturas de Campyfobacfer {etus subsp. §etus na presenca de
antisoro especifico (12, 13). Uma situacio anfloge a este fenfmeno poderia estar
ccorrendo, na qual anticorpos especificos secretados na regifio genital para uma
determinada estirpe infectante sejam responsiveis pelas variagbes antigénicas (4).

AlteragOes desse tipo, assim como, aguelas mediadas por plamideds oa ainda
referentes a selegio de mutantes, tém sido descritas em outros microrganismos
Gram—negativos {19). )
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Simples provas bicquimicas podem ser responsaveis pela evidenciagio de tails
fendmenos como, por exemplo, a transformacdo de estirpes "glicina sensiveis” em
"glicina resistentes" (17).
Fstudos no sentido de elucidar a importdncia da variedade intestinal obtida a
partir de amostras do trato genital seria de grande importincia no conhecimento da
canpilobacteriose.
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Sumary

For the first time in Brazil a new type of oocysts of coceidia
was observed in cats feces. Parasitological examinations carried
ou in the feces of 150 cats in the city of Sao Paulo, detected 8
(5,3%) animals shedding sporulated oceysts of the coceidia, The
oocysts were spherical, 25,1 - 34,5 x 31,4 - 37,7 (meanyy, 32,3 x
31,1)um, with a 2-layered, smooth, colorless wall with a residuum
composed of scattered granules or sometimes composed of condensed
mass. They contained four naked elongated fusiform sporozoites,
15,7 - 22,0 x 3,1 - 3,8{meanys, 17,3 x 3,1)um. The Giemsa-stai-
ned sporozoites have a small round and black structure af near
one end (that seemed to be the nucleus) and also some clear glo-
bules. These cocysts upon floatation method with saturated sugar
solution appeared deformed. Hypothesis on the identity of this
coccidia are presented. Based on actual knowledge on coccidia we
placed under the genus Chyptosporidium and the species C. curyl
sp.0.

Resum

Cryptosponidium curyi sp.n. nas fezes de gatos na cidade de Sdo
Paulo, Brasif

Pela primeira vez no Brasil, um nove tipo de cocistos de coccidia
fol observado nas fezes de gatos. Exames parasitologicos realiza-
dos nas fezes de 130 gatos, na cidade de S3o Paulo, detectaram §
(5,3%) animais eliminando oocistos esporulados da coccidia. Os
cocistos eram esfericos, 25,1 = 34,5 x 31,4 — 37,7 (médiagy, 32,3
x 31,Dum, com dupla membrana, parede lisa e incoler, contendo um
corpo residual composto de granulos esparsos ou algumas vezes
copesto  de uma massa compacta. Eles continham quatro esporozoi-
tas alongados e fusiformes, 15,7 - 22,0 x 3,1 ~ 3,8 (médiays,
17,3 x 3,1)um. Os esporozoitas corados pelo Giemsa apresentaram
uma estrutura pequena, arredondada e escura em uma das extremida—
des (que pareceu ser o nlcleo) e também alguns gldbulos claros.
Esses oocistos submetidos zo método de flutuagao com solucao sa-
turada de agucar apresentaram—se deformados. Hipoteses sobre a

Rev. Micrchiol., Sac Paulo, 17(4):346-349, Out./Dez. 1986.
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identidade dessa coccidia sao apresentadas. Baseando-se nos co-—
phecimentos atuais sobre coccidias colocou-se no género Caypfos-
poridium e especie C. curyi sp.n.

Introduction

A few years ago the only genera of coccidia thought to ocour in Cats were
lsospona, Edmenia, and Crypiosporid{um. At present it is known that Toxoplasma,
Sancocystis, and Besnoitiz ave all coccidia with oocysts similar to those of
Tsospoia and that most of the organisms given the name Cryptosporidium are actually
Sarcoeysts {(3). The ococysts of them are sporulated {Sarcocystis, and
Cryptosponidium), or rnon-sporulated (Isospora, — Toxoplasma, Hammondia, and
Besnoltia) , when excreted in the feces. ’

These are all the coccidia known in cats are present (2, 3, 5, €).

This paper reports for the first time a new type of oocysts of coccidia cbhserved
in the feces of damestic cats in the city of Sdo Paulo, Brazil.

Material and Methods

Parasitological examinations were carried out in the feces of 150 cats from
different areas of city of Sao Paulo.

Techniques - Cats feces were examined by floatation and centrifugation in
water-ether methods as described by Ogassawara & col. (4).

The sporozoites were stained by Giemsa's staining method after mechanical rupture
of the cocysts.

Results

Besides eggs and larvae of helminths and oocysts of already known protozoa we
detected 8 (5,3%) animals shedding different kind of occysts. The age of the
positive cats was from six months to six year-old. ’

Oocyat structune - The cocysts were sporulated when excreted in the feces and they
were spherical, 25,1 - 34,5 x 31,4 - 37,7 (mean3p, 32,3 x 31,1)ue, with a
2-layered, smooth, colorless wall with a residumm canposed of scattered granules or
scmetimes camposed of condensed mass. They contained four naked elongated fusiform
sporozoites, 15,7 - 22,0 x 3,1 - 3,8 (meanys, 17,3 x 3,1)um (Figure 1). The
Ciemsa-stained sporozoites have a small round and black structure at near end (that
seemed to be the nucleus}, and also same clear globules (Figure 2).

The oceysts examined by floatation method using saturated sugar sclution (d
1.203) frequently appeared deformed. Nevertless, when they were suspended in water
resumed their original form - cocysts with a 2-layered srro:oth wall.

biscussion

Actually, three genus of coccidia are known passing sporulated oocysts in the
feces - Cayptosponidium, Sarcocystis, and Frenkelia, the later in the feces of
buzzards - Bufeo buteo. Cayptosporidium cocysts were indentified in the feces very
recently (1, 7).

The cocysts of the coccidia detected are very similar to Cayplospornidium mureis
Tyzzer, 1907 on structural basis, but the former (32,3 x 31,1um} are six to seven
times bigger than the later (5-6um).

During our study we tried to infect cats with these ococysts but failed. So we do
not know if this parasite need save intermediate host or not.
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Figure 1 - Sporulated Figure 2 - Giemsa-stained sporozoites
oocysts in water with a small round and black corpuscles
suspension. 400X and some clear globules. A compact mass

of a2 residuum is seen. 1000X

All coccidia are not monoxencus  as
it was supposed but scme of them are
strictly or opticnally heteroxenous.

Cagplospondidium is known to be
TEMOXENcUEs with the whole
developmental stages of the parasite
mainiy in the intestine. Satcocystis
are hetercwenous — the host of the
sexual stages is a predator and that
of the sexual stages is a prey
animal.

Isospora on the other hand, is monoxenous or optionally heteroxenous.

The cocysts of the coccidia found do not fit any other one known at present.

The following hypothesis about this coccidia can be brought foreward:

1. The oocyst could be a free sporocysts of anunknown 1s0spora;

2. The ococyst could be Sarcocysts species not reported yet;

3. The oocyst could be an accidental ingestion of coccidia of another animals such
as auall mammals, reptiles, or binds. Nevertless, the third hypothesis is the
weaker because some of the cats were passing cocysts for more than a week after the
first examinaticn.

In view of the actual knowledge on coccidia we believe that the identified
occysts belong to a new species of the genus Cryptosporidium or another genus of
the family Cryptosporidiidae (at now only cne gertis) .The cocyst is placed wnder the
genus Cayptosporidium and the species named C. cwryi sp.n (in honor of the eminent
Prof. Dr. Folando Cury, ex~professor of the School of Veterinary Medicine of
Undversity of Sao Paulo).
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Resumo

£ discutida a importancia da pesquisa de portadores de S. awrews
em . bovinos, particularmente f@meas em lactacio. As cepas obtidas
de diferentes nichos apresentaram-se positivas para S. auwrnens,
considerando-se o teste de coagulase em tubo nas porcentagens de
4,0% para as isoladas das fossas nasais; 30,90% para as do ubere
antes do teste da caneca telada e 47,62% para as do ubere depois
do teste. Resultados do antibiograma revelaram altos niveis de
resisténcia principalmente com relacic a estreptomicina e a peni-
cilina.

Sunmary

Staphyfococcns auneus: search of bovine hosts durdng mifking pe-
néod and antibiogram of {sofated sinains

Bovine hosts of S. 4Quteus importance are discussed, particularly
in females during the wilking period. The isclated strains of the
various niches showed to be positive for S. aukeus considering
the coagulase test tube assay in the percentages of 4.0% for the
isolates from nostrils; 30,97 for the isolates from the udders
before the test and 47,62%, for the isolates from the udders af-
ter the test, Results from antibiograms showed high levels of re-
sistence mainly for streptomicin and penicillin.

Introducso

A mastite bovgna ccasionada pelo S. awreus & frequente em nosso meio ambiente,
sendo uma afeccdo que acarreta prejuizos de ordem econfmica ligades & diminuicdo ocu
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perda total da lactacdo saxio tankém wma enfermidade crdnica e de cardter
contagioso.

Frequentemente, as cepas isoladas mostram resisténcia acs agentes antimicrobianos
de use corrente em medicina veteriniria (3). Baseando-se nestes fatos € necessario
que se estabelecam medidas profildticas adequadas, pois = as condigdes
higiénico-sanitirias de um estabelecimento concorrem para a necessiria prevencao,
bam como para a saile dos animais e do homem que convive com eles.

Em medicina humana um novo aspecto vem despertando interesse na tentativa de
melhorar as cordicdes de prevengdo de determinadas doengas, notadamente causadas
por microrganismos dos géneros Staphgﬂococcmé e Streptococous., Essas medidas estio
ligadas ao conhecimento Jde individuos chamados “portadores™ que apresentam o
microrganismo potencialmente patdgeno, sem mostras de qualquer sintcma clinico da
doenca. Do ponto de vista epidemioldgico, © papel do "portador” € de extrema
importancia, pois consiste muma fonte de  infecgdo para individuwos que,
eventualmente, possam apresentar condi¢des adequadas para o estabelecimento de
infecedes, tais camo resisténcia diminnida por diferentes causas ou solugtes de
continuidade na pele e mucosas,

Fm medicina veterindria, pouco tem side feito na determinacio de animais
portadores, sendo este o objetivo no presente trabalho cam bovinos em fase de
lactacdo.

Material e Métodos

Cotheita do mateniaf - Procedencia das amostras - Foram utilizados para ©
isolamento de S. awrteud amostras provenientes de 24 animais da espécie bovina,
aparentemente sadios e em fase de lactagao. Eram animais da raga Holandesa,
pertencentes ao estabulo da Faculdade de Ciéncias Ag:rarlas e Veter:mar:.as, Camgus
de Jaboticabal, INESP, controlados através de assisténcia médico-veteriniria e se
caracterizando por uma proc’rugao média didria de 15 litros de leite/animal.

0 sa.st@ma de criacdo & semi-confinado e as instalagles apresentam pisc acimentado
que & lavado 2 vezes por dia, nos intervalos entre ordenhas. De acordo cam a rotina
doestabelecmtoosamnmsemnordermados2vezespordla 3s 4:00 e as 14:00hs
pelo sistema de ordenha mec@nica. Os animais no momento da oxdenha eram contidos em
bretes e tinham seus Uberes e tetas lavados com pano comam utilizado para todos ©s
animais.

A sequir, eram colhidas amostras de leite de todos os quartos do {bere de cada
animal para o teste da caneca telada, sendoansegiudapxocedldaaorderma

Para cada animal foram colhidas 3 amostras com auxilio de 3 zaragatoas
esterilizadas obedecendo o seguinte esquema:

Zaragatoa 1 - uma amostra das fossas nasais (FN);

Zaragatoa 2 - uma amostra da parte externa do Gbere e tetas antes do teste da
caneca telada (UA4);

Zaragatoa 3 - uma amostra da parte externa do tbere e tetas depois do teste da
caneca telada (D). .

As zaragatoas eram acondicicnadss em tubos de ensalo esterilizados e
transportadas J‘.uediatamente a0 laboratério.

Tsofamento - O material era semeado pela técnica de esgotamento no meio de Ni (5) e
incubado a 37°C por 48 horas.

Ag zaragatoasasegn:eramcolmadasanmbosdeensammntaﬁocaldosmplese
incubados pelo mesmo tempo € temperatura, para possivel reisolamento, caso ndo
howvesse crescimento no isolamento primario em agar Ni.

Apos as condigles de temperatura e tempo preconizadas as cepas eram sulmetidas a
outras provas.

Identificacae das cepas - Prova de ZLecitinase - Esta prova foi realizada
paralelamente ao isclaments em meio de Ni.

Prova de pfasmacoagulase em tamina - Utilizou-se culturas de 24hs de estafilococos
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em Agar simples inciinado. Uma peguena fracdo do cultivo foi retirada cam o auxilio
de uwma alga de platina e colocada em ldmina com uma gota de "pool” de plasma de
coelho (EDTA) diluido a 1:10 em solugde salina 0,85%, sendo a mistura homogeneizads
e a leitura feita macroscopicamente de imediato., Para a eliminacdo de falsos
positivos (cepas auto aglutinantes) cada amostra era também colocada frequente &
solugdo salina 0,85%, nfo devendo apresentar grumos.

Prova de plasmaccagufase em tubo - As cepas a serem testadas eram semeadas em meio
liquido de Mueller Hinton (Mueller Hinton Broth, Difco Laboratories) e incubadas
por aproximademente 18 horas a 37°C. Em seguida eram misturadas em partes iguais,.
em tubc de ensaio tipe hemblise, a cultura e o "pool" de plasma de coelho (EDTA)
diluido a 1:5 sendo -a mistura hanogeneizada e incubada em banho-maria a 370C por 24
horas. As leituras eram feitas na 13, 22, 42 e 242 horas. :

Prova de desoxinibonuclease {DNase} - As amostras de estafilococos, obtidas de
cultura de 24 horas em agar simples inclinade, eram semeadas por picadas em placas
contendo agar DMase (DNase Test Agar, Difco ILaboratories), obedecendo a um
escantilhido de 8 a 12 posigles. Bssim em cada placa eram testadas de 8 a 12 cepas..
O teste foi feito em duplicata. 2pds a incubacio a 37°C por 48 horas fazia-se a
imndacdo da placa con solugde de dcido clorfdrico a IN. A leitura era feita apos
10 minutos.

Antibiograma - Foi realizado pelo método de Bauer & Kirby (1) com modificacbes de
Rocha & col. (7) e as.amostras classificadas sequndo os modelos de Barber & Burston
(2}).

Resultados Tabela 1 - Resultados obtidos na prova de
lecitinase com cepas de estafilococos isolados
Os resultados obtidos na prova
de lecitinase estdo contidos na

Tabela 1,  tendo  sid e
consideradas positivas as cepas Nichos J° total
que apresentavam uwn  halo de Cp3S  positives % Negativos 8

cpalescente indicando a lise

pel itinase lecitina M 25 1 4,90 24 96,00
miidalilmeio de cdu?ma A 55 16 29,09 39 70,91
: w 84 39 46,43 45 53,57

Na prova de plasmacoagulase em
tuba, foram consideradas _
positivas apenas as cepas que )
coagquiavam totalmente o plasma {4+) com formagao de codgulo fimme no interior do
tubo. Todas as demais (de 1 a 3+) foram consideradas negativas (Tabela 2).

Com relagdo ao teste de desoxivribonuclease (DNase) as cepas determinadas cawo
positivas forem as que apresentaram halo de hidrdolise ao redor da coldnia, maior 4
ou mais vezes gque o tamanho do indculo. Os resultados desta prova estdo swarizados
na Tabela 3. '

A frequéncia de portadores de S. awteus no grupo de 24 animpis aparentemente
sadios examinados fol cerca de 41,67% uwma vez de 10 animais gpresentaram a presencga
de microrganisme que variou nos diferentes nichos cano Ubere depois (D) com 8
animais positivos (33,33%) tbere antes (UA) com 07 (29,17%) animais positivos e
fossas nasais com apenas T animal (4,17%) positivo. Com relacdo ao nimero de cepas
por nicho e colonizacdo observamos pela Tabela 4 que wm mesmo  animal apresentou
colonizagdo nos trés nichos, quatro (4) er dois nichos e 5 em apenas um nicho.
Também pela mesma tabela podemos notar que o Ubere depois (WD) apresentou maior
nimerc de cepas isoladas, 39 (70,91%), para 15 (27,28%) da amostra do Ghere antes
{ta) e 01 (7,81%) das fossas nasaig, | _ _ :

As cepas com resultados positivos (4+) na prove de plasmacoagulase foramm levadas
a elaboragéo do antibicgrama cujos resultados est3o descritos na Tabela 5.

A Tebela 6 demonstra os modelos de antibiograma sequndo Barber & Burston (2)

obtidos ctm as Cepas de S. awreus isoladas.
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Tabela 2 ~ Resultadoes obtidos

nas provas de plasmacoagulase Mo total Resul tados .
. Nichos

em l3mina e tubo das cepas de de cepas Positivos % Negativos 4

estafilococos isolados -

N 25 Lamina 1 4,00 T4 96,00

Tubo 1 4,00 24° 96,00

178 55 Liamina 15 27,27 40 72,73

Tubo 17 30,90 38 69,10

w 84 ILimina . 34 40,48 50 59,52

Tuko 40 47,62 44 52,38

Discusszo Taghela 3 - Resultados obtidos na prova de

desoxirribonuclease com cepas de estafilococos
Em portadores humnos as  isolados
fossas nasais representam o
local de eleicao para a _
permanéncia  de S, aureus. A Resuitados
literatura mostra  que e Nichos g‘: total :
portadores bovinos, este ndo é CEEAS  pugsitives 3 Negativos &
wm local &30 adequado e que a

P FN 25 1 4,00 24 95,00
S asa de cepas ge ﬁovmw‘ﬁ w®m 55 23 41,82 32 58,18
nas fossas pasals deé bovinos e ™ 84 30 35,7 54 64,29
reiativamente pequena, mespc am _
rebanhos onde infecedes

estafilocOcicas s80 freguentes

{4, 10}.

Entretanto quando a pesquisa de portadores se restringe ao Ubere, podemos
cbservar um amento na frequéncia de animais portadores, conforme chservados pelos
dados relatados. Dos 24 animais estudados . 10 (41,64%) foram positivos para
isolamento de S§. awreus en pelo menos um dos nichos estudados. Entretanto, a
associacdo {bere antes e depois {UA/UD) foi predaminante, levando-nos a considerar
por estes dados que o fibere em bovinos é um local mais adequado para pesquisa de S.
aunens que as fossas nasais.

Tabela 4 ~ Relagio entre animal, nimero de cepas e
nicho  colomizado em 10 animais positivos mno
isolamento de S. awieus

Animai © Nicho/ne cepas
o % Total
FN NP cepas UA NQ cepas UD N@ cepas

1 + 1 + 1 + 1 3
4 - - ¥ 12 + 35 47
2 - - + 2 - - 02
3. - - - - + 3 03
10 1 15 39 55

_As amostras determinadas camo ibere depois (UD) foram as que apresentaram © maior
nimero de cepas do referido microrganismo, quando consideramos que neste local
havendo anteriormente um contato normal do manipulador, pedemos sugerir gque este
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fato pode estar concorrendo para aumentar o nimero de cepas isoladas sejam elas de
outros locais do proprio animal e ou de origem limana. Tal afimmacio podera ser
alicercada em dados epidemioldgicos mais indicativos tais cawo a prova de
fagotipagem.

Tabela 5 - Modelos de antibiograma segundo Barber & Burston,
(2}, obtidos com as cepas estudadas

Mdelos
Mict Ne de
arostras S555  RS83SS RRSS RRRS RRRR RESR RSSR  SSRS
NE O % Nt NE NE NS N g No%
FN 1 3 0 ¢ 1 ¢ 0 0 0
100% .
VA 15 0 2 7 0 0 4 2
. 13,33% 46,673 2,67% 13,333
D 39 12 1 & 0 0 9 0 1

30,76% 28,20% 15,38% 23,07% 2,56%

Yabela 6 - Resultados obtidos no antibiograma com cepas de S.
awreus provenientes de diferentes nichos

_ Antibidticos
Nichos D &8 Ampicilina 10mg Cloranfenicol 30mg Estreptomicina 10mg
cepas R s R S R S
n? 2 n? % nY % ng % ne %
™ 1 1 0 1 0 1 o
' 100% - 1400% - 100% -
ey 17 17 ¢} 0 17 11 06
100% - - 100% 64,70 35,30%
mw 40 23 17 1 359 15 25
57,50% 42,50% 2,50% 97,50% 37,50% 62,50%
Gentamicina 10mg Pénicilina 10ng Tetraciclina 30mg
R S R s R S
n? % n¥% ne % ne % e % ng %
N 1 0 LT 1 ¢} [ 1
- 100% 100% - - 100%
A 17 4] 17 17 0 [+13 11
- 100% 100% - 35,30% 64,70%
jain} 40 0 . 40 25 15 09 3t
o= 100% 62,50% 37,50% 22,50% 77,50%

A determinacdo de portadores de S. awteus mam rebanho pode ser cansiderado um
pontc a mais na cadeia epidemiologica das mastites, podendo estabelecer com maior
seguranga quando a fonte de infeccdo & o priprio animal ou o howem, oferecendo
possivelmente melhores - condiges de técnicas higidnico-sanitirias e de manejo
adequadas, : ’
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Conclusdes e consequéncias dos achados

Os resultados cbtidos nos permitiram concluir que: o
1. A frequéncia de portadores de Staphylococeus auieis nOS apimals do rebanho
estdado foi 41.,67%. . ' _ B
3. Dentre os dois nichos pescquisados a ocorréncia do 5. aureusd foi maicr no tbere
apds ser sutmetido a higiene pré-ordenha (D), sendo de 33,34%; seguido das
amostras UA com 29,17% e FN, 4,17%. . o
3. As cepas de S. awreus iscladas apresentaram elevada resisténcia a antibidticos,
particularmente & penicilina e estreptomicina.
4. Todas as cepas foram sensiveis a gentamicina.
5. os modelos de Barber & Burston mais frequentes foram nas amostras Up: 5855
(30,76%), RSSS (28,20%) e RRSR {23,07%); nas amostvas UR: RRSS (46,67%); RRSR
(26,67%) e RSSS e RSSR (13,33%).
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Resuano

A andlise de 42 amostras de carne moida bovina, cbtidas em agou-
gues do Estado do Rio de Janeiro, permitiu ¢ isolamento de (fos-
tnidium perfringens numa frequéncia de 57,1% sendo 21,4% de amos—
tras termo-resistentes e 7,17 de amostras enterctoxigeénicas. As
amostras de carne com maiores 1nd1ces de contaminag¢ao apresenta~
ram celulas de C. pergaingens em nimero superlor a 3,0 x 10° por
grama. 0 nimero de C. pe&ﬁ&&ngen& enterotoxigenico variou de zero
a 3,0 x ?02 celulas vlavexs pox grama. O isolamento e a determi-
nacdo do numero de viaveis foram feitos empregando-se o meio de
Willis & Hobbs (23) modificado pela adigde do sulfato de canami-
cina (0,0001g/ml}, suifito de sdédic (0,0008g/ml) e sulfato ferro-
s¢ amoniacal (0,00025g/ml). Neste meio, as coldnias de C. per
gningens foram escuras e circundadas por um halo opalescente. Em
algumas amostras de carne (23,87) houve crescimente de Sirepfo-
coceud faecalis que, quando predominou numericamente, dificultou
o ilgsolamento de C. penjringens.

Summary

Enterotoxigenic Clostrnidium pergningens in catilfe ghound meat in
Rip de Janeiro

An analysis of 42 samples of cattle ground meat from butcher shop
in Rio de Janeiro led to the isclation of CLostaidium pergringens
at a 57,1%Z frequency. From the isolated strains 21,4% were found
to be heat-resistant and 7.17 were enterotoxigenic. The specimens
showing greater contamination presented more than 3.0 x 10° C.

perjringens per gram. The number of enterctoxigenic cells changed
from zere to 3,0 x 10® viable cells per gram. The isolation and
viable cells determination were carried out employing the Willis
& Hobbs medium (23) modified by wus. Kanamycin sulfate
(0.0001g/ml), sodium "sulfite (0.0008g/ml) and ferrous awmonium
sulfate (0.00023g/ml) were added at the eriginal EYA medium. In
this medium C. pergringens developed black colonies rounded by an
opalescent zone. A contaminant microorganism identified as Sinep-
Lococeus faecalis grew from some specimens (23.8%) in the modi-
fied medium, When this wicrcorganism prevailed in the plates the
isolation of (. perfalingens was difficult,

Introducao
0 frequente envolvimento de Clostaidium perfaingens tipo A em casos de

Rev. Microbiol., Sdc Paulo, 17{4):356-363, Out./Dez. 1986.
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toxinfeccSes  alimentares |, umanas, en  diversos paises, tem levado varios
microbiclogistas ao estudo de meios e téonicas que permitam uma recuperacdo rapida
e quantitativa desse microrganismo a partir de alimertos e fezes (1, 3, 6, 11, 14,
15).

0 amprego de drogas antimicrobianas como a canamicina {15}, D-cicloserina (3},
necmicina {10, 11), polimixina {1, 15, 21) ou sulfadiazina (1), associadas as
conhecidas caracteristicas hewolitica, lecitindsica e sulfito redutora de estirpes
dessa bactéria, pemmitiu o estabelecimento de meios seletivos e indicadores que
facilitam © isolamento desse germe. Varios métodos foram propostos para O
isolamento de C. pergringens a partir de diferentes fontes. Porfm, a eficiéncia de
cada um varia em funcio do estagio esporulado ou vegetativo em que se encontra ©
microrganismo, da flora microbiana contaminante, da constituicdo do espécime
analisado, bem como de fatores inerentes a cada metodologia, cawo a honogenei zagao
do espécime e a temperatura empregada para incubacdo ou tratamento inicial da
amostra. Ha, no entanto, um consenso geral de que essa bactéria seja das mais
comms nos casos de toxinfecedes alimentares humanas, pela frequéncia com que tem
sido isolada de alimentos e portadores em varios paises, independentemente da
metodologia utilizada (4, 8, 9).

Meios de cultura contendo gema de ovo tém sido expregados para o isolamento de C.
perfaingens em laboratdrio, baseados em modificacSes do meio previemente dJescrito
por Willis & Hobbs (23). Na Tabela 1 est3o descritos o meic EYA original (23) e as
principais modificagles feitas por diversos autores € por nos no meio basico de
Willis & Hobbs (23).

No Brasil, a frequéncia de casos de texinfecgbes alimentaves por C. perfringens &
completamente desconhecida, ewbora possa ser prevista uma alta incidéncia devida ao
clima tropical, a falta de controle sanitdrio na manipulagdo e estocagem de
alimentos en diversas cidades brasileiras e ao elevado nirero de portadores
intestinais de C. peifringens enterotoxigénico, come yecentemente deponstramos
entre os hsbitantes da cidade do Rio de Janeiro {20). A presenca desse germe o
solo {20) & um outro fator relevante que aumenta a possibilidade de contaminacdo
dos alimentos inadequadamente protegidos e que pode contribuir para uma elevagao do
nimerc de portadores ou mesmo do nimero de casos de toxinfecgao por este
microrganismo.

No presente trabalho procuramos analisar amostras de carme moida hovina
adquiridas em agougues localizados no Estade do Rio de Janeiro, para determinar a
frequéncia de C. perfringens enterotoxigénico e avaliar a sua possivel participacdo
nos cascs de toxinfecedes alimentares em nosso pais.

Material e MEtodos

Amosithas - Para a padronizagio das técnicas @e isolamento e contagem foi utilizada
a amostra enterotoxigénica de C. pergringens C1.842, previamente isolada de carne
povina em nosso laboratdrio. As demais amostras desse microrganismo foram isoladas
de carne moida bovina de diferentes agougues localizados ne Estado do Rio de
Janeiro. As culturas foram mantidas em meic de carne picada {OMM) e conservadas em
duplicatas, 3 temperatura ambiente e congeladas.

Escotha da metodofogia pana isofamento de C. perfringens - Inicialmente foi feito
un estudo scbre o rendimento dos meios SPS agar (1), EYA (23) e &gar sanque
glicosado (5) para a recuperagdo de esporos de C. pergringens e simultaneamente da
combinacio dos meios “f£iuid thioglycollate medium with dextrose — FRMD 135-C (BEBL}"
e "chopped meat mediwn - OM" com amido (7) paxa pré-cultura e de diferentes
temperaturas para pré-aquecimento cu incubagdo das amostras. Amostras de carne
moida bovina esterilizadas em autoclave foram contaminadas com volues decrescentes
de uma suspensdo de esporos da amostra enterotoxigénica de C. pengaingens C1.842,
de modo a apresentarem 1,14 x 10° a 0,001 x 10° esporos por gramwa. Fragdes
equivalentes a 1g da carne assim contaminada foram semeadas e 3 tubos contendo
FIMD e em 3 tubos contendo CMM. Um tubo com FIMD e um com OM  foram aguecidos a
800 durante 10 minutos e um com cada meio fol aquecido a 1009C durante 60 mimutos,



358

logo apds a semeadura. Todos foram incubados a 379C durante 24 horas. Os dois tubos
restantes, apls semeados, foram incubados a 469C até que houvesse produgic de gas
o4 por um tempo maximo de 24 horas. Todos os tubos semeados e submetidos a
diferentes tratamentos, que apresentaram g&s, foram semeados na superficie dos
meios EYA, SPS agar e &gar sangue glicosado e incubados a 37°C durante 18 horas, em
anasrobiose. O rendimento de cada meio foi estimado em cruzes, sendo {+++) para as
placas con mais de 100 coldnias, (++) para as placas contendo 10 a 100 colbnias,
{+) para as placas com menos de 10 coldnias e () para as placas sem coldnias
caracteristicas de C. pergringens.

Tsolamento - Amostras de carne moida bovina, em nimers de 42, rotuladas como "carne
fresca” e frequentemente mantidas sob refrigeragdo, foram colhidas durante o
periodo outubro-1983 a fevereiro-1985 e examinadas no mesmo dia da compra. N3o foi
usado qualquer sistema especial para  transporte das  amostras. Fracdes
Correspondentes a 1 grama de cada amostra foram semeadas, em duplicata, em MM com
1% de amido (7) sendo, em seguida, aquecidas em banho maria a B0°C durante 10
minitos e 100°C Gurante 60 minutos (22). ApGs resfriamento e incubacio a 370¢
durante 18 horas, as culturas con gis foram semeadas na superficie de EYA
modificade por nds (Tabela 1) e incubadas a 37°C durante 24 horas em atmosfera
anaerdbia contendo 80% de Ny, 10% de 0z @ 10% Ge Hy. Sewre que possivel, 10
colonias negras cam halo opalescente foram selecionadas e identificadas sequndo ©
esquema de Hayase & col. {5} modificado por Sousa (17). As amostras isoladas a
partir dos tubos aguecidos a 100°C durante 50 minutos foram classificadas como
termo-resistentes. As culturas classificadas come S. faecalis foram identificadas
sequndo Froshiber (2).

Enterotoxigenicidade - A sintese de enterotoxina pelas amostras de C. pergiingens
isoladas foi avaliada simultanesmente, pele efeito letal em camundongos {12) e pela
immodifusao dupla radial (18) apregandce-se o sobrenadante das culturas crescidas
em meio de Tortorz (19). O mimero de C. pergringens enterotovigénico foi estimado
com base no percentual de coldnias produtoras de enterotoxina e o nimero total de
celulas vifveis Jesse microrganiamo, em cada amostra de carme examinada.

Melo EYA modificads - Agar-agar, 2,0g; caldo infuso de carne, 100,0ml; lactose,
1,0g; vemmelho neutro, 0,003g; pH 7,0. Apds a autoclavacio a 110°9C durante 15
minutos, o meio foi resfriade a 45-50°C e uma suspensdo de gema de ove (gema de ovo
hamogeneizada com igual volume de soro fisicldgico esterilizado) foi adicionada
para uma concentragao final de 10% V/V. Ao meio basico foram adicionados 0,0001g de
sulfato de canamicina (Kantrex-Bristol) sequndo Hayase & col. {5}, 0,0008g de
sulfito de s&dio segundo Shahidi & Ferguson (15) e 0,00025g de sulfato ferroso
amoniacal por mililitro de meio. As solucdes recentemente preparadas de sulfito de
s&dio e sulfato ferroso amoniacal foram, separadamente, esterilizadas por filtracdo
{filtro tipo Seitz EK) e adicionadas assepticamente aoc meio. 2Apds a hamogeneizacdo,
15 mililitros do meio foram distribuidos em cada placa de Petri cam 10 centimetros
de didmetro.

Determinacao do numero de e2fubas vidvels de C. penfningens - FracSes de 1g de cada
amostra foram semeadas, em duplicata, em 10ml de somo fisiclogico esterilizado
sendo, em seguida, um tubo aquecido a 80°C durante 10 minutos e © OULro n3o. Apds
hemogeneizagdo durante 1 minuto (Super-mixer, Matheson Scientific) e diluicdes 10-1
a 10-° em soro fisioldgico esterilizado, 1 mililitro de cada diluicdc foi semeado
por técnica de "pour plate” em EVA modificado, adicionando-se 10 mililitros de
agar-tioglicolato (16) logo apds a solidificacio do meio. A incubacao foi em
anaercbiose, a 37°C durante 24 horas. As coldnias neqgras, com halo apalescente,
foram contadas. O nimero de coldnias obtido a partir do tubo acquecido a 80oC,
multiplicado pelo fator de diluicdo da amostra foi considerado o nimero de esporos
e 0 cbtido a partir do tubo ndo aguecido, multiplicado pelo mesmo fator, - foi
considerade © ndmerc de cflulas viaveis de C. pergiingens por grama da amostra
examinada. . :
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Resultados

Nos estudos preliminares para a escolha da metodologia de isolamento de C.
penpringens werificou-se que o meio SPS agar apresentava yendimento inferior ao do
EYA e ao do agar sanque glicosado, independentemente da temperatura de incubagdo il
de tratamento da amostra e que as coldnias de C. perfringens ndo se apresentavam
escuras naquele meio., Também foi observade gue o usc do meio OGM cam amido era
vantajoso em relagio a0 uso do meio FBD, gquando usados para pré—cultura e
aquecimento das amostras. Os melhores resultados foram cbhtidos can a sameadura das
amostras de carne moida em O com amido, seguida de uma incubacdo a 46°C cu de um
aquecimento a 80°C durante 10 minutos cam incubagio a 37°C, semeando-se apds, em
EYA ou em agar sangue glicosado e incubando-se a 37°C, em anaerobiose (Tabela 2).
Cam o enprege desta técnica foi possivel a recuperacdo de esporos de C. peagaingens
am amostras de came contendo até 1,14 esporos por grama, Cam o aguecimento da
amostra a 1009C durante 60 minutos, a recuperacac s& foi possivel em carnes
contendo um minime de 1,14 x 10? esporos por grama, fazendo-se a pré-cultura em OM
can amido, mag ndc em FIMD.

Tabela 1 — Composigdo de meios de cultura contendo gema de ovo,
usuais para o isolamento de C. peagiingens e do meio modificado
neste trabalho

Meios
Carposicdo
(g} Willis & Shahidi & Hayvase & Modificadc
Hobbs{1958) Ferguscn{1971) col. (1873)
Agar-agar 2,0 2,0 2,0 © 2,0
Infuso de camme 20,0ml 90,0m1 50 ,0m}
Triptose . 1,5
Ext. levedura c,5
Lactose 1,0 1,0 1,0
Vermelho neutro 0,003 G,003 0,003
Gema de ovo 50% 10,0md 10,0m 10,0mi 10, Omd
{eruisdo salina)
sulfito de sddio 0,8
Metabissulfito de 0,1
s&dio
Sulfato ferraso ’ o 6,025
amoniacal
Sulfato de 0,0012 G,01 ¢,0%
canamicina
Sulfato de 30000
polimixinag B
Citrate férrico 0,1
amoniacal
Agua destilada 90,0ml

C. perfringens, apds 18 a 24 horas de incubagao a 37°C, no meic modificado,
desenvolveu coldnias circulares, convexas, com tonalidade acinzentada e circundadas
por um halo cpalescente, decorrente da agdo da lecitinase. Quando foram empregadas
golucdes de sulfito de s6dio e sulfato ferrosc amoniacal com mais de cinco dias de
preparo, ndo houve deserwolvimento de colénias escuras. Nas placas provenientes de
ampstras nao agquecidas ou aquecidas a 80°C durante 10 minutos, algumas vezes Iforam
isolados cocos Gram positivos. Mlgumas coldnias desses cocos foram selecionadas e
identificadas como S$theplococeus jaeccalls e, quando predominaram numericamente,

ificultaram o isolamento de C. perfiingens, embora fossem claras e desprovidas do
halo de precipitado. Todas as coldnias negras, cam halo opaco, selecionadas para ©
teste de enterotoxigenicidade comportaram-se como . perfringens.
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Discussio

Fm estudos preliminares, constatamos ser o meio EYA mais adequado ac isolamento
de C. pergringens, a partir de amostras de caxme moida bovina do que os meios SPS
dgar comercial e &gar sangue glicosado. No melo SPS as colfnias da  amostra
enterotoxigénica C1.842 ndo se apresentaram escuras e foram recuperadas &m ndnero
inferior ao encontrado nos outros meios. Resultados semelhantes foram previamente
cbtidos por Shahidi & Ferguson (15) que nio encoptravam bam rendimento com O meio
SPS agar mesmo en casos em gue o periodo de incubacdo, o tipo de alimento e os
sintames sugeriam haver ermwolvimento de (. pergringens nos casos de toxinfeccdo por
eles analisados. Coam o usc do meio agar sanque com glicose, embora houvesse grande
recuperaczo da amostra Cl.842, o seu emprego dificuliou a selegic de coldnias de C.
peagiingens quando foram estudadas as amostras de carne naturalmente contaminadas,
ocan  flora microbiana mista, exceto nas placas obtidas a partir das amostras de
carne aguecidas a 100°C durante 60 mimutos. Bn nosso laboratirio temos  dado
preferéncia ao usc do Agar sangue glicosade para o isolamentc de C. perfaingens de
diversas fontes, sempre que fazemos wn prévic tratamente do espdoime a  100°C
durante 60 minutos, pois as caracteristicas das colfnias neste meio facilitam a
seiecdo de C. pergningens. As modificacdes por nds introduzidas no meioc EYA foram
decorrentes dos estudos  anteriores de Hayase & ©o0l.  {5) e de Shahidi & Ferguson
{15) e, visaram tornar o meio EYA mais seletivo e indicador, para facilitar o
isolarento de (. perfrdingens. O meio modificado permitiu wma recuperagio eficiente
das células de . perfiingens C1.842, previawente adicionadas s amostras de carne,
meano quando estas eram ressuspensas e howogeneizadas em  soro fisiologico
esterilizado, sem substincias redutoras. Porém, em algumas placas houve grande
crescimente de S. faccalis e, nessas placas, ndo foram encontradas coldnias de C.
perfringens, ou por nio existirem, ou por serem pequenas demais para serem
reconhecidas. O emrege simult3neo das temperaturas de 80 e  100°C para
pré-agquecimento das amostras examinadas foi decorrente de termos encontrado bons
resultados 2 80°C e de uma tentativa de reduzir a flora microbiana contaminante com
0 agquecimento a 100°C.

B comparacdo dos  resultados
cbtidos por pesguisadores em
diferentes paises, nio pode ser Tabela 2 - Comparacac da eficiéncia de meios
feita facilmente, uma vez que a de cultura e dJiferentes temperaturas para a
metodologia e a  fonte de recuperacac de esporos de (. perfringens em
isolamento eampregadas em cada amostras de carne moida bovina contendo 1,14 x

caso, apresentam diferencas que, 10® esporos viaveis/g.

certamente, contribuiram para o Simbolos: ASG = Agar sangue com glicose; EVA =
resultado de cada autor. Porém, Egg—yolk agar; srs =
pelos resultados mais Sulfite-polymyxinsulfadiazine agar; (a) =
freglentemente chservados, Ausénciz de coldnias; (b) = Uma a dez’
podemos esperar que C. cclonias; (¢) = Onze a cem coldnias; (d) =
peagringens seja encontrado, na Mais de 100 coldnias

maioria dos alimentos,

predaminantenente na forma

vegetativa e que ocorra rapida

perda de viabilidade  nos Temperatura
alimentos refrigerados (4}. Os de

Meios para pré-cultura

Fluid thioglycollate Chopped meat with

nossos  resultados mostram  que incubacac with dextrose starch
sunente uwma amostra de carne °’;Imto (FID) (Q245)

ap rt.ssgntou SSporos  em RUIREro . Meios para contagem de colfnias
suficiente para a sua avaliacdo, ASG EYA &P ASG  EvAa  aps
embora pela resisténcia a0

agquecimento a 80°C durante 10 460C —{a} - - +++(d) +++  +(b)
mimitos pogsamos suspeitar da - 8o ++1(c) + + LGRS

ocorréncia de esporos em 57,1% 190°C - =~ - + e 4

das amostras examinadas (Tabela B .
3}. A resisténcia de S. faecalis a este tratamento t&mmico evidencia que nzo deve
ser eliminada a possibilidade de algumas células vegetativas de C. perfringens
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terem suportado ao agquecimento. Nas dez amostras de carne_ inicialmente analisadas
foi feito o isolamento de C. perfringens a 4€°C e can prévic tratamento da amostra
a 800C durante 10 minutos incubando-se, a sequir, a 37eC durante 18 horas. Por nao

Tabela 3 — Frequencia de C. pefifiingens em 42 amostras de carne
moida bovina.

Simbolos: a = Mais de 3000,0 x 10° células/g, b = negativo; c =
Isolamentc positive sem determinacio do ndmero de células; d
Isolamento simultdneo de C. perfhingens e de S. faecaldis (+) ou,
somente de 8. gaecalis (=)

Temperatura
de
Amostras .

Células Esporos Terno- Ents+ isolamento (°C}

vidveis vidveis resistentes

x 103 (x 109 X 10% 46 80
01 4,8 - +C - - -
02 80,0 - - - -3 +
03 1570,0 - - - (+) (+)
04 120,0a - - - + (+)
05 =»3000,C - — - + +
06 80,0 - - 12,0 + +
07 10,0 - - - + -
08 48,0 - - - {~) +
09 >300C,0 - - - + +
10 60,0 - - - + +
11 - b - - - {~}
12 - - - - {-}
13 7.1 - + - +
14 - - - - =)
15 - - - — -
16 - - - - -
17 1,9 - + 0,8 {~}
18 - - - - +
19 - - - - -
29 0,2 - - - {-)
21 1470,0 - + - +
22 - - - - -
23 0,6 0,1 - +
24 73,0 - - - +
25 4,2 - - +
26 - - - - -
27 - - + - +
28 - - - - -
29 - - + - -
30 - - - - w
3 2,0 - - - +
32 0,2 - - - +
13 - - - - -
24 0,6 - - - (=)
35 - - -~ - -
36 - - + - +
37 5,0 - - - +
38 50,0 - + - t+)
39 - - - - -
40 2,0 - - - N
47 3,0 - - 3,0 +
42 8,0 - + - {+)

Total (%) 1{2,3) 9 (21,4} 3 {7, 7 {70,0} 24 (37,1)
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encontrammos  diferencas significativas quanto ao rerdimento desses dois mStodos
(Tabela 3) optamos por empregar samente o Gltimo para estudo das 33 amostras
restantes de carne, uma vez que a temperatura de 80cC limita, de forma mais
eficiente, a flora microbiana contaminante.

A ocorréncia de C. peifadngens em alimentos tem sido demonstrada por diversos
microbiologistas (1, 5, 13, 14}. Porém, a maioria dos estudos visa a determinacao
do nimero desse germe por grama do alimento, capaz de sugerir a ocorréncia ou ndo
de uma contaminacdo fecal. Desta fomma, a enterotcxigenicidade das amostras
isoladas O raramente & avaliada., Assim, erbora a literatura especifica venha
acumilandeo, en grande nimero, os resultados de investigacdes sobre a frequéncia de
C. pernfringens, termo-resistente ou nfo, em alimentos (1, 5, 13, 14) els carece de
dados sobre a frequéncia de C. perfringens enterctoxigdnico em tais alimentos. No
presente estudo, a detecgfo de 21,4% de (. perfringens termo-resistentes e de 7,1%
de amostras enterotoxig@nicas evidenciam uma contaminacio frequente, principalmente
considerando-se que as amostras de carne mofda examinadas, em geral, estavam sob
refrigeracdo e foram campradas &s sequndas-feiras, amentando o tempo de
refrigeracdo durante os fins de semana e, possivelmente, reduzindo o nimero de
vidveis. Desta forma, os resultados representam um indice de contaminagdo minimo
das amostras analisadas, ja que foram estudadas nas condicdes em que sSo vendidas 3
populacéo e ndo nas condigbes ideais para a preservacdo de germes anaerdbios oaoO O
C. pergringens. Pelos resultados previamente encomtrados nas fezes {18,5%), no solo
(7,08) e, no presente trabalho, em carne moida bovina (7,1%) podamos verificar que
as amostras enterotoxigénicas de C. perfringens existem em elevada frequéneia em
nosse ambiente e admitir uma possivel e importante participagfio dessa bactéria em
casos de toxinfecgdes alimentares entre os habitantes do Estado do Rio de Janeiro.
Porém, a relativa benignidade do quadro, a falta de laboratfrios especializados
para o diagndstico e a falta de consulta médica na maioria dos pacientes
acametidos, faz cam que somente casos esporadicos sejam descritos entre nds {13) e
que a precisa participagdic desta bactéria nas intoxicagbes alimentares humanas
permaneca désconhecida.
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Fesund

Foi observade, em processo industrial de produgido de peniciling,
que em aproximadamente 20%Z dos tanques havia a formacido de cris—
tais de oxalato de cdlcio. Nestes tanques a produtividade era
pouco superior a 80Z da de tanques normsis., O teor de oxalato nos
tanques com baixa produtividade atingiv 10 a 20 vezes o encontra—
do em tanques normais. Dos tanques com problemas foi isolada uma
variante apigmentada de Peniedlllium chaysogenum que produzia
1,27g/1 de oxalato e apresentava uma produtividade de penicilina
igual 2 18,57 da normal.

Summary
Oxali id in penicitlin industriat § tation

In a industrial process of penicillin fermentation, it was obser-
ved in about 20% of the batches the presence of calcium oxalate
crystals. In these, the antibiotic production reached only 80% of
the normal levels, whereas the oxalic acid level was 10 to 20 ti—
mes higher than the expected. From the broth of these batches, a
rigmentless variant of Peniciffium chiysogenum was isolated. It
produced only 18.5Z of the normal levels of penicillin and
1.272/1 of oxalic acig.

Totroducao

A cepa de Pendciflium chhysogenum NRRL 1951 & a ancestral das cepas atualmente
utilizadas na produgdo industrial de penicilina. Dela se originou, por isolamento
de esporos, tratamento com ultravioleta, exposicio a raios X, e sujeicdo a mostarda
de nitrogénio (mecloretamina) - a linhagem Wis 51-20 progenitora das cepas
utilizadas pela Lilly Industries Ltd. (13} e E.R. Squibb & Sons, Inc. {14), por
exenplo.

A biossintese de penicilina, pelo P. chiysogeaum, se da, em esséncia, através da
rota metabdlica esquematizada na Figura 1.

Normalmente a fermentacfio industrial se processa com bom rerdimento, em meio
contendo agua de milho (5). Durante a trofofase o Pendodlflium utiliza os
copornentes do mejo para sen desenvolvimento para depois iniciar a producdo de
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penicilina. A alimentag3o programada de glicose, durante a fermentacio, pexmite a
producae de elevades niveis do antibictico (6).

Na producfio industrial de penicilinz, na Sqpaibb Indistria Quimica S.2., e alguns
tanques com produtividade mais baixa do que a usual, ocorreu a formacao de
cristais. Neste trabalho procurou-se identificar estes cristais e estabelecer a
relacio entre eles e a queda de produtividade.

Material e Metodos

Micnonganismoe - P. chigsogenum SG-6375 - Esporos deste microrganismo foram
conservados scb nitrogénio liquido. A propagacio foi feita em meio cam canjica de
milho. Apds plaqueamento, ooldnias tipicas foram isoladas e utilizadas para
inoculacio do meio de germinagdo em frascos agitados.

Dosagem do deids oxatico - Baseado na reacao cam difenilamina., Desenvolve-se e
coloracio azul que permite a quantificagdo do &cido oxdlico em solugio no meio {7}.

Sofubifizacdo dos conisfais - © caldo fermentado foi acidificado com  HCL
concentrado. Apds filtragic acertou-se o pH do filtrado para 6,5 com NaOH.
Adicionou-se CaCl; para precipitagdo do oxalato.

O precipitado foi lavado repetidas vezes com acido acético.

O precipitado foi a seguir lavado com material e secc a 70eC. A cada porgac do
precipitado acrescentou~se 0,5y de difenilamina e Sml de H3PQ, concentrado. A
seguir os tubos foram colocados em banho de Sleo a 148-1629C por 50 minutos.

Apbs resfriamento adicicnou-se 10ml de etancl e os  tubos forain reaquecidos a
70eC.

A sequir fez-se diluicdo apropriada com Agua destilada e procedeu-se a leitura em
un espectrofotdmetro Varian 6345 a 600nm (7).

A viscosidade (V.M.} foi determinada por meio de Viscosimetro Brockfield Eng. Izb.,
com bobina SB-1 a 60rpm. A viscosidade relativa € expressa em porcentagem do  valor
final da viscosidade de tangques normais.

A dosagem de penicilina foi feita em HPIC.

Sistemas de crumatografia Waters.

Injetor Reodyne 7125 "locp" fixo de 20ul.

Barba modele 6000-A.

Detetor de W modelo 441.

Coluna tipo reversa C-18 com particulas esféricas de 10u para uso em sistema de
compressac RCOM 100.

Integragdo pelo "Data Module 730-Waters".

Fase mivel — 39% metanol: 1,5ml acido acético; pH 5,8-5,9.

Fluxo 1,5ml/minato.

Caldo filtrado em membrana "Millipore" 0,25u.

A poténcia quimica relativa esti expressa cawo porcentagem da poténcia quimica
final do tangue nommal tamado como controle.

Resultados e Discussao

Nas fermentactes em escala industrial onde foram constatados cristais,
igentificados camw oxalato de calcio, observaram-se diferencas na viscosidade,
potércia quimica e produtividade. Os resultados foram relativamente mwais baixos
quando comparados aos tanques normais, sem oxalato de calcio.

A baixa viscosidade poderia ser causada pela acSo mecanica efou toxica dos
oristais de oxalato de cidlcio sobre o micélio e sua consequente fragmentacdo.

No total de 307 fermentacdes foram obtidos 254 tanques nommais, isto &, sem
cristais de oxalato de calcio e 53 com cristais ou seja 17,3% do total dos
fermentadores. Os targues coom cristais tiveram wma conduta operacional sem
problemas, istc &, sem parada de forga, contaminacds ou gqualquer outro tipo de
desvio no processo. :
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Figura 1 - Esquema simplificado da biossintese da penicilina
(adaptado de 1, 3, 5, 6, 7 )
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Figura 2 - Resultados de produtividade e viscosidade
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Figura 3 - Dados de poténcia quimica relativa e dosagens de acido
oxalico. .
Simboloss o = F-3 fermentador normal; o

F-4 fermentador com

nristais
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A produtividade relativa dos fermentadores cam cristais foi de 82,7% o que
implicou em uma perda significativa de produgdo de penicilina.

A Figura 2 mostra o perfil de um tangue normal e uwn tanque oom cristais,
Verificouse uma queda acentuada na viscosidade do fermentador contendo cristais.
Neste femmentador (F-2) a produtividade foi de 75,1% de uma fewmentacio normal
(F-1).

As Figuras 3, 4 e 5 mostram os perfis de tangues nomals e com cristais, no que
se refere d poténeia quimica relativa e & concentracdo de &cido oxalico.

Melkinova (11) constaton que hd uma relagio inversa entre produgde de &cido
oxalico e producio de penicilina em fermentacdes com P. chiysogenum.

Neste trabalho o nivel de acideo oxalico encontrado em fermentactes normais se
situava entre 0,02 e 0,04g/1 enquanto que em fermentagdes onde haviam cristais de
oxalato de cidlcic encontrou~-se 0,2 a 0,7g/1 (Figuras 3, 4 e 5).

0 alto nivel de acido omalico indicou haver um desvio metabdlico no sentido de
. sua formagio com prejuizo da biossintese de penicilina.

A Figura 1 apresenta um caminho biossintetico da penicilina.

Podemos cbservar que © glioxalato, por uma reagdo de transaminacgo, resulta em
glicina. Esta reagBo & catalisada por wna enzima {transaminase) que necessita de
acide glutfmico e un co-fator que & a vitamina Bg (8, 9, 10}.

A falta de vitamina Bg, ou de acido glutamico, ou qualguer fator que blogueie a
enzima ocasionaria um acimulc de glioxalato e falta de cisteina, que & um dos
precurscres da molécula de benzil-penicilina, com conseéquente queda na producdo de
penicilina.
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Figura 4 - Dados de potencla quimica relative e dosagens de’
acido oxalico.

Simbolos: ® = F-5 Fermentador mormal; o = F-6 Fermentador com
cristais
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O glioxalato por oxidagdo resulta em acido oxdiico {12}, portanto seu acailo
poderia levar a um aumento de acido oxdlico e consequentemente oxalato de calcio,

A glicina também @ importante para a formagdo de pigmentos (12). Coldnias que
tivessem pigmentacfo diminuida ou totalmente perdida, poderiam denotar a perda de
capacidade de produzz_r glicina a partir de glioxalato com seu consequente actmilo
em acido oxalico.

tm plaqueamento feito a partir de wm caldo fermentado que c¢ontinha cristais
mostrou a ocorréncia de colfnias totalmente brancas. Colocando-se estas coldnias em
meios propicios para a sua esporulacdo, ndo se obteve a esporulacdo pretendida.

Estas coldnias brancas mostram wma baixa produgdo de penicilina e produgao
aimentada de acido oxalico, sendo respectivamente de 18,5% e 1,279/1.

Colanias que tém reduzida capacidade de formar esporos, t8m a coloragio verde
diminuida até chegar a coloracfo branca (2). Portanto, pode existir um elo entre a
apigmentacdo e a falta de glicina vor algum blogueio na reagao glloxalato-gllcuza

Isto mostra que & muito importante evitar a degeneragdo dos "tipos parentais"
durante o proprio processo de femmentagdo pelo fornecimento de substratos

adequadces.

Conclusdes

Cristais com formas definidas, observados durante fementagdes industriais de‘
penicilina foram identificados coamo sendo de oxalato de calcio.
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Estes cristais possivelmente causaram mudangas nas caracteristicas reoldgicas do
caldo, fragrentando o micélio com consequente queda da viscosidade.

En fermentacdes contendo cristais a produtividade e poténcias quimicas relativas
foram menores que as normals (sem cristais).

Em fermentacbes contendo cristais, fol verificado um aumento significativo de
Acido oxalico, indicando um desvic metabdlico que leva a wm aciumuio desse acido com
consequente formagZo de cristais.

O aparecimento de culturas atipicas oom baixa pigmentagdo e capacidades de
produzir esporos parece estar intimamente relacionada aos fendmenos de desvio
metabdlico com aumento da producio de acido oxadlico, oxalato de cilcio e diminuicdo
da produgao de penicilina. .

1.

2.

3.

Almeida Cunha, B.C. - Produgdo de antibidticos. In: - Lima, E.; Aguarone, E. &
Borzani, W., ed. - Tecnologia das femmentacdes. Sao Paulo, Edgard Blucher,
p.113=156, 1975.

Calam, C.T. - The long term storage of microbial cultares in industrial
practice. In: — Kirpscp, B.E. ~ The stability of industrial organism: symposium
held at University New Castle, Friday 20, July 1979. Kew, Comorwealth
Agricultural Bureauw, p.32-38, 1980.

Cooney, C.L. & Acevedo, F. - Theoretical conversion yields for penicillin
synthesis.Biotechnol. Biceng. {New York), 19:1448-1462, 1977,



370
4.

8.
10.
11.
12.
13.

14.

Cooney, C.L.; Demain, A.L.; Dunhill, P.; Humphrey, A.E.; Lilly, M.D. & Wang,
D.I.C. — Pementation & enzyme technology. New York, John Wiley, 71979.

Demain, A.L. - Biochemistry of penicillin and cephalosrin fementation. Lloydia
(Cincimnati), 37:147-167, 1974. :

Demain, A.L. - The mechanism of penicillin biosynthesis. Adv. Appl. Microbicl.
(New York), 1:23-34, 1959, ' :
biez, A.M.F. - Correcac de um desvic metabSlico na produgdo industrial de
penicilina. Dept? de Tecnologia Bioquimico-Farmacdutica, Faculdade de Cigncias
Farmac8uticas da Universidade de S3o Paulo, 1985. (Tese de Mestrado).
Lelminger, A.L. - Bioquimica. S&o Paulo, Bdgard Blucher, v.1, 1976.

Lehninger, A.L. — Bioquimica. S83c Paulo, Edgard Blucher, v.2, 1976.

Lehninger, A.L. - Bioguimica. S3o Paulo, Bdgard Blucher, v.3, 1976.

Melnikova, A.A. & Semikova, E.I. - Oxalic acid production by Peniciflium
chrysegenum in biosynthesis of penicillin. Izv. Akad. Nauk SSSR, Ser. Biol.
{Moscow) , p.579-583, 1957,

Oginsky, E.L. & Umbreit, W.W. — An introduction to bacterial physiclogy. Séo
Francisco, W.H. Freeman, 1955.

Sexmonti, G. - Genetics of antibiotics producing microorganisms. New York, John
Wiley, 1969.

Thama, R.W. — Use of mutagen in the inprovement of production strains of
microorganisms. Folia Microbicl. (Prague), 16:197-204, 19871.



371

EFEITO DO ETANOL NA ATIVIDADE FERMENTATIVA DE SACCHAROMYCES CERE-
VISIAE

Sonia Maria Freitas de Morais

Eugénic Aguarcne

Dept? de Tecnologia Biogquimico-Farmaceutica
Faculdade de Ciéncias Farmaceuticas USP
Caixa Postal 30786

03051 Sao Paulo SP, Brasil

Anthony H. Rose

School of Biological Sciences
University of Bath

BA2 7AY, Bath

England

& Michael J. Beavan

Weston Research Center
Toronto Ontario
Canada

Resumo

A atividade fermentativa (QCOy) de células de Saccharomyces cere-
visine Y185 suplementadas com acido oleico e ergosterol foi menos
afetada por diferentes concentragcdes de etanol do que as células
suplementadas com acido linoleico e ergosterol. A viabilidade
destas dltimas foi mais afetada. Além dissc, encontrou-se evidén-
cias de que o etanol afeta a atividade fermentativa por um pro-
cesso de inibigdo ndo-competitiva.

Summary

Ethanof effect on {erwmentative activity from Saccharomyces cene-
visiae

The fermentative activity (QCO2) of Saccharomyces cerevisiae Y185
suplemented with oleic acid and ergosterol was less affected by
different concentration of ethanol than same cells suplemented
with linoleic acid and ergosterol. The viability of these last
cnes was more affected. Moreover, evidence was found about the
non-competitive inhibition of ethanol in fermentative activity of
yeasts. :

Introducao

Com o intuito de se descobrir as bases fisioldgicas da tolerancia alcoblica de
Saccharomyees cenevisige, indmeros trabalhos ja foram publicados, cada gqual
abrangendo um aspecto diferente da acgfo de etanol ou outros alcoois. Foi examinado
o efeito do etancl no consumo de aglcar (7}, na multiplicacdo celular (10), na
velocidade especifica de crescimento (1, 8} e na viabilidade celular (9}.

O estudo da cinetica de inibicdo do etanol na velocidade especifica de
crescimento e na atividade fermentativa (5) demonstrou diferengas na magnitude e
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canplexidade dessas inibigdes. Além disso, foram encontrados valores de Xi para a
morte celular provocada pelo etanol, mencres do que os valores de Ki para outros
dois parametros estudados.

No presente trabalho, faoram incorporados, a membrana citoplasmdtica de
Sacchaeromyces cerevisice ¥185, dois diferentes tipos de acidos graxos de diferentes
graus de insaturagio e um esterol, sabendo-se que Saccharomyees cerevisiae, quando
cultivado sob condigdes anaerdbicas, torna-se augotrdfico para un esterol e wm
acido graxo insaturade {2, 3). CElulas ccm membranas enriquecidas cam acido oleico
{C18:1) e ergosterol serdo canparadas com oflulas de membranas enriquecidas com
&cido linoleico (Cqg;2) e ergosterol. A atividade fermentativa (Q00) e a
viabilidade frente a diferentes concentracoes de etanol foram estudadas.

Material e Metodos

Méicnonganismos e meio de culfura - A cepa hapldide Saccharomyees cerevisdide Y185
foi mantida em culturas a 4°C, contendo extrato de malte, 3g; extrato de levedura,
3g; glicose, 10g; peptona 0,59 e Agar, 209 e repicadas a cada seis samanas. As
culturas eram feitas sob condicles anaerdhicas em baldes de fundo chato de 2 litros
de capacidade, contendo anaerdbicas em baldes de fundo chato de 2 litros de
capacidade, contendo wm litro de meio de cultura, sob atmosfera de nitrogénio. ©
meio de cultura continha, por litro de dgua destilada: glicose, 50g; {30H4) »804 ,
30g; KHEpPO4, 4,50; CaClsy.2Hp0, 025g; MgS0y,.7H0, 0,259 e extrato de levedura 1,0q.

Suplementacao - Depois de autoclavados, colocados scb  atmosfera de nitrogdnio e
resfriados, os medios de cultura eram suplementados com Smg de ergosterol e 30mg de
&cido oleico (C1g:1) ou acido limoleico (Cyg8,2) na foma de solugles alcodlicas
fetanol 95% v/v}, sendo o volume total adicionado de 3ml.

Incculava~se o meio com tmg (massa seca) de células, incubava-se a 309C sob
agitacdo magnética de 250rpm. _

O crescimente era medido turbidimetricamente (A600) e relacionado ¢om massa seca,
através de wma curva de calibragdo.

Determinacio da atividade fermentativa - A fermentacdo, produgdo de etanol e gas
carbdnico, foi acampanhada, observando-se as velocidades de produgic de COz num
Respirfmetro Gilson. )

As leveduras na fase exponencial de crescimento (0,28uwg/ml -~ massa seca) eram
colhidas por filtracao (membrana Gelman; 1,2um; 97mm), lavadas cam tampdo citrato
(&cido citrico e citrato trissddico, 100mM) pH 4,5 e ressuspensas no mesme tampdo,
cbtendo-se a oconcentracdo de 0,7mg/ml de células (massa seca). O tampdo citrato
(100mdM) , glicose (300mM), etanol e &gua destilada foram colocados no  Corpo
principal do frasco (capacidade 16ml) do respirGmetro até o volume total de 2,5ml.

No braco lateral foi colocado 0,5ml da suspensBo de microrganismos, os frascos
foram conectados ao respirdmetro, cujo banho-maria estava a 309C e passava—se
nitrogénio gasoso através dos mesmos por meio de um distribuider "Manifold". Os
frascos eram agitados a 100 oscilagbes por minuto, por 15 minutos, para equilibrio
do sistema, apbs o que as valvulas dos mandmetyos eram fechadas e a agitagdo
interrompida. O conteido dos frascos foi misturado rapidamente e a agitacdo
reiniciada. As leituras manamétricas {em ul) de producdo de C0; foram anctadas a
cadz dois minutos e convertidas paya CNTP. :

Determinacao de viabilidade - O método de coloragdo com azul de metileno (6) foi
usado para se determinar a viabilidade das cflulas apds os experimentos com
respirdmetro. Una peguena porgdo da suspensdo foi corada com azul de metileno
(0,01% v/v, contendo 2% v/v de citrato trissddico) por 10 minutos. Foram empregados
500 microrganismos para contagem, verificando-se a absorgdoc do corante num
hemacitametro. - :
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Resultados e Discussac

Logo apds a adicdo da suspensdo de células 20 interior do frasco do respirGmetyo,
dava—se inicic 3 fermentacdc cam producdo acentuada de COp, a velocidade constante.
Em presenca de etanol, a libera¢fo de QD2 samente se inicigva apds curta fase "lag"
(4 a 15 minutos), cuja duracdo aumentava propercicnalmente ao  aumento da
concentracio de etanol. Este fato ja fora observado {4, 5}, concluindo-se, que a
fase era devida 3 dificuldade de homogeneizagao de células e etanol nos frascos.
Depois dessa fase inicial nfo-linear, a produgdo de (0p variou linearmente com ©
tempo e sua velocidade dimdmaia proporcicnalmente ao aumento da concentragie de
etanol nos diferentes frascos.

Figura 1 - Prc_:dugé'.o de COs em fungio do tempo para células
de S. cerevisiae Y185 mantidas num respirOmetro Gilson em
presenga de diferentes concentracdes de etanol

144
33
121
114

18]

Mol (05/mg de celulas. minuto

Termpo
{min)

A Figura 1 mostra a relagdo wwol C0p/mg.min versus t{min). A velocidade de
producdc de Oy no frasco controle (sem étanol) e nos frascos contendc diferentes
concentragées de etanol foram calculadas a partir da inclinacdo das retas obtidas
(€.

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos com células suplementadas can acido
oleico {Ci8:1) e ocom celulas suplementadas com dcido linoleico (C18:2),
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respectivamente. A velocidade
de producdo de (0 em presenca
de 0,8M de etanol fol reduzida
em cerca de 10%, no primeiro
casc e em cerca de 20%, no
sequndo caso. Hssa diferenca se
mantém até a concentracio de
1,6M, sempre com  desvantagem
para as cflulas com Acido
lincleico, sendo que nesta
Oitima concentracdo, as mesmas
apresentam mencs de 85% de
células viaveis,

Sabe-se que o efeito do
etanol no crescimento celular
apresenta cinética de inibicao
nNAC campetitiva {(1}. WNa
atividade fermentativa,  as
meSTas caracteristicas
cingticas ja foram encontradas
(5}, Colocando~-se os dados da
Tabela 1 em wm grafico de

Tabela ¥ - Atividade fermentativa (Qgg,) de
células de Saccharomyces  cerevisiae Y185,
suplementadas com acide oleico e com acido
linoleice - em presenca de diferentes
concentracdes de etanol

CElulas com menbranas enriquecidas em

i 13 acido oleico Acido linoleico
o) ol . a0l ~
: ol fredugio o2 4 redugo
Tg . min ¥y . mn
0 262 - 276 -
0,8 234 11 205 26
1.0 207 21 163 4
1.2 178 32 133 52
1.4 162 38 121 56
1,6

139 . 47 68 75

Vmax~* versus concentracio de etanol, onde Vmax & a velocidade de producdo de 002

HAXT

em ausdncia de etaneol e 'VmaxI & a velocidade em presenca de diferentes
concentragdes do meamo, obtem-se o grafico da Figura 2, sendo que a inclinagao da

Pigura 2 - Grafico da inibicdo nio-competitiva pelo etanol na
atividade fermentativa de Saccharomyces cerevisiae Y185, sendo

Vpax @ atividade fermentativa na auséncia de

etanol e Vpayy 2

mesma atividade em presenga de diferentes comcentracdes de etanol.

0 inverso da inclinagdo da Ki
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reta fornecerd o valor de -Ki. Confimma-se entio a inibicdo nao-campetitiva do
etanol scbre a atividade fermentativa, pois os pontos cbtidos formecem uma relagio
linear. Samente em concentracdes mais altas de etanol (1,6M) € gque vao aparecer
deevios da reta. Nessa concentracio a porcentagem de células viavels cai
rapidamente e este efeito & mais acentuado nas células suplementadas cam acido
linoleico. o .

Os valores de Ki cbtidos foram de 1,07+0,04M para ¢élulas suplementadas com &cido
oleicc e de 0,74+0,09M para células suplementadas com acido linoleico. ¥sto indica
que o grau de insaturacio da membrana tem papel importante na tolerancia ao etanol
pelas leveduras e que hi um limite para essa insaturagdo. No casc das membranas cam
maior porcentagem de dcido linoleico, que apresenta duas insaturagles na cadeia, hi
un aumento exagerado da fluidez das mesmas e a cé€lula n2o teria mais capacidade de
governar sua permeabilidade.
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Resumo

Verificou-se o comportamento da bactéria Zymomonas mobifis CP3 em
meic de fermentacao, composto de caldo de cana-de-aglicar suple-
mentado de nutrientes de acordo com a composigao do meio Schreder
modificado. O crescimento da bacteria fol proporcional a concen-
tragdo inicial de substrato, entretanto, os melhores valores en-
contrados para fatores de rendimento e coeficientes molares foram
obtidos quando se utilizou baixos teores de substrato. Os melho-
res resultados foram obtidos nas temperaturas de 25-30 e 35°C; em
temperaturas superiores cu inferiores obteve-se menor produtivi-
dade em etancl e, paralelamente, menor consumo de substrato. A
faixa de pH otimo para produgdo de etanol foi entre 5,0 e 6,03
para os demais valores de pH estudados, observou-se uma diminui-
cao dos parZmetros fermentativos.

Surmary
Alcoholic fermentation from sugar cane juice by Zymomonas mobifis

The behavior of the bacteria Zymomenas mobifis was studied in a
media containing cane juice and nutrients at the same compositionm
of the modified Schreder media. The growth of the bacteria was
proportional to the initial substrate concentrations, however,
higher values of cell and molar growth yields were achieved using
lower substrate concentrations. Ethanol productivity was higher
at 25~30 and 35°C, being lower for temperatures values above or
below this range. The optimum pH range for ethanol formation was
found to be between 5,0 and 6,0; for the other initial pH values
tested was observed a decrease of the fermentation parameters
studied.

Introdugao

As dificuldades que, por diversas razdes foram impostas no campo energético, ac
pais, incentivaram pesquisas para se melhorar a produgic de etancl POr Processos

fermentativoes,

Tradicionalmente, a fermentacdo alcodlica & pramovida por leveduras; no entanto, |
& possivel que seja conduzida por outros microrganiamos, sendo wm dos mais
promissores as bactérias da espécie Zymomonas mobifis, pois crescem e fermentam
rapidamente, produzindo etanol em quantidades semelhantes 3s obtidas por leveduras.

No intuito de estabelecer o comportamento de 7. mebilis e, consequentemente,

Rev. Microbiol., Sac Paulo, 17(4):376-384, Out./Dez. 1986,
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emprega-la cano agente da fermentagdo alcodlica, alguns pesquisadores desenvolveram
experidncias utilizando meios sintéticos (6, &, 10, 11, 15}. Mas, para que o
processo industrial seja considerado econcmicamente vidvel & necesséria  a
utilizacic de matérias-primas de baixo custo e disponiveis em grandes quantidades,
e entre as sacarineas destacam-se melaco e calde de cana-de-agicar, abundantes no
Brasil.

0 estudo da concentracio inicial de cilulas @ de significativa importancia, uma
vez que este pardmetro influencia no tempo e na produtividade do processo
fermentativo.

A temperatura também influi no metabolismo femmentativo, mas a maioria dos
estudos metabdlicos utilizando bactérias do género Iymomonas foram conduzidos a
300C. Explicacio provavel reside no fato da temperatura otima de crescimento destas
bactérias estar entre 25 e 31°C (11). Entretanto, nem sempre a temperatura Stima de
crescimento € também a ideal para o processc fermentativo,

Esses microrganismos apresentam Uma extensa faixa de pH para crescimento, de 3,5
a 7,0, entretanto, devem existir valores oOtimos para produgdc do etanol,
considerando-se que pode ocorrer a formagdo de outras substincias, tais como: acido
latico, acetoina, acido acético (19).

Material e MEtodos

Microrganismo - Foi utilizada uma amostra de Zymomonas mobilis, cedida pelo Prof.
José& Otamar Falcio de Moraes, da Universidade Federal de Pernambuco, Esta bactéria
foi isolada de ‘“caldo-picado" (bebida popular do HNordeste), identificada e
designada por CP3, pelo Prof. Oswalde Congalves de Lima, do Instituto de
Antibiéticos da Urpe.

Meios de cwliura - Caldo de cana foi a matéria-prima utilizada no preparo de todos
cs meios empregados, adicionando-se sais de acorde com o melo Schreder modificado
(4, 12}. '

Os meios de mamutencdo e indculo constaram de caldo de cana clarificade <am
albumina de ovo, diluido de modo a apresentar concentracdo inicial de glicidios de
20 e 50g/1 respectivamente, esterilizado a 0,5 atmosfera por 15 minutos.

O meio de fermentacdo constou de caldo de cana centrifugado a 8000 x g por 13
minutos e diluide de modo a apresentar em torno de 150g/1 de glicidies totais.

Manutencae do michorganisme - O mesmo foi cultivado, semanalmente, em wmelc de
manutencso e mantido a 3°C apds incubacdo a 30°C por 16-18 horas.

Fermentacdo - Fm todos os experimentos, as fermentagbes foram conduzidas em
erlenmeyers de 1,0 litro, contendo 70Cml de neio de fermentacio esterilizado a
0,5atm/30 min, sende realizadas, no minime, quatro bateladas. As condigoes variaram
de acordo com os experimentos realizados.

Experimentos - Crescimento em funcdo da concentracdo inieial de substrato - Sabe-se
que para levedura, a concentracio ideal de aglcar para produgio de bicmsssa esta em
torne de 10g/1, quando o microrganismo desenvolve preferencialmente seu metabolismo
energético maximo, em detrimento do metabolismo fermentativo. Para Z. mobilis, naEo
foram encontrados dados a respeito; portanto, foi detemminada a concentracac de
substrato que propiciasse melhor crescimento. Foram realizados —experimentos
variando no meio de fermentacdc a concentragdo de glicidios totais: 106; 20; 30; 40;
50; 50 e 100g/i. O inéculo foi de 1,5 x 10~2g/l, o pH inicial de 5,0 - 5,5 e a
temperatura de 30x1°C,

Padnonizacdo do indeulo - A importfncia da determinaciic da concentragdo inicial * de
cBlulas reside no fato de sua infludneia no tempo de fermentaggo. Grandes volumes
de indculo reduzem esse tempo, e consequentemente, aumentam a produtividade em
etanol. Foram testadas diferentes concentracdes de cé€lulas iniciais: 0,025; 0,050;
0,100; 0,200g/1.
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Efeito da temperatura - Uma vez determinads a concentracdo de células a ser

utilizada para inocular o meio de femmentacdo foram executados experimentos, cuja

finalidade foi a de verificar em que temperatura a producio de etanol era maxima.

Foi utilizado o meio de fermentagdo, cam pH ajustade a 5,0 ~ 5,5 e incculado cam

volure de células correspondente a uma concentracio inicial de 1,0g/l. Incubacles

foram feitas em estufa a 20419C, 25+10C; 30x19C, 25x1cC; 40:10C e 45+1CC.

Efeito do pH - Para esta série de experimentos, o meic teve seu pH ajustado, apds..
esterilizagio, a 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0 cam solucdc de NaOH 1N ou HCL 2N.

Foi usade como indculo 0,1g de cdlulas iniciais por litro de meic. A temperatura de

processo foi de 35°C, de acordo com os resultados do estudo precedente.

Detemminactes quantifativas - Quantificacdo cefular - Feita através de uma curva de
pesc seco relacicnado com absorbancia a 340nm em Spectronic Bausch & Iamb. A
absorbancia de 0,3 correspondeu a 0,0422g de células por litro. Utilizou-se também
& contagem diveta em camara Neubauer, usarndo-se as diluigSes que proporcicnaram de
200--300 células por mm®.

Dosagem de aclcares - Foram usados dois métodos, © de Samogyi {18) e o "kit" Merck
{Merckotest - glucose Methode God-Pap). ’

Dosagem de efancl - Pelo método do dicromato de potdssio (5).
Determinacdas do pH - Em potencidmetro Merkblatt Metrohm Elektrodem.

Resultadons e Discussap

O crescimento da bactéria fol proporcional & concentracdo de substrate na faixa
de 10 a 100g/l. Was concentragbes de 50 e 100g/1 as producdes de bicmassa foram
muito proximes (Figura 1).

Os valores das velocidades especificas de crescimento, u, apresentaram pequenas
variagtes de 0,29 a 0,36 h™'. Isto pode ser explicado, pelo fato de ter sido
utilizado ¢ mesme meio para todos o5 experimentos, variando-se apenas  a
concentracdo inicial de substrato em determinada faixa.

Trabalhos utilizandc diversas cepas de 7. mobilis, em wvarias concentracdes de
substratos e em processo de batelada ou continuo, apresentam valores de u, que se
encentram na faixa de 0,10 a 0,41 h™* {7, 8, 9, 10, 14).

Os rendimentos celulares, Yy /gt variaram de 0,009 a 0,024g/9 e encantram-se na
Tabela 1.

Iee & col. {8}, trabalhando com 2. mobifis ATCC 10988 em processo continuo,
usando meic de cultura contendo 100 e 150g de glicose por litro, obtiveram os
rendimentos de crescimento respectivos de 0,0029 e 0,027g/q.

Rogers & col. (14) utilizando também Z., mebifis ATCC 10988 e Saccharomyess
cenevisige AICC 26602 apresentaram valores de Yy /s de 0,019 e 0,033g/g
respectivamente, para um processo de batelada com concentracic de glicose de
250g/1, temperatura de 30°C e pH 5,0. ‘

O rendimento celular obtido para 2. mobifis CP3 foi muito pequeno para o meio de
cultura ceontendo 100g de glicidios totais por litro em relagio as demais
concentragdes. Iyness & Doelle (11) obtiveram também valores baixos para Ye/s, oque
variaram de 0,0062 a 0,0093/g, para duas amostras de 7. mobilis, 27 e 210,
cultivadas em meio sintético contendo um teor de sacarose de 200q/1 a 35°C.

De acordo cam alguns autores (2, 10) a reducdo do rendimento em bicmassa, em meio
contenylo sacarcse quando camparado com © crescimento em meio  contendo glicose, &
devida 3 formacido de levana. :

Os valores do coeficiente molar de crescimento em relacio & sacarose, Ys,
expresso  em g (peso seco} de bactéria por mol de substrato consumido, apresentados
na Tabela 1, foram irversamente proporcicnais ao aumento da concentragiao de
substrato inicial. .

Sequndo trabalhos publicados {1, 2), os Ys variaram de 3,48 a 9,32, para



Figura 1 - Cinética do crescimento
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de Iymomonas wmobllis

CP3 em func¢do da concentragao imicial de substrato.

Simbolos: & = 10g/1l; V = 20g/1;m=

30g/1; o=

40g/1; e =

50g/l; & = 100g/1 de glicidios totais no meio de indculo -

Mz

g/L

Celutas

10 : ]
0 5 10

diferentes amostras de 2. mobildis
e condictes diferentes de
experimentos.

Frbora os rendimentos celulares
bem cano os coeficientes molares
de crescimento, para Z. mobifis
CP3, terham sido mailores gquando
se usou menores tecres de
substrato, sugere-se a
concentracdo inicial de 50g/1,
visto a bicmassa formada ter sido
maior, facilitando assim o
preparo do indculo.

Os resultados apresentados na
Tabela 2, mostram que nas
condicdes, ensaiadas, a
concentragdn inicial de células
influiu no andamento da
fermentacio. O inbculo inicial

a

v

I 3
Horas
L ?
1B 20

Tabela 1 — Crescimento de Iymomonas mobilis
CP3 em fungic da concentragic inicial de
substrato,

Simbolos: Yy/g = Rendimento celular; Yg =
Coeficiente molar de crescimente em relagdo a

sacarose; 1 = Velocidade  especifica de
crescimento
Glicidios Glicidios - v,
inicimis consmidos C(orf (MS .y M,
{g/1) (g/1} g e/9
10 8,5 6,17 0,020 6,8 0,29
20 17,6 g,35 0,020 6,80 9,29
30 26,9 6,47 0,017 5,88 0,28
40 35,9 G,58 0,016 5,53 0,30
50 44,9 0,7t 0,016 5,41 0,32
100 86,5 c,77 6,009 3,04 0,36
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Tabela 2 - Producdo de etanol por Iymomonas mobifis CP3 em funcdo da concentracad
de inoculc inicial. .

Simbolos: m = Mol; E = Etanol; § = Sacarose; a = Média de quatro esperimentos; b =
Desvio padrae da meédia

CBlulas iniciais ;‘empo de 16 24
por litro smmentacag.” - -
) Glicidios @licidios ) Qlicidios .
- " fiais POl nmms  finais oy TR/
g ne x 10 iniciais  (g/1) {g/1) g {g/1) g
0,025 3,3 154,00 4,0% s 500,17 30,001,2 2,720,1 27,1291 54,5:0,3 3,120.1
0,050 6.2 15,0 = 4.0 33,2 7,9 43,9:2,1 2,880,1 25,292,0 52,742.6 2.9:0.2
0,100 12,4 152,0 1.7 21,9t 0,5 52,5:2,4 3,050,2 21.6%0,5 53,310,3 3.040.2
0,200 22.1 150,0 0.6 23,15 0,2 53,750,9 3,150, 23,4%0,3 54,1611 3.120.3

N0 aumentou © tecr de etanwl formado, entretanto, influenciou no tepo de
processo. Para os indculos de 0,1 e 0,2g/1, o processo fermentativo atingiu o final
cam 16 horas, entretanto, para indculos menores o tempo de processo foi maior.

A relagao entre etanol formado e substrato consumido foi praticamente a mesma,
considerando-se os desvios.

Na literatura disponivel nio hd nenhum estudo que apresente a infludncia da
concentracdo inicial de células, para o género Zymomonas na fermentacdo alcodlica.
Porém varios trabalhos, utilizando como agente de fermentagdo leveduras, geralmente
Sacchazomyces cenrevisdiae, indicam que ocorre redugio do tempo de fermentacdo com o
ammento da massa de células inoculada (3, 16).

Nio foi do nosso interesse cbter "fermentacdes rdpidas®, mas sim o de utilizar m
tempo de processo adequado e 16 horas mostrou ser um tempo  satisfatdrio para o
estudo do coamportamento de 7. mobilis na fermentacio alcoSlica. Os resultados
obtidos nio apresentaram variacdo significativa para 0,1 e 0,29 de células iniciais
por litro, quando foram obtidos maiores teores de etanol com 16 horas de
fexrmentagao, por isso, os experimentos posteriores foram realizados utilizando como
indculo 0,1g/1 de células.

Verificou-se que nas temperaturas de 20; 40 e 45°C ocorreu menor producdo de
etanocl e paralelamente menor consumo de subsirato. Na faixa de 25 a 350C oS teores
de 3lcool formado foram praticamente os mesmos, entretanto, a 25°C o microrganismo
utilizon maior quantidade de sacarose. Provavelmente, nesta temperatura parte da
sacarose foi utilizada em outra via metabdlica ou entfio na formacio de levana, pois
sequndo Skotnicki & col. {17) a fommacdo de levana diminui com o aumento da
temperatura. Observou-se também, que entre 20 e 35°C a relagdo mol de etanol por
wol de sacarcse fol proporcional ao aumento da temperatura (Figura 2).

Lyness & Doelle (11) também observaram variagiio na produgio de etanol em funcdo
da temperatura quando utilizaram faixa de 30 a 42,59C: 0s teores de etanol cbtidos
utilizando meio can 2009/l de sacarose, foram em media de 69,59/l para 7. mobilis
Z7 e 66,1g/1 para Z. mobifis Z10 em temperaturas de 35-37°C.

Skotnicki & col. (17) trabalharnde can vdrias amostras de 7. mobllis, wverificaram
cque na temperatura de 379C, a produgdo de etanol foi . menor do que a 30<C,
apresentando concentracao de 56 e 38g/l, mun meio sintético contendo 2009 de
sacarose por litro quando incubado a 3¢ e 379C, respectivamente,

Van Vuuren & Meyer (20) tzabalhando cam Z. mob{f{s ATCC 10988, wverificaram ser
320C a temperatura jideal para producio de etanol a partir de melago de cana, com
meio contendo concentracac inicial de substrato de 100g/1; temperaturas swperiores
causaram variagso significativa na formac3o de etanol.

As relagles entre mol de etanol e mol de sacarose também variaram em fungio da
temperatura. A relagao maxima foi observada quando a temperatura de processo foi de
35°C (Figura 2}.

Além disso, considerando que em processos industriais & importante reduzir os
gastos, o amprego de temperaturas mais altas na fermentacdo desde que proximas &



Figura 2 - Producdo de etamol por Zymomonasd mob{fis CP3’
em funcao da temperatura.

S§imholos: & = Produgic de etanol; A = Consumo de
glicidios totais; X = Mol de etamol por mol de sacarose
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temperatura local, minimiza © consuwo de energia na refrigeracao bam cano na

destilacdo {13).
A faixa de EH Otimo para produgan de etanol foi entre 5,0 e 6,0 (Tabela 3).
fato foi também cbservado por Keosaric & col. (6) para 1. anaerobia BICC 29501.

Tabela 3 — Producdo de etanol por Zymomonas mebilis CP3 em funcdo do pH apos 16
horas de cultivo a 350C, com concentragao inmicial de celulas de 0,1g/1.

Simbolos: &, = G1licidios iniciais; G = Glicidios finais; E = Etanol; m = Mol;
Yo/s = Rendimento; P = Produtividade; a = Media de quatro experimentos; b =

Desvio padrac da média

R Go G E S /s ol P

snicial (g/1) ta/1) tg/1) {g/g) £inal (q/1.h)
3,0 157.0 149,5:4,1 0,7:0,5 0,7%0,2 0,10 0,03 2,9 %+ 0,05% 0,12 0,1
20 1500 96,5 9.9 178+ 3.5 2,5%0,3 0,33%0,033,75 £0,05 1,120,2
50 1500 171 £ 0.1 60.0+0,1 3.8 +0,1 0,45 20,014,355 *0,05 3,8¢%0,1
60 158.0 18,7 2,4 50,9 3,0 3,2+0,0 0,43 %0,02 4,55 0,05 3,7%0,2
7°0 1580 15015 1,5 ST.4 £ 0.8 3.0 0,1 0,40 £ 0,01 5,05 £0,05 3,6 * 0,1
80 150.0 49,4 :1,4 29,0<1,3 2,1:0,2 0,28 £0,03500 0,10 1,8%0,5

Este
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Quando o pH do meio de fermentagdo foi ajustado em 3,0 praticamente nic houve
produgao de etanol, o consumo de actcar foi minimo, assim como o crescimento. Estes
resultados estao de acordo com Swings (19). Sabe-se que para as leveduras, quando o
PH do meio atinge valores iguais ou inferiores a 3,0 a fermentacio cessa, porgue
este valor & incompativel com o crescimento do nicrorganismo; o mesmo foi observado
para Z. mobilis CP3. .

0 valor do pH final baixou sensivelmente, s6 ndc sendo muito significativo para o
pH inicial de 3,0. O abaixamento do pH no meic fermentado pode ser devids - a0  fato
de que © microrganismo consumiv o ion NH's; em maior velocidade que o ion SO74; este
em excessc, reage fommando acidos, acarretando redugSo do pH. Outra explicacdo,
seria a formagdo de pequenas quantidades de Acido 13tico, wm dos subprodutos  da
fermentacao de agicares por Zymomonas,

Os meios de fermentacao com pH iniciais ajustados em 6,0, 7,0 e 8,0 apresentaram
corgentracdes em biomassa superiores & cobtida para pH inicial de 5,0; sendo uma
explicacan provavel o fato de que naqueles valores o pH durante o processo nao
atingiu valores inferiores a 4,5 (Figura 3). . :

Figura 3 - Produgdo de etanol o crescimento de
Iymomonas mobl€is CP3 em diferentes valores de pH.
Simbolos: X = ¢élulas; e = Etanol. Nomeroc de
celulas inicial/l = 3,6 x 10°

3
0k 600
ey 400
y g
2 e 13
s
10H <200
5 4
x i
103 * 3 ] 1 | fl 0

30 50 on 70

Swings & De Ley {19} testando o camportamento de 38 cepas de sua colegao frente a
diferentes valores iniciais de pH constataram ser a faixa de pH entre 5,0 e 7,0
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ideal para crescimento, e que em pH 8,0 ndo houve crescimento. A cepa 1. mob{lis
CP3 utilizada neste trabalho camportou-se diferentemente no que tange ao pH 8,0,
pois a esse nivel ainda se multiplicou.

O trabalho realizado por Van Vuuren & Meyer (20) apresenta o efeito do pH para
amostras de  Zymomonas na producdc de etanol em melo de melaco de cana. Dentre a
série de valores de pH por eles testados, uma amostra de Z. mebildis ATCC 10988,
apresentou pH Otimo em tomde57e.rx;uantoasdanalsarmstrasentre50e56
aproximadamente. Em ensaios realizados com a primeira, cbtiveram cacentragao de
etanol de cerca de 46g/1 num meio de melago contendo 100g/1 Ge aglicares, sendo este
o melhor resultado.

Neste trabaiho, os valores de pH iniciais de 5,0 e 6,0 foram os que apresentaram
melhores resultados para concentracio de etancl e predutividade.
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INFORMACAD TECNYCO-CIENTIFICA SRM
ASM News, p.239, 1986.

O LAPP (Latin American Professorship Program) ja aprovou para os anos de 86 e 87
a realizacio de oursos no Brasil, Peru e Argentina. As datas estfo sujeitas a
confimacio ou alteragdo. Maiores informagdes com os coordenadores locais dos
cursos, relacionados abaixo: :

Fisiofogia e genetica de Thiobaciffus - De 12 a 22 de agosto de 1986, Universidade
Caetano Heredia, Peru.

Ministrado por Olli Tuovinen, Universidade do Estadc de Chio, USA. Coordenacdo
local: José L. Baver, Depte de Microbiologia, Apartzdo 5045, Lima Peru. (Curso ja
realizado) .

Tecnofogia microbiana de bacterias acido-faticas - Setembro a OQutubro de 1986,
CERIA Laboratory, Argentina. Coordenacdc local: Guillemmo Oliver, Chacabuco 145,
" Tucuman 4000, Argentina. (Curso 3& realizado).

Adaptactes biofogicas ao parasitisms - De 9 a 20 de marco de 1987, Universidade
Federal da Bahia, Salvador Ba. :
Ministrado por Gerhard A. Schard, Universidade de Pennsylvania. Coordenador local:
Maria E. Bavia, Escola de Medicina Veterindria, Caixa Postal 7858, Salvador BA,
Brasil.

Isolamento, punificacdo e caracterizacdo de antigenos fungices - Verdo de 1987
{data a ser confirmada), S3o Paulo SP.

Ministrado por Garry T. Cole, Universidade do Texas. Coordenacdc local: Iuiz R,
Travassos, Escola Paulista de Medicina, Rua Botucatu 862, 04023 S3o Paulo SP,
Brasil.

Taxonomia e biokegia de miconniza - Inicio de 1987 {(data a ser confirmada), CPRN
Instituto de Botanica, S&c Paulo SP.

Ministrado por James Trappe, Departamento Nacional de Agricultura dos EUA,
Taboratdrio de Ciéncias Florestais. Coordenagio local: Vera L.R. Bononi, Instituto
de Botanica, Caixa Postal 4005, 01051 S2o Paulo SP, Brasil.

Imunologia das infeccdes parasiticas - 1987 (data a ser confirmada), Universidade
REstadual Paulista de Botucatu, Botucatu SP.

Ministrado por Jay Farrell, Escola de Medicina Veteriniria, Universidade de
Pennsylvania. Coordenacio local: MNorma G.S. Mota, Dept? de Microbiologia e
Immologia, Universidade Estadual Paulista, 18600 Botucatu SP, Brasil.

A natureza do programa LAPP, bem como seus objetivos, estao publicados em -
Informagbes Técnico-Cientificas da Revista de Microbiologia, 17(1):86-87, 1986.

Glaucia de Camargo Furtado

Sociedade Brasileira de Micrcobiologia

Zv. Prof. Lineu Prestes, 1374

Cidade Universitaria USP

05508 S3o Paulo SP
Bibliografia Brasileira de Ciéncias Anbientais. Porto Alegre, Universidade Federal

do Rio Crande do Sul/Institutc Brasileiro de Infommacic em Ciéncia e Tecnologia,
vol. 1, 116p., 1983.

Trata-se do volume 2 da Bibliografia Brasileira de Ciéncias Awbientais, editada

Rev. Microbicl,, Sac Paulo, 17(4):385-392, Out./Dez. 1986.
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pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul/ Imstituto Brasileiro de Informacio
em Ciéncia e Tecnologia e Conselho Nacional de Desemvolvimento Cientifico e
Tecrologico, & tem por objetivo facilitar o acesso a informactes e documentos na
area de cifncias ambientais,

Este volume indexa 1027 referéncias publicadas no Brasil no periodo de 1970 a
1981 (incluindo literatura gerada no exterior e publicada no Brasil), pertinentes a
area de ciéncias ambientais incluindo: ecologia animal e vegetal, recursos
naturais, zcologia, botanica, poluicdo, consexrvacionismo, politica e educagio
ambiental.

Os trabalhos contidos nesta bibliografia incluem nonograflas, artigoes de
periddicos, livros, trabalhos apresentados em congressos, semindrios, etc., e podem
sex cbtidos através da Biblioteca Setorial do Instituto de Biocidncias da
Universidade Federal do Ric Grande do Sul, Rua Sarmento ILeite s/n® $0000 Porto

Alegre, RS.

Petra S. Sanchez

Cetesb

Bv., Prof. Frederico PFermann Jr, 345
05458 S&Eo Paulo Sp

Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology — Structures of DNA (part 1/2).
Rew York, Cold Spring Harbor Iaboratory, vol. 47, 1982,

Dois avantajados volumes para quem se interessa sobre a estrutura da dupla hélice
do DNA e de como esta pode ser lida. Existem dois tipos de  informacdo genet:.ca
contidos na heélice do DNA: a sequéncia de nucleotidecs, que especifica a sequéncia
de aminoacidos mma proueu_na, e as Iinstruges para expressao seletiva de
determinadas sequéncias e nao cutras. B sobre este Gltimo tipo de informacdo dos
trabalhos contidos em Structures of DMA versa. Naturalmente, ha grande quantidade
de informagtes (e especulacgoes) sohre o %-DNA ("ieft—handed"} e seu papel am
plagmar a "infomacdo conformacional" do material ge.netloo. Mas, além das =znadlises
estruturais schre o DMA, ha uvn material de primeira ordem schre J_rtexac;oes
DNA—protema, natureza dos nuclecssomos, metilagdo do DA e controle da expressao
. génica, repllcac;ao do D¥A viral, regulac;ao da transcricao de genes de eucariotos em
diferentes veiculos e, como seria de se esperar, um capitulo especialmente devotado
a girases e topo:.smases.

Diversas incvagGes técnicas sdo apresentadas, principalmente na secdo dedicada &
analise conformacional do DNA. Aqui vale notar o trabalho de D.C. Schwartz & col.,
do grupo de Charles Cantor (Dept? de Genética Humana da Columbia University), sobre
técnicas para purificar moléculas de DA de grande tamartw. B a prme::a vez que se
apresenta a técnica eletroforética de "pulse-field", onde o DNA & corrido mum gel
"submarino” submetido a pulsos elétricos alternados: norte-sul e leste-ceste. Esse
trabalhc, verdadeiramente seminal, do grupo de C. Cantor & que deu origam ac estudo
dos cromossamos de protozoarios e leveduras por téenicas eletroforéticas baseadas
pa altexnancia de campo (Vver, por exemplo, Science, 229:6538, 1985) .

Em resumc, Structures of DNA apresenta uma excelente visdo sobre a natureza
qulmlca do DA, principalmente gragas ac enfoque muitidisciplinar garantido pelo
Simposio- de Cold Spring Harbor.

Carles Alberto Moreira Filtho
Instituto de Ciéncias Bicmédicas USp
Dept? de mmunologia - ICB III

Cidade Universitaria

05508 Sao Paulo SP

Focus, 7(4):1-15, 1985.

A revista Focus & publicada en inglés, camo um servico ao biclogista molecular,
pelos Laboratorios Bethesda Research, de Maryland, EUA. O nmnero 4 do volume 7
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contdnm varios artiqos de interesse para todos os profissionais que trabalham em
biologia molecular e hictecnclogia. Entre esses artigos, podemos destacar o artigo
de autoria de J.A. Zeugin e-J.L. Hartley, scbre "Precipitacioc do DNA através de
etanol" e dois artico§ sobre o uso de probes biotiniladas para titulacdo de m-RNA e
para deteccdo de sequéncias de DNA in situ, de autoria respectivamente de H.
Seyfert e de L. Manuelidis.

A revista contém ainda secSes requlares, camo a segdc "Ferramentas para ©
biologista molecular”, onde sio apresentadas novas enzimas de restricao, vetores
para clonagem molecular e Kkits para biologia molecular, de fabricacdo deste
Laboratiric, com especificagdes técnicas sobre esses produtos. Outra 58630 regular,
intitulada "Fragmentos", contém também informacBes sobre produtos e técnicas, como
tScenicas immocitoquimicas e biotinizacdo de proteinas e acidos macleicos. A segio
sobre deteccio de DNA contém  informacdes sobre padres para analise de RNA em
corridas eletrofordticas e sobre sintese de RVA biotinilado. A revista conta ainda
cam uma secdo de aniincios, onde s3o relacionados os principais simpdsios, encontros
e cursos, a serem realizados nos Estados Unidos, sobre temas relacicnados a
biclogia molecular e & biotecnologia. :

Sendo uma revista direcionada para a biologia molecular, € de grande interesse
para atualizaglo de metodologias e produtos de fabricacio dos Laboratorios Bethesda
Research, nessa area.

Maria Lucia Racz

Dept? de Microbiologia ICB/USP
v, Prof. Lineu Prestes, 1374
05508 S50 Paulo SP

F.r_.aa'ﬁcel—Cmrat, H. & Wagner, R.R. — Comprehensive virology. Vol. 19 -~ Viral
citopathology. Kew York, Plemm Press, 536p., 1984. US$ 69.50.

Este livro & o 192 volume e Gltimo da série Camprehensive Virology, da Plenum
Press, editada por Heinz Fraenkel-Conrat e Robert R. Wagner. Esta série gue
campreende ao redor de 6000 paginas num total de 19 volumes, representa o esforgo
de um grande grupo de pesquisadores enm analisar e relatar conhecimentos relativos a
viroses, que se encontram nommalmente publicados separadamente. Este fato é &e
grande imporzancia pois permite que estes livos se tornem uma fonte de referéncias
para estudantes de diferentes niveis camo ainda para os pesquisadores desta area.

Este livro consta de 10 capitulos, sendo cada capitulo escrito por wm ou mais
especialistas que apresentam © conteddo de uma forma diddtica, e principalmente,
atualizada e com infmeras referéncias bibliograficas.

0 livro se preocupa com o estudo das bases molecilares da citopatogenicidade
viral, havendo um capitulo introdutdrio scbre os efeitos citopiticos dos virus,
sequindo-se dois capitulos sobre a transcricio e traducdo em células de mamiferos
o  infectadas. Os capitulos seguintes referem-se & analise dos mecanismos pelos
quais os virus, picorna, ratdo, adeno, herpes, pox, rec e toga, alteram a gintese
molecular da célula hospedeira levando a morte celular,

Ignez Koseki

& Tauba Gitla Abuhab
Secio de Biologia Celular
Instituto Bioldgico
Caixa Postal 7119

01051 Sao Paulo SP

Haynes, B.F. & Eisenbarth, G.S., eds. — Monoclonal antibodies: probes for the study
of antoimmmity and immmnodeficiency. New York, Academic Press, 318p., 1983, US$
49.50.

Este xganual pode ser visto como uma atualizacdo na area de imunclogia. Mostra &
aplicagdc dos anticorpos monoclonais no estude das immnodeficiéneias & na
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autoimmidade,

E composto de 14 capitulos escritos por pesquisadores de diferentes centros de
estudo.

No 19 capitulo, Morimeto, Schiossman e Reinherz apresentam uma revisio schre a
diferenciacio de células T, funcdo das subpopulactes das células T, definidas pelos
anticorpos monoclonais e o seu envolvimento em alqumas doengas, ande existe uma
disfungao da celula T»

No 22 capitulo, & descrito por Torok-Stork, Martin e Hansen, wma série de
reagentes monoclonais, utilizados para definir os diferentes marcadores de célula
hematopoiética, com especial enfogque ne use de anticorpos monoclenais  em
transplante de medula Ossea.

Considerando a mportanc:.a do timo na educagao de células T nopmais, o estudo
erdocrinc do timo € critico na ccxrpreensao das desordens da imunorequlscdo e da
imunodeficiéncia, sendo apresentado no 39 capitulo por Haynes e BRisenbarth novos
antigenos de superficie do timo.

Morrissey e Singer, discutem no 49 Ca.pltlllo o papel do espago pré-témico e
mtra-temco ne reconhecimento do nao préprio, ou seja a educacio da ¢&lula T na
toler@ncia 4 antigenos estranhos. .

No capitulo 5, H. Buckley mostra o comportamento dos anticorpos monoclanais da
série OKT, em pac:.entes camn sindrave de imuncdeficiéncia.

Bach, descreve o antz.geno HNK-1, como wm antigeno de diferenciagio em linfocito
granulares can fungdo de células NK, no 69 capltulo.

Os antigenos presentes na superflcle de células B & demonstrado por Le Bien e
Kersey, mno 79 capitulo, através da utilizacio de anticorpos monoclonais,
dencminados BA-1, BA-2, BA-3.

Fauci e ILane, most:ram o estudo da ativacdo da cflula B, através do uso de
heterchibridamas marino-mmanc.

A produgao de auto anticorpos & descrita no 99 capitulo por Pisetsky e no 109
capitulo & apresentada uma revisdo por Evans e Engleman, sobre a diferenciagdo da
e&lula T, mostrande a natureza molecular do receptor da célula T.

As doengas enddcrinas sdo estudadas nos Gltimos 4 capitulos, sendo que o Diabetes
Mellitus I, € apresentado por Eisenbarth, Jackson e Srikanta; Kohn & cool.,
apresentam  doengas autoimunes da tiredide e o estudo do receptor da tirectropina.
Lmdstrcm, apresenta a acdo do anticorpos anti-receptor da acetilcolina na
patogénese da miastenia grave.

Harden e Haynes, descrevem a diferenciacdo intratimica da célula T, na miastenia
grave.

Em resumo, este livro apresenta a utilizagdo dos anticorpos monoclonais, quer a
nivel de pesquisa ou na aplicagdo clinica, conterde infommacdes necessarlas 20
pesquisador e ao médico clinico.

Luiza Guilherme

Laboratdrio de Imunologia de
Transplantes ' .
Instituto do Coragdo FMUSP

Av. Dr. Amaldo, 455/3%

01246 S3o Paulo SP

Hybridama, 3(3):201-303, ed. Mary Ann Licbert, 1984. US$ 138.00/4 issues.

Revista - especialmente dedicada & publicacio de  trabalhos descreverdo  a
caracterizacao de antigenos por anticorpos monoclonais. Sdo tamben‘ aceitas
contribuicdes relativas 3 aplicagic de anticorpos monoclonais para diagnostico e
terapia, bem como notas sobre a tecnologia de hibridomas, incluinde os de células
T.

Examinamos, para efeito desta resenha, o volume 3, nimero 3 {outono de 1984). A
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maior parte dos trabalhos publicades se refere 3 caracterizagio de antigencs por
anticorpes monoclonais, aparecendo algumas contribuictes de carater puramente
técnico sobre cultivo e propagacdo de hibridomas. A julgar por essa amostra, a
revista apela principalmente para quen estiver diretamente empenhado na cbtengao de
anticorpos monoclonais e, portanto, interessado em detalhes técnicos e
metodoldgicos. Por cutro lado, € preciso notar que esse mesmwo +ipo de informagdo ja
aparece regularmente nas paginas do Jowrnal of Immmological Methods, e cam
frequéncia quatro vezes superior a de Hybridama.

Carlos A. Moreira-Filho

Depte de Imunclogia

Instituto de Ciéncias Bicmédicas USP
£d. Bicmédicas ITI

Cidade Universitaria USP

05508 Sac Paulo SP

Informativo do Instituto Batantan (S. Paulo), 12:1-4, 1985.

0 informativo & uma publicaco que divulga as atividades técnicas e cientificas
do Instituto Butantan de Sdo Paulo,

Neste nimero sio relatados dois artigos, sendo © primeiro schre a quarta
expedicBo de técnicos 4 TIlha da Queimada Grande para estudar o comportamenio do
Bothuops insulanis e o segundo, da autoria de Sueli Blanes Damy scbre criacdo de
animais de laboratdrio.

o boletim informa tambdm schre as palestras e cursos realizados no pericdo
setembro—outubro de 1985,

2As palestras proferidas abrangeram diversas temdticas, camw a proferida pela Dra.
Charlotte Cunby da Universidade de Cklahoma que falou sobre avangos no tratamento
de acidentes ofidicos. A Dra. Ida Sanc Martins, do Servigo de Fisiopatologia falou
a respeito de aspectos citomorfolégicos e figiologicos de trarbocitos de serpentes.
A outra palestra foi proferida pelo Dr. Rosalvo Guidelin scbre o tema "Macrdfagos e
imunopotencializagdo por adjuvantes"”.

Os cursos realizados foram schre "Imunoenzimitica" e o outro sobre “Animais
peconhentos”.

Para adquirir o informativo, escrever para a Divisio de Extenszo Cultural do
Instituto Butantan, Av. Vital Brasil, 1500, 05504 S50 Paulo SP.

Roberto Mitio Yanaguita

Dept® de Microbiologia ICB/USP
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
05508 Sao Paulo SP

Matthess, D.E. & Farewell, V.T. - Using and understanding medical statistics.
Suisse, S. Rarger, 200p., 1985. US$ 28.75.

O presente livro, dos professcres Matthews (Dept? de Estatistica da Universidade
le Waterloo em Ontario, no Canada) e Farewell (Dept® de Bioestatistica da
“niversidade de Washington, nos Estados Unidos) , foi baseado ma curso introdutdrio
ministrado pelos autores a pesquisadores médicos do Centrc Fred Hutchinson de
Pesquisas em Cincer e tem por finalidade descrever os metodos estatisticos
camumente encontrados em publicacbes de pesquisa cientifica médica. Em 15 capitulos
os autores abordam os sequintes assuntos: conceitos basicos {varidveis aleatOrias,
distribuicCes de probabilidade e caracteristicas de uma distriuicao) , testes de
significancia, teste exato de Fisher, testes aproximados para tabelas de
contingéncia  precaugdes em relagdo a tabelas de contingénecia, cuvas de
sobrevivencia de Kaplan-Meier, comparacdo de curvas de sobrevivéncia, introducao a



390

distribuicado normal, modelos de regressdo linear para dados médicos, regressio
logistica bindria, regressdio proporcicnal & frequéncia de insucessos, andlise de
dados, planejamento experimental de testes clinicos, tamanho amostral,

Os topicos sdo tratados de uma maneira clara e diddtica e totalmente desprovida
de qualquer formalimmo matemdtico, ¢ que toma a leitura do livro acessivel para
wa gama grande de interessados no assunto, sam a formagdo matemdtica para o
acammanhamento do assunto come & exposto geralmente na maioria dos livros—texto.

‘Os métedos discutidos pelos autores sfo fartamente ilustrados através de  indmeros
exenplos  de aplicacac numérica, a maioria dos guais retirados de pesquisas médicas
concretas.

Ura énfase muito especial & dada, no entanto, acs metodos estatisticos ampregados
no estudo de doengas crOnicas {trés dos quinze capitulos do livro atdm-se
exclusivamente ao estudo desses topicos), fato que limitard o circulo de leitores
da cbra, apesar dos méritos que tratamos de assinalar acima.

Paulo Alberto Otto
Instituto de Biociéncias USP
Caixa Postal 11461
05499 S3c Paulo SP

Noticiario Frbrapa - Aprenda a inooular sewenbes de ervilha, 135¢1/2}:1-2, 1986.

Uma solucac para evitar o uso de adubos nitrogenados em culturas de ervitha foi
apontada pelos pesguisadores do Centro de Pesquisa Agropecuaria dos Cerradeos
(Enbrapa - CPAC) .

O processo alternative consiste em se inocular sementes de ervilha aderidas cam
aghcar e bactérias nodulantes, Fixadoras de N do género Riizebium, adequadamente
selecionadas.

Esta técnica, além de simples, reduz 0s custos de nove vezes em relazdc aocs
adubos e pode ser aplicada a qualquer variedade de ervilha. Para realizi-la, alguns
cuidados deverm ser tomados: as bactérias devem estar viaveis, isto &, o prazo de
validade do inoculante nfo deve estar vencide e o amazenamento deste deve ocorrer
em lugar fresco. As sementes inoculadas com bactérias ndo devem ser expostas ao
sol, nem & altas temperaturas e ndo devem ser tratadas com proedutos  quimicos
prejudicials antes ou apds a inoculagdo.

Heloisa Ramos Barbosa

Dept? de Microbiologia ICB/USP
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade thmiversitaria Use

05508 S3o Paulo Sp

Pick, E., ed. - ILymphokines: a forum for immmoregulatory cell products. Vol. 3 -
Tyuphokines in macrophage activation. New York, Academic Press, vol.3, 450p., 1981.
UsS§ 65.00. )

Apesar deste livro ser de 1981 e portanto seu conteddo 34 estar defasado em 5
anos dos conhecimentos atuvais, ele & um excelente texto. O titulo Linfoguinag; um
forum sobre predutos celulares imunoreguladores leva o leitor a acreditar que se
trata de uma ampla e extensa revisdo dos produtos (nio anticorpes) secretados por
1linfécitos e de sua acdo sobre todas as células, imunes e nio immes, que fazem
parte da resposta do hospedeiro frente a um antigenc estranho, e sobre as células
hemopciéticas (fator estimulador de coldnias in vitro}. Realmente o livro, cam o©
subtitule nas folhas internas indica, somente se refere ao papel das linfogquinas na
ativagdo dos macrofages. E o terceiro volume desta série e o primeiro a centralizar
toda a informagao na ativagdo dos macrdfagos, alids um dos primeiros a reunir tanta
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informacio schre este tema em um Gnico volume.

O livro estd dividido em 18 capitulos sendo cada um deles desenvolvido por um
pesquisador diferente. Em linhas gerais os principais temas tratados nos diferentes
capitulos sdpo: "Histfrico sobre a pesquisa da ativacac dos macrofagos, Propriedades
bioquimicas dos macrdfagos ativados, Fagocitose e ativagdio dos macrofagos, Ativagao
dos macrdfagos e resisténcia a  infecgbes intracelulares, Macrofages ativados e
Schistossoma mansoni  Papel das linfoquinas na formacdo do granuloma . Os Gltimos
sete capitulos sfio dedicados ao papel tumoricida do macrofago ativado, mostrando
claramente O interesse que este tipo de pesquisa tem em relagdo ao controle,
tratamento e biologia do cincer no ser humano.

Cada capitulo possui wma ampla e adequada bibliografia; nela porém, nfo se faz
mencic ao titulo do trabalho citado, mas scmente aos seus autores e fonte, o que
faz com que os interessados em determinados trabalhos ndo saibam se este se refere
a experifncias em animais cu no homem, ou entfo sejam forgados a yevisar um grande
nimero de artigos para achar aquilo que procuram € que a mencio do titulo teria
dado an poucos  segundos. -

fm geral as pesquisas citadas no livro se referem a experiéncias feitas em
animais de laboratdrio. Teria sido interessante incluir um capitulo sobre o gue se
conhece acerca da ativacio macrofigica no ser humano. Iste foi feito somente no
capitulo scbre schistossanose onde uma sumula dos conhecimentos solwe os macrofagos
séo apresentados, com relagao a esse tema especifico.

Este livro & leitura obrigatiria para todos aqueles interessados no campo da
inflamacfio, fagocitose e acao tumoricida dos macrofagos.

Pedro Enrigque Dorlthiac Llacer
Dept? de Hematologia
Faculdade de Medicina USP

Av. Dr. Aynaldo, 715

01255 530 Paulc SP

Rigby, P.W.J. & Wilkde, N.M., eds. - Vimuses and cancer. Canbridge, Cambridge
University Press, Thirty-Seventh Symposium of the Society for Geneval Micrcbiology,
Apr. 1985, 323p., 1985. US$ 64.50.

Cano os editores escrevem prefacio desta cbra, apesar dos constantes progressos
havidos no canmpo das possiveis relagtes eticlégicas entre virus e cancer, continua
preciria wia ampla gama de informagdes sobre o papel de detemminados genes na
oncogenese, através da agdo das proteinas codificadas pelos meswos.

0s catorze capitulos desta obra cont@m as meis recentes informagbes scbre a
epidemiologia, biologia e virologia molecular de varios virus cuja participagio na
oncogénese parece poder ser aceita, gragas a colaboragdo de pesquisadores dos EUA
Bélgica, Inglaterra, Alemanha e Japdo. Sao discutidos diferentes aspectos da
atividade do virus da hepatite B, papilomavirus, virus de Epstein-Barr, adenovirus
e retrovirus linfotxrdpicos e leucemdgenos, O Gltimo capitulo dedica-se a fazer uma
revisdo sobre cncogene "ras", sua caracterizagac molecular e sua participacdo na
transformacao maligna de tumores humanos e de outros animais.

Todos ¢s capitulos terminam com ura extensa e atualizada série de referéncias
bibliograficas de grande utilidade para pesquisadores ja engajados em atividades de
pesquisa na drea e necessitados de uma obra de referéncia de facil consulta.

A recente identificacic dos retrovirus HILV canfere acs gquatro capitulos
dedicados ac tema um particular interesse, merecendo salientar o capitule dedicado
3 leucemia bovina, orde os dados discutidos mostram a muito provavel relacdo de
parentesce entre os virus BLV e HILV, o que tem implicagles epidemioldgicas, ao
resmo tenpo que permite conhecer melhor os mecanismos de agao dos HIIV no  hamem.
Uma caracteristica importante da infecgdo pelo BV é a habitual repressdo
trancripcicnal do genama viral, isto &, as células linfatricas injetadas ndo tém a
capacidade de sintetizar particulas virais, nem RNA mensageiro, donde resulta que ©
quadro <¢linico n3o & acompanhado de viremia. Vez por outra ocorre a derspressac do
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provirus e esta expressdo limitada e esporadica & suficiente para induzir a
resposta humoral. Ora do mesme modo que o BIV e a0 contrario dos cutros virus
leucemdgenos, © HIIV-1, agente etioldgico de certas leucemias humanas, esta
habitvaimente reprimido, nac ocorrendo viremia, mas podendo detectar-se a presenga
continua de anticorpos virais. Estudos recentes mostram que a expressio do HTINV-1
estd reprimida por uwm fator plasmatico que nfo & um anticorpo, nem interferon,
samelhante ac que reprime o BIV. Todos estes dados conferem ac BIV 0 as
caracteristicas de um modelo de estudo de excepcional valor para identificar os
fatores moduladores do genama dos retrovirus leucemdgenos, em geral e dos HIIV-I,
HIIV-IT e talvez do priprio HIIV-III, este Qltimo etiologicamente relacionado a
sindrope de imunodeficiéneia adquirida. Bn conclusdo, constitue o presente
lLivro obra do maior interesse para virologistas e para o prdprio clinico.

José Alberto N. Candeias

Dept? de Microbiologia ICB/USP
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitiria USP

05508 S&0 Paulo SP

XV International Botanical Congress West Berlin, F.R.G. 24 July-August 1, 1987.
(The Expanding Realm of Yeast Like Fungi, 3-7 August, 1987).

Neste Simpdsio de real interesse para os micologistas serdo abordados varios
temas sobre Taxonamia das diferentes ordens deste grupo de  fungos, metodos
taxondmicos atuais, tais como sistema coenzima Q, * mananas  extracellulares '
sorologia, iscenzimas a nivel de espécies, fus3o de protoplastos e reassociaciio de
DNA, assim como Ecologia de varias espécies.

Contribuigles schre os tdpicos abordados serdo aceitas e deverfio ser apresentadas
sob a forma de "Poster", cujos resumcs deverao ser enviados até 01.04.87.

Maiores informacdes serdo obtidas no seguinte endereco:

Dr.G.5. de Hoog e Dr. A.C.M. Weijman

Centralbureaz voor Schimmelcultures - P.O. Box 273,
3740 AG Baarm - The Netherlands

Telefone: 31-2154-11841

Claudete R.P. Gandra

Dept? de Microbiclogia ICB/USP
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitaria USP

05508 Sao Paulo SP
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