)33§m‘~

-

v,a
-

-
S

&

S
.

o

e
-

con
e

Sociedade
rasileira de
licrobio

.
o
DSOS




s
Tk nh W -‘zfy

Instrucdes aos autores

A Revista de Microbiologia publica trabalhos originais em todos os campos da microbiologia e da protozoologia.
Revisdes e atualizacdes serdo publicadas a convite do conselho diretor.

Os manuscritos devemn ser enviados em duplicata {original e uma cépia) para o Diretor Executivo da Revista.

NORMAS GERAIS — Todo manuscrito submetido a Revista deve representar pesquisa original inédita e que no seréa publicada
em outro érgéo. Os trabalhos podem ser redigidos em portugués, espanhol ou inglés. Se aceitos pela Revista, ndo poderdo ser re-
produzidos, mesmo em partes, sem permissao oficial dos Diretores da Revista.

A Revista segue, essencialmente, o ''Style Manual Biological Journals’’ (22 edicdo, AIBS, 1964). Os simbolos genéticos devem
seguir, essencialmente, as recomendacdes de Demerec & col. (Genetics, 54:61, 1966). Abreviacdes bioquimicas devem seguir,
essencialmente, as regras de [UPAC-IUB (J. Biol. Chem., 241:527, 1966). Atividade enzimatica deve ser expressa em termos de
unidades internacionais (Enzyme Nomenclature, Elsevier Pubi. Co., 1965). Para pesos e volumes, devem ser usados os prefixos
nang, (n) e pico (p}, ao invés de milimicro (m x ) mic_rgmicro (4 ). Comprimentos devemn ser expressosxem n]i%ﬁmetro {(um;
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NOMENCLATURA DE MICRORGANISMOS — A combinacéo binomial, nome do género seguido do da espécie, é adotada e a no-
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da entre parénteses, a primeira vez em que o nome figurar no texto e no resumo.

Quando um nome novo for proposto para um microrganismo, sera solicitada a opinido de uma autoridade internacional em
taxonomia.

FORMA DO MANUSCRITO — Os trabalhos devem ser datilografados em papel branco, comum, em espaco duplo ou triplo, dei-
xando-se o minimo de 3 ¢m de margens laterais, superior e inferior. Titulos de capitulos de primeira ordem e subcapitulos devem
ser colocados junto-a margem esquerda do manuscrito, incluidos essencialmente pela ordem: Introducéo, Material e Métodos,
Resultados, Discussdo, Agradecimentos, Referéncias Bibliograficas.

A pagina titulo deverd conter apenas e tdo somente: (i) o titulo do artigo, usando-se letras maiusculas somente quando obri-
gatérias, (i) o{s) nome(s) do(s) autor(es) com maidsculas e mintsculas normalmente usadas e {iii} afiliac3o.

O resumo nao deverd ultrapassar 250 palavras. Os trabalhos redigidos em inglés devem ser acompanhados de um titulo e resumo
em portugués; os redigidos em portugués e espanhol, de um titulo e resumo em ingtés. O resumo na lingua do trabatho e o titulo
com resumo na outra lingua devem ser datilografados em pégina separada do restante do texto.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS — No texto, as referéncias devem ser citadas por numero. Os sobrenomes de dois autores de-
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CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE CAMPYLOBACTER ISOLADOS DE BEZERROS
COM E SEM DIARREIA*

José Rafael Modolo

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu UNESP
Caixa Postal 524
18610 Rubido Junior SP, Brasil

W. Bisping
& K. Kirpal
Instituto de Microbiologia e Epidemias Veterinarias de Hannover

R.F.A.
Bischofsholer Dann 15 -.3000 Hannover - 1 R.F.A,

Resuno

Sessenta amostras de Campyfobacter sp, isoladds de bezerros com e
sem diarréia foram testadas frente a 11 testes bioquimicos. Den-
tro dos critérios propostos, Campylobacter sp, foi classificado,
53,3% como Campylobacter fejuni (biotipo 1 e biotipo 2); 8,4% co-
mo Campylobacter coli; 20% como Campylobacter jejuni/coli; 15%
como NARTC - grupo e 3,3% como Campylobacter getus subsp venerea-
£i{4. TForam englobadas algumas novas cepas de Campyfobacter sp,
com determinadas caracteristicas fenotipicas, obedecendo a nomen-
clatura aceita pela "Aproved List of Bacterial Names" (1980).

Sumary

Biochemical charactens o4 Campylobacter sp, isolated from calves
with and without diauvthea

Sixty samples of Campylobacter sp, isolated from calves with and
without diarrhea were tested biochemically and classified as
follows: 53,3% Campylobacter jejuni (biotype 1 and biotype 2),
8,47 Campylobacter coli, 20% Campylobactern fejuni/coldi, 15% NARTC
— group, 3,3% Campylobactern fetus subsp venerealis. Enclosed some
new strains of Campylobacter sp, with certain phenotypic
characters according to the nomenclature referred by the Approved
List of Bacterial Names (1980).

Introdugao

Sebald & Véron (13) propuseram pela primeira vez o género "Campylobacter” como um
grupo diferente e & parte do género "Vibrio", tendo em vista que caracteristicas
existentes entre esses dois microrganismos nao justificam uma classificacdo camum.

Na atualidade sdo utilizadas duas sistematicas de nomenclatura: uma segundo
Smibert (17) e outra segundo Véron & Chatelain (20), que é a aceita pela "Aproved
List of Bacterial Names" (14).

*Trabalho realizado no Instituto de Microbiologia e Epidemias Veterinirias da

Escola Sup. de Med. Vet. de Hannover, com recursos do "Deutscher Akademischer
Austauschdienst/DAAD,R.F.A. 1982 a 1985.

Rev., Microbiol., S3o Paulo, 19(1):1-5, Jan./Mar. 1988.
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Skirrow & Benjamin (15, 16) propuseram um novo grupo cconhecido cano MNARIC -
"Nalidixin Acid Resistent Termophile Campylobacter™.

O objetivo deste trabalhlo & tentar classificar bioquimicamente Campylobacter sp,
isolados de bezerros com e sem diarréia, uma vez que Modolo & col. (no prelo)
apontam este microrganismo como um agente patogénico oportunista e causador de
diarréia ou enterite em bezerros e Behrens & col. (1) como causador de uma das mais
importantes zoonoses.

Neste trabalho utilizamos basicamente a s:.stematica aceita pela "Aproved Iists",
através da qual foram englobadas algumas novas cepas de Campylobacter sp, com
determinadas caracteristicas fenotipicas.

Material e Metodos

BAs 60 amostras de Campylobacter sp, originaram-se do reto, ileo e colo de
bezerros com e sem diarréia. Para seu isolamento foram utilizadas técnicas de
filtracdo, semeadura em meio seletivo de Butzler (Oxoid SR85), incubagdo em
diferentes temperaturas e uso de atmosfera especial de crescimento, usadas por
Modolo & col. (no prelo) e foram testadas frente as seguintes provas bioguimicas:
a. prova de catalase em meio liguido (extrato de carne, peptona, NaCl e 0,08% de
agar) a. 1:1 com H02 a 3% (20); b. crescimento em meio liguido (extratc de carne,
peptona, NaCl e 0,08% de agar) a 259C e a 439C por 72 horas em atmosfera ambiente
(20) ; c. crescimento em meio liquido (tioglicolato) cam 3,5% de NaCl a 37°C por 72
horas em atmosfera ambiente (18); d. produgdo de H)§ em papel de acetato de chumbo,
en meio liquido (extrato de carne, peptona, NaCl e 0,08% de agar) com 0,02% de
cisteina, a 37°C por 72 horas em atmosfera contendo 1800ml de H; e 350ml de CO2
(teste sensivel) (18, 20); e. producdo de H)S em papel de acetato de chumbo em meio
liquido (extrato de carne, peptona, NaCl e 0,08% de agar) sem cisteina, a 37°C por
72 horas em atmosfera ambiente e em meio de Kligler, com atmosfera de 1800ml de Hp
e 350ml de 0; (testes insensiveis) (20, 21); £. reducdo do selenitc de sddio a
0,1% em meio liquido (extrato de carne, peptona, NaCl e 0,08% de agar) a 37°C por
72 horas, em atmosfera com 1800ml de Hp e 350ml de COp (13, 20); g. hidrOlise do
hipurato de sodio a 1%, sendo adicionado 3,5% de ninhidrina em 1:1 de acetona e
n-butanol (6); h. resisténcia ao acido nalidixico (NA a 0,004%, em meio de égar
sangue, a 37°C por 72 horas, em atmosfera de 1800ml de Hp e 350ml de CO, (20); 1.
tolerancia ao 2'3'5' cloreto de trifenil tetrazdlio (TIC), a 0,1% em meio de agar
sangue, a 37°C por 72 horas, em atmosfera de 1800ml de Hy e 350m.'|. de 0, (20); 3.
tolerancia a glicina, em meio liquido (tlogllcolato) a0,8%; 1%8; 1,2% e 1 ,6% a
37<C por 72 horas, em atmosfera ambiente (11, 17, 19).

Resultados e Discussao

As 60 amostras de Campylobacter sp, isoladas de contefido intestinal de bezerros
com e sem diarréia ou enterite puderam, dentro dos crlterlos propostos, serem
subdivididas em 19 Biotipos conforme a Tabela 1.

A primeira subdivisdo com 32 (53,3%) cepas agrupadas do biotipo I a V foram
classificados como Campylobacter jejund.

Os biotipos I e II, cam 17 e 12 cepas respectivamente, mostraram um camportamento
biogquimico tipico de Campyﬁobaote/t fejuni, ou seja: cresceram a 43°C e nao a 25°C,
ndo foram resistentes contra o MA, nao toleraram o TIC, reduziram o selenito de Na,
produziram HyS e hidrolizaram o hipurato (6, 8, 15, 16, 19). Pela diferenca da
intensidade de produgdo de H2S, essas cepas puderam ser sudev1d1das em biotipo 1 e
biotipo 2 (15, 16).

O biotipo IIT com 1 (uma) cepa, apesar de nao hidrolizar o hipurato, foi
classificado oom o Campgﬂobacvtm jejuni, pols mostrou, nas demais provas, um
comportamento bioquimico tipico do Campylobacter fejuni.

_Harvey & Greerwood (7) também encontraram raras cepas de Campylobacter fejuni que
nao hidrolizaram o hipurato e que com © estudo dos seus DNA essas cepas foram
confirmadas como Campylobacter jejund.



Tabela 1 — Resultado bioquimico de 60 cepas de Campyfobacter sp.
Simbolos: ( )* n? de amostras

Crescimento Produgao Redugao Hidrol. Resist.Toler. Tolerancia a

Bio— i a de ﬂZS do do ao ao Glicina NO de

fipo Cat. 250C 430C  3,578aCl Inses. Sens. Selen.Na Hipurato MA. TIC 0,87 1,01 1,21 1,6% Cepas Resultados
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Os biotipos IV e V, com 2 (duas) cepas mostraram também crescimento a 25°C, os

“quais somente nesses critérios divergiram do espectro de classificacdo do

CampyZobacter jejuni. Apesar deste comportamento com relagdo a temperatura foram
classificados como Campylobacter jejuni biotipo 1 e biotipo 2.

Os biotipos VI e VII com 5 (8,4%) cepas que se diferenciaram somente na
intensidade de producdo do HyS, mostraram um comportamento bioguimico tipico do
Campylobacter coli. As principais e decisivas diferencas com Campylobacter —fejuni
foram que ndo hidrolizaram o hipurato e toleraram o TIC (6, 8, 15, 16, 19).

Os biotipos VIII até ¥XI, com 12 (20%) cepas, hidrolizaram o hipurato .como
também toleraram o TIC, as quais respectivamente sdo reacles tipicas do
Campylobacter jefuni e Campylobacter coli. Estes foram agrupados como Campylobacter
jefuni/coli pois-uma nitida separacdo entre eles ndo foi possivel. Também outros
autores observaram reacdes comuns entre Campylobacter coli e Campylobacter fejuni
como Bradbury & col. (5) que demonstraram a existéncia de plasmidec comum entre
Campylobactern fejuni e Campylobacter coli. Harvey & Gremwood (7) verificaram reacdo
cruzada entre imme-soro de Campylfobacter cofi, cujo gendtipo era conhecido, com
uma cepa de Campylobacter jejuni. Possivelmente dentro da nossa andlise bioquimica,
os Campylobacter coi (tolerantes ao TIC) que hidrolizaram também o hipurato
merecem novos estudos com a finalidade de inclui-los mum possivel biotipo do
Campylobactern jejundi.

Dentro do grupo Campylobactern fejuni e outros até o biotipo XI, a prova de
tolerdncia a diferentes concentragdes de glicina mostrou grande diversidade de
comportamento, ndo sendo um critério de diferenciacdo que deva ser usado na
clagsificagdo. ' »

Os biotipos XII até XVIII, com 9 (15%) cepas, que apresentaram a caracteristica
de serem resistentes ao NA e crescimento a 430C, formaram o grupo conhecido como
NARTC e ao lado de todas as outras cepas isoladas foram positivas na prova de
catalase e n3o toleraram os 3,5% de NaCl. :

Em alguns exames bioquimicos, as cepas NARTC mostraram nitidas reagSes cruzadas
com Campylobactern fejuni (biotipos XIV e XVIII) e com Campylobacter coli (biotipo
XV). As demais cepas pertencentes ao NARTC-grupo, mostraram uma certa coincidéncia
bioquimica entre as duas espécies.

Segundo Ieaper & Owen (8) existem entre o NARTC-grupo o Campylobacter coli e o
Campylobacter fejuni, tanto caracteristicas genotipicas como também composicdo de
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acido graxo comum na parede celular. Benjamin & col. (3) noticiaram que ha um
coincidéncia entre os NARTC-grupo com Campylobacter fetus sp fetus e concluiram que
O NARTC-grupo & uma espécie intermedidria dentro do oénero Campylobacter.
Semelhantes observacGes fizeram também Owen & Ieaper (12).

Harvey & Grerwood (7) apesar de ndo conhecerem as evidéncias acima separaram o
NARTC-grupo de todos os outros CampylLobacter sp. catalase positiva, através das
caracteristicas fenotipicas e genotipicas, o que confirma ser um grupo a parte.

Nossos resultados referentes ads temperaturas de crescimento para Campylobacten
fejund, jejuni/coli e NBRIC-grupo indicam crescimento de estirpes a temperatura de
43°C e também a 25°C.

O biotipo XIX, representado por 2 (duas) (3,3%) amostras mostrou como
caracteristica o crescimento a 25°C e ndo a 43°C, ndo produziu HpS, nao reduziu o
selenito de Na e n3o cresceu em meio com glicina. Estas cepas puderam ser

classificadas como Campylobacter fetus subsp venerealis (4, 17).

"~ O encontro de Campylobacter fetus subsp venerealis nas fezes tem um grande
importancia epidemiclégica, pois Mc Fadyen & Stockman (10) descreveram pela
primeira vez o sintoma clinico da Campilobacteriose (Vibriose) genital bovina camo
enfermidade de transmissao venérea (18).

Alguns autores mostraram, através de analises genotipicas de Campylobacter sp., a
possibilidade de haver uma pequena relacdo entre as subspécies do  genero
Campylobacter. Belland & Trust (2) com auxilio da hibridizacdo do DNA de
Campylobacter, mostraram uma pequena coincidéncia na sequencia de amincAcidos do
Campylobacter jejuni, Campylobactern coli e Campylobacten fetus. Iogan & Trust (9)
noticiaram haver antigenos comuns entre Campylobacter fetus e CampylLobacter sp.
termofilicos.

Como os comportamentos biogquimicos mostraram e através de critérios propostos,
foi possivel classificar as cepas de Campylobacter sp. dentro do género
Campylobacter, apesar de alguns biotipos apresentarem comportamentos  fenotipicos
intermediarios.

A metodologia utilizada é portanto @til no uso rotineiro laboratorial ~de
classificagdo desse microrganismo,
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Sumary
The value of a modified Gram siaining of  feces  smears
fondiagnosis of Campylobacter jejuni entenilis.

The aim of this work was to evaluate the Gram staining, using the
carbol-fuchsin counstertain method, as proposed by Sazie & Titus,
for the diagnosis of Campylobacter fejuni enteritis. Curved,
S-shaped or spiral microorganisms stained in red was searched in
feces smears of 98 children with acute diarrhoea and 30 without
diarrhoea, younger than two years. These microorganisms were
detected in 14 children with acute diarrhoea (14,3%). In the this
group Campylobacter fejuni was isolated from 10 patients. In one
patient with positive culture ‘the smear Gram stained was
negative. On the other hand, none of the children without
diarrhoea  revealed bacteria with suggestive morphology of
Campylobacter fejuni. The specificity, sensibility and predictive
value of the modified Gram staining, when compared with culture,
were  95,4%, 90,92 and 71,47, respectively. Therefore, the
modified Gram staining seems to be helpful for the diagnosis of
acute diarrhoea causes by Campylobacter jejuni, especially in
those regions where bacteriology laboratories are minimally
equipped. Besides economical, this method is rapidly and easily
processed and thus it might be of great value in patients with
disease in which antibiotic therapy would be necessary.

Resumo

Foram estudadas 128 criancas (98 com diarréia aguda e 30 sem
diarréia), de até dois anos de idade, que nao se encontravam em
uso de drogas antimicrobianas, no periodo de agosto/82 a janei~
ro/84, em Belo Horizonte, MG, com o objetivo de se pesquisar o
valor do exame do esfregaco de fezes, corado pelo método de Gram

Trabalho realizado no laboratéric de Pesquisa em Bacteriologia Medlca da Faculdade
de Medicina/UMG. Parte da Tese de mestrado do primeiro autor.

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19(1):6-11, Jan./Mar. 1988.



modificado como proposto por Sazie & Titus, no diagndstico da en-
terite causada pelo Campylfobacter jejunt. Foram pesquisados mi-
crorganismos corados em vermelho pela carbolfucsina, curvos, em
forma de "'S" ou espiralados e os resultados obtidos foram compa-
rados com os da cultura das fezes em meio de Butzler modificado.
Foram visualizados microrganismos com morfologia sugestiva de
Campylobacter fejuni em 14 pacientes com diarréia aguda (14,3%).
Neste grupo, esta bactéria foi isolada em 10 pacientes. Apenas um
paciente apresentou cultura negativa e exame direto positivo. Nao
foram visualizados microrganismos com morfologia sugestiva de
Campylobacter jejund nas amostras de fezes de criangas sem diar-
réia. A especificidade, sensibilidade e valor preditivo do Gram
modificado foi de 95,47, 90,9% e 71,47 respectivamente. Portanto,
este método parece ser de grande valor no diagnéstico da diarréia
aguda causada pelo Campylobacter jejuni, especialmente no mnosso
meio onde grande parte dos laboratérios de bacteriologia sao do-
tados de poucos recursos, pois trata-se de um método diagndstico
rapido, de facil execucao e de baixo custo, devendo ser particu-
larmente recomendado em pacientes com doenca severa, nos quais o
tratamento especifico com antibacterianos pode ser necessario.

Introdugao

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de metodologia apropriada permitiu o
reconhecimento do Campylobacter fejuni como agente de diarréia, tanto nos paises
desenvolvidos como nas nactes do terceiro mundo (2, 23).

No Brasil, a frequéncia da diarréia aguda da infancia causada pelo Campylobacten
fefuni parece ser elevada, como demonstrada por Mendes (15), em Belo Horizonte
(11,2%); por Jaramillo (9), em S3o Paulo (7,4%) e por Magalhdes & col. (13), em
Recife (18,5%).

0 diagndostico desta enterite deve ser feito através do  isolamento do
Campylobacter jfefuni em meios de cultura seletivos, como os meios de Butzler (6) e
Skirrow (21), entre outros. A microaserofilia, indispensavel ao crescimento do
microrganismo, envolve a utilizacdo de metodologia de dificil execucdo ou de custo
elevado, o que pode dificultar a realizagao rotineira de culturas para o isolamento
e identificacao desta bactéria. Entretanto, um diagndstico presumntivo pode ser
feito pelo exame direto de amostras de fezes coradas pelo Gram (8, 19) ou através
de microscopia de contraste de fase (9, 10) ou de campo escuro (17).

Desenvolvemos este trabalho com o objetivo de verificar, no nosso meio, o valor,
no diagndstico da diarréia aguda por Campylobacter fejuni, do exame direto das
fezes corado pelo método do Gram modificado (19), por se tratar de um método
diagn6stico rapido, de baixo custo e ficil execugdo e que, portanto, pode ser
utilizado rotineiramente pelos laboratdrios de diagnostico.

Material e Métodos

Populncao estfudada - no periodo compreendido entre agosto de 1982 e fevereiro
de 1984, foram estudadas 98 criancas com.diarréia aguda e 30 criancas sem dlarrela,
cam 1dade inferior a dois anos, de baixo nivel socio—econdmico, que nao se
encontravam em uso de antibacterianos, procedentes dos Hospitais das Clinicas,
 S3lvio Nunes e S&o Domingos Savio, em Belo_ Horizonte, Minas Gerais.

Cotheita do material - as amostras de fezes foram colhidas em frascos estéreis,
através de sonda retal ou imediatamente apds evacuacdo espontanea. O intervalo
maximo entre a colheita do material e o seu processamento .aboratorial foi de duas
horas.

Exame direto - os esfregagos de fezes foram corados pelo método de Gram
utilizando-se, como contraste, a carbolfucsina diluida a 50% (5, 19).
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As laminas foram analisadas com objetiva de 100X com o propdsito de se pesquisar
bastonetes finos, espiralados ou em forma de "S", com extremidades afiladas e
corados em vermelho pela carbolfucsina, caracteristicas sugestivas de Campylobacten
(Fig. 1).

A pesquisa fol considerada positiva gquando ao menos uma destas formas foi
visualizada em cada campo microscOpico (19). Os cadlculos da sensibilidade,
especificidade e valor preditivo do método foram feitos de acordo com Griner & col.
N .

Isolamento e Identificagao Figura 1 - Microfotografia de esfregaco de fezes
corado pelo Gram modificado de acordo com Sazie
As amostras - de fezes foram & Titus. Presenca de forma espiralada (seta) e

semeadas em meio de Butzler numerosas formas em "S" (objetiva de imersao).
modificado (15) e incubadas a
42eC, A atmosfera de

microaerofilia foi obtida
através do sistema Gas Pak
(BBL) sem o catalizador de
paladio (14, 20). As placas
foram examinadas apds 24, 48 e
72 horas de incubacido, sendo
descartadas gquando nao havia
crescimento de colénias
suspeitas de Campylobacter, ou
seja, coldnias lisas e
brilhantes, pequenas, as vezes
puntiformes, ligeiramente
elevadas, translicidas, ndo
hemoliticas, isoladas, sob a
forma de um véu delgado ou
alongadas acompanhando e}
trajeto do indculo (22).

A identificacao ~ de
Campylobacten jefuni foi feita
através da motilidade

caracteristica em dardo ou
saca-rolhas, das ©provas da
oxidase e catalase positivas,
da sensibilidade & 30ug de
acido nalidixico, da
incapacidade de crescimento a
259C e da capacidade de crescer
a 429C, de produzir acido
sulfidrico e de hidrolisar o
hipurato de sodio (9).

Resultados

O exame direto dos esfregacos de fezes corados pelo método de Gram modificado
revelou, em 14 casos (14 3%), a presenca de microrganismos com morfologla sugestiva
de Campy!,obac,tm jejuni. Entretanto, em quatro destes casos, ndo foi possivel
isolar o microrganismo. No grupo de criangas -ocom diarréia aguda a cultura foi
positiva em um caso (9,1%) no qual a pesquisa do microrganismo pelo exame direto
foi negativa (Tabela 1). Considerando-se © grupo de criangas acometidas por
diarréia aguda, o exame direto dos esfregacos de fezes corados pelo Gram modificado
apresentou uma sensibilidade de 90,9%, especificidade de 95,4% e valor preditivo de
71,4% (Tabela 1).

No grupo controle nao foram visualizados microrganismos com morfologia sugestiva
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de Campylobacter jejuni , mesmo nos dois casos (6,6%) em que esta bactéria foi
isolada. .

Discussao Tabela 1 - Correlagdo entre os
resultados da pesquisa pelo exame
do Gram modificado e o isolamento

Em relagdo ao valor preditivo do exame de Campylobacter jejuni em criancas
direto pelo método de Gram modificado, Pai e com diarréia aguda, em Belo
col. (16) obtiveram resultado semelhante ao Horizonte, no periodo de Agosto/82
encontrado neste estudo utilizando a a Janeiro/84,.

microscopia de campo escuro e, empregando a

mesma metodologia, Sazie & Titus  (19) , -

relataram ° resultado  idéntico. Achado Exeme direto
ligeiramente superior foi descrito por Cultura Positive Negativo

Jaramillo (9) através da microscopia de

Ne P N 5
contraste de fase. Entretanto, com  a -
utilizagdo da coloragdo rotineira do Gram, &’Z;;&Z? 23; " 92'2 8; 92'2;
Ho & col. (8) relataram un valor preditivo oi.; 98 - 14 14,3 84 85,7

baixo (50%), o que pode-se dever a dificil
visualizacdo do microrganismo quando esta
técnica é empregada. ] )

Neste estudo, a sensibilidade do método foi idéntica a obtida por Ho & col. (8),
semelhante a encontrada por Jaramillo (9) e superior & relatada por Sazie & Titus
(19). Sensibilidade inferior ac deste estudu foli ainda relatada por Paisley & col.
(17) que, entretanto empregaram a microscopia de campo escuro, método que torna
dificil a visualizagdo do Campylobacter devido & intensa reflexdo da luz produzida
pelo grande nimero de bactérias e particulas presentes nas fezes.

A especificidade calculada para o método (95,4%) foi comparavel & relatada por
outros autores seja empregando a mesma técnica (19) ou técnicas diferentes camo
microscopia de contraste de fase (9)e microscopia de campo escuro (17). E assim,
pequena a probabilidade de o exame direto ser positivo na auséncia da mfecc;ao
intestinal por Campyﬂobae/tm fefuni.

Neste trabalho, microrganismos com morfologia sugestiva de Campylobacter fejundi
foram visualizados em quatro casos nos quais esta bactéria nfo foi isolada.
ExplicagCes possiveis para este achado incluem o fato de que o microrganismo &
exigente quanto a nutrientes e atmosfera de crescimento (3, 4, 12) e os meios de
culturas descritos, quando usados isoladamente, ndo permitem o isolamento de todas
as amostras de Campylobacter jejuni (1, 9) sendo necessaria a utilizacdo de dois ou
mais meios de cultura para que se consiga maior nimero de coproculturas positivas.
Por outro lado, existe, ainda, a poss:.bllldade de que as bactérias visualizadas ndo
sejam Campylobacter jejuni, pois microrganismos do género Vibiio e outras espécies
de Campyi,o bacten podem-se  gpresentar com morfologia semelhante. Entretanto, as
demais espécies do género Campyﬂabaote}a exceto o Campylobacter . coli podem ser
diferenciadas do Campylobacter jfejuni com base nas diferencas morfologlcas
existentes entre as formas espiraladas dos diversos menbros do género (11, 22).
relagdo ao género Vibiis, ndo existem dados na literatura brasileira reﬂahvos a
frequéncia com que estes microrganismos sdo isolados das fezes de criancas. Dados
referentes a epidemiologia da enterite por estes microrganismos também sao
escassos. No entanto, a doenca diarréica por Vibaio, ao menos os "ndo~-cSlera",
parece estar relac:.onada com a ingestdo de peixes e frutos do mar (18) . Como esta &
e alimentacdo pouco comun entre criancas com idade inferior a 12 meses,
especialmente no nosso meio, € pequena a possibilidade de que uma espécie do género
Vibnio esteja envolvida na etiologia da enterite nestes casos.

Dessa forma, & provavel que Os microrganismos visualizados nestes casos sejam
Campylobacter jefuni/coli e que a metodologia empregada neste estudo nfo tenha 51do
suficiente para o seu isolamento.

Assim, o Gram modificado (19) parece ter um grande valor ro diagndstico da doenga
diarréica por Campylobacter Jeju.yu, especialmente no nosso meio onde, em geral, os
laboratorios de diagndstico s3o dotados de poucos recursos, pois trata-se de tm
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método simples, de baixo custo e rapido, o que pode ser de grande valia em
pacientes com doenga severa e que necessitam de tratamento especifico com
antibioticos.
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Resumo

S3o relatados o isolamento, caracteristicas bioquimicas e sensi-
bilidade a drogas antimicrobianas de 3 cepas de Yersinia pseudo-
fuberculosis pertencentes ao grupo O-ILI, As cepas foram isoladas
de bezerros com diarréia, na regido de Londrina, Parana, Brasil.

Sumary

Tsolation of Yensinia pseudofuberculosis — from  calves, 4n
Londrina, Panana, Brazil.

Versinia pseudotuberculosds 0-II1 was isolated from calves
faeces. Its biochemical identification and drug sensitivity are
described. The three strains were isolated from animals with
diarrhoea, in Londrina, Parana, Brazil.

Yensinia pseudotuberculosds tem sido descrita como agente de doengas em animais e
humanos. Alguns autores a tem responsabilizado por doencas em bifalos (Behra &
col., Microbiol. Immunol., 28:237-241, 1984), suinos (Tsubokura & col., J. Clin.
Microbiol., 19:754-756, 1984), e animais selvagens (Mackintosh & Handerson, N.Z,
Vet. J., 32:208-210, 1984; MacArthur & Wood, Lab Anim., 17:151-155, 1983).

Em humanos, foi descrita causando quadro clinico semelhante ao da V.
enterocolitica {(Genski & col., Infect. Tmmun., 28:1044-1047, 1980). »

Algumas espécies de passaros e roedores sdo considerados reservatorios de VY.
pseudotuberculosds, na Europa (Mair, N.S. J. Wildl. Dis., 9:64-71, 1973). '

No Brasil, Y. pAeudo:Cubmcw@oAM foi descrita como agente de dlarrela em suinos
{Barcelos & Castro, Br. vet. J., 137:95-96, 1981). Oliveira e col. (99 Congresso
Iatino Americano de Mlcroblologla, 129 Cbngresso Brasileiro de Mlcroblologla, Sao

Paulo, 1983), no Parani isolaram Y. pseudofuberculosis O-III a partir de orgaos de
bu.falos.

Foi realizado estudo microbiologico em 206 amostras de fezes de bezerros, com
idade entre 9 dias a 12 meses, sendo 52 (25,2%) de animais sem diarréia, de
propriedades localizadas em nossa regiao. Essas amostras eram coletadas com swab e
transportadas em seguida para o laboratdrio. VYewsinia pseudotuberculosis foi
isolada a partir de 3 casos de diarréia com fezes escuras e com muco.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 19(1):12-13, Jan./Mar. 1988.
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As amostras foram semeadas em Agar Mac Conkey e Agar Yersinia, incubadas a 25 e
379C por 24 e 48 horas. Foram também inoculadas em agua peptonada 2% (pH 7.4) e
incubadas a 49C, com repiques nos 79 e 149 dia (Pai & col., J. Clin. Microbiol.,
9:712-715, W1979).

Colbnias com caracteristicas de VYernsdnia sp no sistema Lac-EMIC 9T foram obtidas
a partir do cultivo direto nos meios citados acima, em dois casos (165B e 166B) a
temperatura de 379C. Todas as cepas foram recuperadas apds O crioenriquecimento.

A partir dos meios seletivos, as cepas foram submetidas a provas soroldgicas e
aos seguintes testes bioquimicos: oxidase, nitrato, VP, celobiose, sacarose,
trealose, ramose, melibiose, metil glicosideo,ornitina, indol, sorbose, sorbitol,
rafinose, citrato, maltose, uréia, lisina, HpS, motilidade a 22 'e 37°C,
fenilalanina, xilose, lactose e glicose sem gas. Os resultados encontrados
permitiram identifica-las com V. pseudotuberculosis O-III. O caso 80 foi submetido
a tratamento com Ampicilina apresentando cura completa. Os demais casos nao foram
acampanhados. .

Os testes de sensibilidade a drogas antimicrobianas sdo apresentados na Tabela 1.
Embora Y. pseudotuberculosdis , .
seja descrita com certa Tabela 1 - Susceptibilidade de VYersinia
frequéncia na Europa e outros pseudotuberculosis a 12 agentes antimicrobianos.
paises, pouco se conhece sobre Simbolos: B - bovino; Cl - Cloranfenicol; Ap -
sua epidemiologia e fontes de Ampicilina; Ge - Gentamicina; Tri - Trimexazol;

infecgao em nosso pais. Com os Tt - Tetraciclina; Pn - Penicilina G; Am -
nossos resultados, esperamos Amicacina; Ct - Cefatolina; Es - Estreptomicinaj.

contribuir para o Ka - Kanamicina; Su - Sulfanilamida; To -
esclarecimento da importancia Tobramicina. :

de Yersiniose em bezerros, em

- nosso meio. : -

Amostras Cl Tt Es Bp Pn Ka Ge Am Su TriCt To
Drogas
80B S R 8§ 8 8§ 8 S 8 R R R R
1658 S R 8 8 8§ R 8 8§ R S s S
1668 S 8 8§ 8§ 8 8 8 S S R R S

Os autores agradecem o auxilio financeiro concedido pela CPG/UEL e FINEP.
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Resumo

Relata-se duas ocorréncias de encefalite em suinos causadas por
Pseudomonas aeruginosa hemolitica, isoladas em cultura pura a
partir de fragmentos de encefalo e cerebelo, oriundos de animais
com suspeita clinica de meningite estreptocdcica. Esta € uma no-
tificacdo primaria deste tipo de patologia, ndo tendo sido encon-
trado, na bibliografia consultada, qualquer caso semelhante. Res-
salta-se a importancia do diagnostico diferencial com outros pro-
cessos onde haja comprometimento nervoso, sendo igualmente um
alerta aos médicos veterinarios clinicos, pois embora rara, esta
patologia podera tornmar-se um risco comum na criagao de suinos. .

Sumnary
Pseudomonas aenuginosa as agent of swine encephalite

Two cases of swine encephalites caused by haemolytic Pseudomonas
aeruginosa, are described. The agent was isolated in pure culture
from encephalon and cerebellum. The cases were diagnosed as
streptococcal meningitis based upon the symptoms showed by those
animals. No-+ other case 1like that was found in the literature
consulted so we think it is important to verify the difference
between this patology and others associated with the nervous
system, that show similar symptomatology. And we call your
attention to those cases that are unusual but in near future can
be common.

Introducdo

A Pseudomonas aeruginosa €& un agente bacteriano conhecidamente causador de
abcessos e septicemias em diversos animais e agente etiologico da piocianose, comum
a varias especies (5). Por ter uma distribuicdo cosmopolita, uma grande gama de
animais & presa dos processos patoldgicos por ela causados (8, 11). Sua importancia
& relegada a sequndo plano por ser oomponente habitual da microbiota,

portanto os trabalhos publicados sobre suas ocorréncias, restritos.

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19(1):14-16, Jan./Mar. 1988.
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Histdrico — A encefalite por Pseudomonas aeauginosa ocorreu em animais de dois
diferentes Municipios do Estado de Sao Paulo. A primeira, no ‘Municipio de
Guarulhos, atingindo 6 animais entre 2 a 3 meses de idade, de um lote de 20.
Observou—se sintamatologia nervosa e instituiu-se antlblotlcoterapla, sendo que 4
deles se restabeleceram. Dois animais nio apresentaram regressdo dos sintomas e
foram encaminhados ao Instituto Bioldgico., Eram os mesmos provenientes de uma
criagao alimentada basicamente com residuos de restaurantes da propria empresa a
que a criacao pertence.

A sequnda ocorréncia, no Municipio de S3o José dos Campos, acometeu 15 leitles
com idade entre 30 e 40 dias. Os animais apresentaram inicialmente, pelos erigados
e em seguida dificuldade em locomover-se, A diarréia foi constatada em alguns
animais, além de edema da cabeca. Nao se observou hipertemia e o plantel estava
sendo medicado com um produto a base de oxitetraciclina, devido a ocorréncia de uma
salmonelose anterior. Estes animais eram alimentados com ragdo ‘e mantidos sob
favordveis condicdes de manejo e higiene. Un animal portador de sintomatologia
nervosa bem evidente, fol ‘enviado @o Instituto Biolbgico para cbservagdo e coleta
de materiais. .

Material e Métodos

Os animais enviados 3 Secdo de Doencas de Suinos, BEquinos e Pequenos Mamiferos,
do Instituto Biolbgico, foram sacrificados realizando-se necrOpsias, com coleta de
fragmentos do sistema nervoso central (encéfalo e cerebelo). Estes fragmentos foram
encaminhados a fresco para a Secdo de Bacteriologia Animal, devido a suspeita de
meningite estreptococica.

O material foi triturado em graal, com auXJ_llO de areia e solucdo salina estere:.s
e a seguir semeado em caldo simples, dgar sangue e agar MacConkey.

0s meios de cultura foram incubados em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas,
apresentando, apos este periodo, crescmento tanto no caldo quanto nas placas. Na
placa de Aagar sangue cresceu um Unico tipo de coldnia, de cor cinzenta, lisa,
redonda, com tamanhos variados e hemolitica. Bm agar MacConkey, também houve a
proliferacdo de um U(nico tipo de colbnia, de cor clara, transparente, lisa e de
tamanho variado. ’

De coldnias crescidas nas placas de agar sangue foram preparados esfregagos para
realizacdo de bactericscopia em microscopio optico comum, fazendo-se a coloragdo de
Gram.

Colénias foram isoladas para realizacdo de provas bioquimicas, que constaram da
verificacio da presenca da oxidase; crescimento em caldo cetrimide (seletivo para
Pseudomonas) ; producdo de pigmento; solubilidade do pigmento em cloroformio;
utilizacao da acetamida; citrato e malonato como fontes de carbono; acidificacao da
maltose; hidrolises da esculina; uréia e arginina; produgdo do indol e crescimento
em caldo infuso de cérebro e ooragéo a 41°C e a 4¢C.

Resultados

A bacterioscopia revelou tratar-se de bastonetes delicados com caracteristicas
Gram negativas. Os resultados das provas bioquimicas revelaram a positividade da
presenca da oxidase; produgdo de pigmento verde, constatando-se sua solubilidade em
cloroférmio. Houve crescimento em caldo cetrlmlde- utilizacdo da acetamida,
malonato e citrato positivos; hidrdlise da esculina e da arginina, bem como,
crescimento a 419C, A negatividade ocorreu na acidificagio da maltose; na hidrdlise
da uréia; na producdo do indol e mo crescimento a 4°C.

Os resultados bioquimicos, o tipo do pigmento e sua solubilidade em cloroformio,
permitiram identificar este agente bacterianoc como Pseudomonas aeruginosa (1),

Discussao

A Pseudomonas aeruginosa como agente patdgeno para suinos é comum (9). Porém em
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casos de processos localizados e com sintomatologia especifica de um sistema ou
drgdo afetado, poucas sdo as notificacbes na bibliografia.

Os processos patoldgicos por esta bactéria descritos nesta espécie animal,
referem-se a otites, enterites e infecgles do trato respiratorio (8); a
abortamentos e abcessos (7); septicemias (6) e diarréias (3).

Sua presenca no trato respiratério superior dos suinos sadios €& notificada (2,
12) onde assumem um risco potencial e em leitdes de criacbes numerosas, pode
constituir-se em agente causal significativo de mortes por pneumonia (10).

A Pseudomonas aeruginosa. acha-se distribuida normalmente na agua e no solo,
podendo  ser contaminante da pele dos animais e, através de solugao de continuidade
do tegumento, pode atingir tecidos profundos, ocasionando processos morbidos (9).

Como agente de encefalites em animais & relatada sua ocorré@ncia em bovinos (4).
Entretanto, nos suinos ndo ha notificagles até a presente data, constituindo-se
esta, a primeira do género.

O diagndostico clinico da meningite estreptocdcica, sem sua  confirmacao
laboratorial e o presente isolamento do agente em questdo causando encefalite,
determina uma necessidade de se utilizar um cuidadoso diagnéstico laboratorial
visando a correta diferenciacao de outras encefalites, bacterianas ou mesmo virais,
que podem acometer a suinocultura.

A partir do momento que este agente passa a provocar umn processo patdlogico
incomum, seu significado como microrganismo de presenca habitual ou de agente
comumente encontrado em processos morbidos variados, deve ser reconsiderado.

Neste trabalho relata-se a ocorréncia de encefalite em suinos, Unica descrigao
até o momento e muito rara em outras espécies animais. Deve ser destacada a
importancia do diagnostico diferencial, para © correto estabelecimento da
responsabilidade deste agente bacteriano neste tipo de patologia.
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Resumo

A partir de 194 amostras de produtos carneos, sendo 101 de carne
moida de segunda qualidade e 93 de quibe cru, coletadas em 4
agcougues, considerados de bom nivel na regiao de Londrina, foram
isoladas 12 cepas de Salmonefla pertencentes a 3 diferentes soro-
tipos: S. gdve (1), S. London (2), S. infantis (9). Essas bacté-
rias foram estudadas quanto a sua sensibilidade ou resisténcia a
8 drogas: Gentamicina (Gn), Trimexazol (Tri), Cloranfenicol (C1),
Ampicilina (Ap), Tetraciclina (Tt), Sulfanilamida (Su), Estrepto-
micina (Et), Cefalotina (Ce). As cepas isoladas apresentaram bai-
xa resistencia a drogas, com excegao da Sulfanllamlda frente a
qual, a resistencia foi de 1007%.

Summary

Serotypes of Safmonella isofated nom meat products in Londrina -
Parnana '

From 194 samples of meat products of which 101 were ground meat
of second quality, and 93 of raw keebe, collected from four
butchers considered to be of good higienic status, there were
isolated 12 strains of Salmonella belonging to 3 different
serotypes: S, gdive (1), S. ZfLondon (2), S. Ainfantis (9). The
strains were tested for their sensibility or resistance to 8
drugs: Gentamicine (Gn), Trimexazol (Tri), Chloranfenicol (C1),
Ampicylin (ap), Tetracyclin  (Tt), Sulfanilamide (Su),
Streptomycin (Et), Cephalotin (Ce). We verified a low resistance
of the strains to all drugs with the exception of Sulfanilamide
to wich the resistance was 1007.

Introducdo

Como geralmente as coondigdes higiénico-gsanitarias no abate de animais e o
transporte da carne até os pontos de comercializagdo, em nosso meio, sao precarias,
verifica-se a presenga de microrganismos patogénicos, principalmente Salmonella, em
produtos carneos O que constitui sério problema para a saltde piblica, uma vez que
sao causadoras de toxinfecgdo alimentar (15, 23).

A carne moida e o quibe cru, por serem produtos mais manipulados, estdo sujeitos
a maior risco de contaminagdes (22).

Wilson & Miles (25) estudando a etiologia de 413 surtos de toxinfeccdo alimentar
por Salmonella verificaram que as carnes processadas foram responsaveis por 84% dos
casos, enlatados por 8,5% e a carne fresca apenas por 1% dos casos. Rislakki (21)

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 19(1):17-21, Jan/Mar. 1988,



18

na Africa do Sul, analisando carnes bovinas em agouques, isolou 7,4% de Salmonella.

No Brasil, existem alguns trabalhos sobre isolamento de Salmonellfa de alimentos.
Assumpcdo (1) analisando carnes frescas na regido de S3o Paulo, isolou 15% de
Salmonella; Cerqueira Campos (7) constatou positividade de 14% em 50 amostras de
carne moida. Iaria & ool (13) isolaram diferentes sorotipos de Salmoneflfa em quibe
cru. Paula (20), de um total de 200 amostras de carne moida de acougues localizados
no Municipio de Niteroi e SZo Gongalo, isolou 14% de Salmonella.

Oliveira & ool (19) analisando 406 amostras de carne bovina, isolaram 20
sorotipos de Salmonefla., Falcdo & ool (10) em 20 amostras de linguica fresca,
isolaram 15% de Safmoneflfa. Silva (22) estudando misturas de carne moida e soja,
que eram previamente analisadas em separado, ndo isolou Salmonella em qualquer das
amostras.

Quanto ao isolamento de Salmoneflfa a partir de alimentos, o ICMSF (14), afirma
que ndo & possivel recomendar um método especifico imico, satisfatdrio a todos os
sorotipos dessa bactéria, -

Bryan & col (5) confirmam que um dos problemas basicos no isolamento de
Salmonella & o seu pequeno nimero em relacdo A quantidade de outras bactérias
competidoras, ocorrendo isto, principalmente, em alimentos. Devido a este problema,
geralmente os métodos seguem etapas sequenciais como 0 pré-enriquecimento ndo
seletivo, enriquecimentc seletivo, isolamento em placas de agar seletivo e sua
identificacao final, bioquimica e soroldgica.

Outro problema preocupante & o uso indiscriminado de antibidticos em racdes
animais, como promotores de crescimento, bem como 0 uso, muitas vezes, do mesmo
antibidtico no tratamento de doencas humanas e animais, contribuindo para © aurento
de microrganismos resistentes a diversas drogas (9, 17).

Como a carne moida de segunda qualidade e o quibe cru sdc duas das formas de
carne bastante consumidas pela populagdo, objetivou-se neste trabalho o isolamento
e identificacdo de Safmonella, a partir desses produtos, bem como verificar o
comportamento desses microrganismos, frente a diferentes drogas antimicrobianas.

Material e Metodos

Como varios autores indicam a necessidade do pré-enriquecimento, previamente ao
desenvolvimento da pesquisa fez-se um teste comparativo da importdncia dessa etapa
(6) . Duas aliquotas de 25 g de amostras de carne moida de segunda qualidade, foram
transferidas a 225 ml de caldo peptonado e a 225ml de Tetrationato com novobiocina
respectivamente. Apds, foram contaminados com 1 ml de suspensdo de Salmonella sp de
origem humana, na concentracdo de 1 x 100 cels/ml (padronizada na escala de Mac
Farland). Este nimero foi escolhido por se tratar da concentracdo necessiria para
causar doenca humana. Hm seguida, foram incubadas a 35 - 37%C por 24 horas. A
partir do <caldo Tetrationato, 1ml da suspensio era semeado em Agar
Satmonella-Shigella (ASS) e Agar Verde Brilhante (AVB), pelo método de diluicdo em
pour-plate em duplicata. Apos a incubagdo a 35 — 379C por 24 horas eram feitas as
contagens nas melhores diluigdes, série bioquimica e sorologia comprovando que a
bactéria inoculada foi a isolada. Em paralelo, a mesma amostra de carne foi semeada
sem a contaminacao, para verificar a pré-existéncia de Salmonella. :

Un total de 101 amostras de carne bovina moida de segunda qualidade e 93 de quibe
cru, foram adquiridas em 4 agougues considerados de bom nivel higiénico na regido
de Iondrina. FEstas amostras foram coletadas semanalmente durante 9 meses, nas
cordicoes em que eram entregues ao consumidor e transportadas imediatamente ao
laboratério, onde eram processadas em, no maximo , 1 hora.

Em condigOes assépticas, 25 g de cada produto eram pesados e colocados em 225 ml
de caldo de enriquecimento Tetrationato (IT) adicionado de novobiocina a 0,4% (12) ’
homogeneizados por 10 minutos, e incubados a 35 — 37¢C por 24 horas,

A partir do meio de enriquecimento eram repicadas em placas de Agar Verde
Brilhante (AVB) e Agar Salmonella-Shigefla (ASS), em duplicata. Apds incubacdo a 35
— 379C por 24 horas, selecionava-se de cada placa, colonias com caracteristicas de
Sakmonella, que eram identificadas pelos testes bioquimicos propostos por Fontes
(17}, utilizando-se 3 meios de cultura; o EPM que fornece informacles quanto a
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producao de gas, a partir de glicose, HpS, urease e triptofano-desaminase; o MILL
que fornece a motilidade, producac de indol, L-lisina descarboxilase e o citrato de
Simmon's.

Apds a realizagao das provas bioguimicas as cepas que  apresentavam
caracteristicas de Sadmonella, eram testadas com soros polivalentes e
posteriormente enviadas ao Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo para identificacdo
dos sorotipos.

A determinacao da resisténcia a drogas antimicrobianas foi realizada de acordo
com a técnica recomendada por Bauer & ool (3}, usando as sequintes drogas:
Gentamicina (Gn), Trimexazol (Tri), Cloranfenicol (Cl), Amipicilina (2p),
Tetraciclina (Tt), Sulfanilamida (Su), Estreptomicina (ET), Cefalotina (Ce).

Resultados e Discussao

Verificando na literatura que havia muita controvérsia quanto a metodologia
utilizada para o isolamento de Salmoneflfa (8), optou-se por uma técnica a partir
dos resultados obtidos na Tabela 1.

Observou~-se que os resultados com e sem pré-enriquecimento, ndo apresentaram
variagbes significativas, assim, aboliu-se o pré-enriquecimento, uma vez que se
obtem uma reducao de 24 horas no tempo de incubaczo. Os resultados apresentados na
Takela 1 estdo de acordo com Thomason & Dodd (24) e Bailly & col (2).

A temperatura utilizada fol a de 379C de acordo com MacCoy (18), o qual
pesquisando aguas poluidas, verificou que o uso de TT incubado a 439C era letal a
Satmonella.

O uso de caldo Tetrationato foli baseado em Ie Minor & col (16), os quais

verificaram que 0 uso desse meio e superior ao caldo Selenito.

Dos resultados obtidos no Tabela 1 - Comparacdo na contagem de coldnias de
presente estudo  (Takela 2) Sadfmonella obtidas sem e com pré-enriquecimento.
verifica-se que das 12 (6,22%) Simbolos: - *T,T, - Caldo Tetrationato
Salmonella isoladas, 6 foram a (enriquecimento direto); PEP - Caldo peptonado
partir de quibe cru e 6 de 1Z (pré-enriqueciménto); AVB - Agar verde
carne ' moida. De uma das brilhante; ASS - Agar Salmonella - Shigella.
amostras de carne, isolou-se 2 -
cepas de Sw&ﬂone_/&@q._ Aﬂﬁam . . Et\llaum\cn[,o e N
com diferentes biotipos, isto Meios Selotivos e

€, indol positivo em um dos

: . \ 8 E 8 r
casos e negativo no  outro. N paxe g%gﬁ 1.8 x 100 22523
Tanbém houve variacdo, em L !
ambas, no teste de . . '
sensibilidade a drogas (Tabela Tabela 2 - Frequencias de sorotipos de
3), ou seja, a amostra 100 Cq Salmonella isolados de amostras de carne
foi resistente a Ampicilina moida de segunda e de quibe cru ]
(Bp) e a Tetraciclina (Tt), Simbolos: K n?: numero da amostra de quibe
enquanto que a 100 C, foi cru; C n?: nimero da amostra de carne moida
sensivel a Ampicilina (&p) e de segunda; a) cepas isoladas de uma mesma
apresentou sensibilidade amostra; b) % relacdo ac total de Safmoneffa
intermedidria a Tetraciclina isoladas
(Tt) . N ‘ Anostra Numero de Sorotipos  Irogutneia dos

Analisando os resultados Analisada Mmostra(s) Isolados  Sorotipos (%)
apresentados, podemos concluir o ; s Tive P
que S. infantis foi isolada ocom ] w9 : '
maior frequencia e somente em 2;2‘ 2 S, tondon 16,66
uma amostra isolou-se S, glve, 67e

Esperava-se isolar um maior g}g

- ol
nimero de cepas de Salmonella a 100C, {indol-)2
partir de quibe cru, por se 100Cz (indol+) 8 S, dnfantis 75,00
tratar de um produto mais %i
manipulado, no entanto isto nao 75K

ocorreu., 91K
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Considerando que os estabelecimentos nos quals as amostras foram obtidas eram de

bom nivel higiénico,

nossos resultados podem ser considerados campativeis com os
outros autores ja citados (1, 13, 15, 17).

Comparando nossos resultados com o de Cerqueira- Campos (7) éprovavel que o maior

isolamento de Salmonella (14%)

por esse autor se deva a

qualidade dos

estabelecimentos onde as amostras foram adquiridas.

Falcdo & col (9), estudando
68 cepas de entercbactérias
isoladas de produtos carneos,
das quais 4 eram Safmonella,

Tabela 3 -
antimicrobianas de Safmonella isoladas de carne
moida de segunda (C) e quibe cru (K).

Teste de sensibilidade - a drogas

. o: Simbolos: Gn = Gentamicina; Tri = Trimexazol;
verificaram que as 4 eram cl = ol femicol: Ap = fcilina: T ?
sensiveis 3s 11 drogas = cloranfenicol; p = Ampl?- ina; t =
testadas. Tetrac1cl}n§; Su = Sulfénllamlda; Et =

Analisando nossod resultados EstreptomlcEna; Ce = Cefalotlng.

dos testes de serzsibilidade ao)s int;rmezigigel; R = oresistemete; I =

antimicrobianos (Tabelas 3 e 4

observa-se que nenhuma das

cepas de Satlmonefla . foi . Sorotipos brogas

sensivel a Sulfanilamida (Su) e POSETR Isolados

resistente ao Cloranfenicol o Gn i Cloop Tt Su Bt Ce

<, Gentamicina (@), 52C S. glve S s 5 s I R R S

Trimexazol (Tri) e Cefalotina 53¢ 3. @gmqg s S s s I R it S

(Ce). Chama-se a atengio para 2 Jp L UMl S s 5 s 8 ox s s

cepas que apresentaram 85C S, dnjantis S S s R I R I 8

resisténcia a Ampicilina (Ap) 109€r g pdautis S8 ROORR IS

sendo que esta droga & tida Sie S a8 s s & 1 R I 9

como un dos antibidticos de 59K S. infeitis s s s s I R I s

escolha o tratamento de 7}K S. {rl{{aur{s S S s S I R s s

75K S. o dhfantis S s s s I R I S

saémonelgse @umana(gl Leed 91K S. {nfaitis S s s s I R I s
grande nimero de resu os

"Intermediario", Tetraciclina

(83,3%) e Estreptomicina (75%), pode Tabela 4 — Modelos de resistencia a

sugerir o emprego indiscriminado de
~antibidticos, tanto como aditivo de ragdo
animal como na terapia, condicionando o
desequilibrio ecologico da flora
residente no hospedeiro (4).

Concluindo, para reduzir a contaminacac
de produtos carneos por . Safmonelflfa devem
ser consideradas melhorias nas condigoes
higiénico-sanitarias dos locais de abate,
armazenamento, transporte e o cuidado com
portadores  s3os que manuseiam Os
alimentos e ainda o wuso indiscriminado
dos antibiéticos.

Agradecimentos

drogas antimicrobianas apresentados
por cepas de Salmonefla isoladas de
carne moida de segunda e quibe cru.

Simbolos: (-): nenhuma cepa com tal
modelo de resisténcia. Su =
Sulfanilamida; Et = Estreptomicina;

Ap = Ampicilina; Tt = Tetraciclina.

Modelos de resisténcia Nimero de Cepas %

~3

Su

Su Et

Su Ap

Su fp Tt
Sensiveis a todas
as drogas
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Sumnary

I was studied 100 Gram negative rods 1isolated from nosocomial
patients, dealing with urinary infection (52), blood culture and
secretion (31) and diarrhoea (17). The Enterobacteria strains
were predominant (34) and Pseudomonas spp (6). The minimum
inhibitory concentration 90%7 (MIC 907) were tested with the
drugs: RO 19-5248 (new discovered cephalosporins), ceftriaxone,
cefoxitin, amoxacillin, ampicillin and cotrimoxazole. In wurinary
infections E. cof{ showed a MIC 907 of 0.1 ug/ml for ceftriaxone
and 0.4 ug/ml for RO-19. The MIC 907 for faecal bacterial strains
were of 0.4 ug/ml, 2.6 wug/ml and 3.7 ug/ml with RO 19,
ceftriaxone and cefoxitin respectively. Concerning the bacrerial
strains isolated from blood cultures the MIC 907 were of 10.4
ug/ml for both drugs ceftriaxone and Ro 19. The new
cephalosporins were the most efficient antimicrobial drugs.

Resumo

Estudo comparaitivo de duas novas cefalosporinas com outrhas drogas
antimicrobianas grente a bastonetes Gram negativos

Foram estudadas 100 amostras de bastonetes Gram negativos isola-
dos de infecgdo urinaria (52), hemocultura e cultura de secregles
(31) e diarréia (17) de pacientes hospitalizados. As Enterobacté-
rias foram predominantes e Pseudomonas spp (6). O estudo da con-
centracac inibitdria minima 907 (CIM, 90%) foi realizado com as
seguintes drogas: RO 19-5248 (nova defalosporina), ceftriaxone,
cefoxitina, amoxacilina, ampicilina e cotrimoxazol. A E. cold
isolada de infeccao urinaria revelou CIM 907 de 0.1 ug/ml e 0.4
ug/ml respectivamente para ceftriaxone e RO 19, O CIM 907 para as
bactérias isoladas das fezes foi de 2.6 ug/ml respectivamente pa-
ra ceftriaxone e RO 19. Em relacao as bactérias isoladas de hemo-
cultura e secrecoes os menores valores de CIM 907 foram 10.4
ug/ml para ambas as novas cefalosporinas. A CIM 90% para os sete
antimicrobianos avaliados frente as 100 amostras evidenciou valo-

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19(1):22-26, Jan./Mar. 1988,
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res a 1.0 ug/ml e 2.0 ug/ml respectivamente para ceftriaxone e RO
19. Esses resultados mostraram que as duas novas cefalosporinas
possuem maior eficacia de acdo "in vitro", diante das diferentes
espécies de bastonetes Gram negativos estudados.

Introduction

The study of bacterial infection since 30 years ago freguently shows a emergence
of resistant strains to the most common antimicrobial drugs used for patients
therapy. The selective pressure of several antimicrobial drugs and the period of
inmate acts on the normal and pathogenic flora of these patients (1, 2, 3, 10, 12).
This fact express why these bacterial agents are easily found on the medical
hospital environment because allows the development of several resistant mechanisms
in the microrganisms (1, 3, 7, 8, 10). With the utilization of .antibiotic therapy
each year verify the changing of principal bacterial agents responsible by hospital
infection.

The discovery of new antimicrobial drugs have been necessary for the elimination
of these adapted agents to new hospital dinamics. However facing this facts, we
resolved to study "in vitro" two new cephalosporins of third generation:
ceftriaxone and RO 19-5248 (new cephalosporin) compared with five other
antimicrobial drugs against Gram negative rods isolated from nosocomial patients.

Material and Methods

Strains: We studied 100 strains of Gram negative rods (Enterobacteria and
Pseudomonas spp) isolated from infectious process of patients from Hospital das
Clinicas, Faculdade de Medicina, UNESP, Brazil. The identification of these strains
followed the methods preconized by Cowan & Steel (5) and Edwards & FEwing (6).
Susceptibility testing-minimum inhibitory concentration determinations were carried
out by the agar incorporation methods. Overnight Brain Heart Infusion Broth (Merck)
cultures, adjusted to give approximately 1x104cfu/ml were used as inocula and
dispensed using a multipoint inoculator on Mueller Hinton Agar (Difco) (12). Each
inoculating pin delivered 25ul of inoculum. Inoculated plates were incubated
aerobically at 379C and examined for growth after 24h. The lowest concentration
which gave a complete absence of growth was recorded as the MIC. Utilized drugs: RO

19-5248 (a pivoloyloxymethylester ~ PIV - 0s a newly discovery cephalosporin),
ceftriaxone, amoxacillim and cotrimoxazole (Products Roche); cefoxitin (Merck Sharp
& Dohmrme - a vial of Mefoxin bought commercially), cephalexin (Eli Tilly

Pharmaceutical Laboratories) and ampicillin (Laborterapica Bristol Iaboratories).
- The MIC 90% is the MIC of the drugs which inhibited 90% of studied strains for
its establishment papers published (7, 11, 12).

Results

Table 1 shows the nunber and percentage of assayed bacteria against the several
antimicrobial drugs, being E. cofli (42%) the most isolated strains.

Table 2 shows the number and percentage of isolated strains from urinary
infections, blood and secretion and faeces. The highest percentage of isolation
from urinary infections was due to E. cofi (53.9%3). Concerning blood and secretion
cultures, the most often isolated strains was Kfebsiella spp (19.4%) and followed
by Enterobacter spp (19.4%) and E. cold (16.2%). Faecal culture reveals FE, cold
serotype 0125: K/0 as the most isolated strains (29.4%) followed by Shigeflfa
glexnenti (17.7%) and Shigella sonnedl (17.7%).

Table 3 reveals the minimun inhibitory concentrations 90% (MIC 90%) of the seven
antimicrobial drugs assayed against Gram negative rods isolated from urinary
infections, blood and secretion and faeces. The new cephalosporins, ceftriaxone and
RO 19 showed a smaller MIC 90% in all type of cultures.
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Table 4 enhanced a MIC 90% of all tested antimicrobial drugs against

negative rods.
Table 5 shows the MIC 90%
Entercbacteria and Pseudomonas spp.

Table 1 — Distribution of
number and percentage of
100 Gram negative rods
strains isolated from
nosocomial patients.
Strains Numdor %
E. cofd 42 42.0
Kiebsdelta spp 11 11.0
P. mirabilis 10 10.0
Enterobacten spp 8 8.0
Shigetla spp 6 6.0
Pyeudenonas Spp 6 6.0
Senratia spp 4 4.0
M. morgandd 4 4.0
P. vulgarnis 4 4.0
Salmonella spp 2 2.0
Citnobacten spp 2 2.0
Providence spp 1 1.0
Total 100 100.0
Table 3 - Minimum inhibitory
concenttration of seven

antimicrobial drugs able to inhibit
907 of Gram negative rods strains
isolated from urinary infections,
blood and secretions and faeces.

Urinary Bload and

- ) infections  sceretions Fé\‘(?(ci S
Drugs MIC 90% MIC 90% TLQ/)E;
« {lug/md) {ng/ml) MG/

RO 19-5248 0.4 10.4 0.4
Cephalexin >128.0 >128.0 >128.0
Anoxacillin >128.0 >128.0 >128.0
Ceftriaxone 0.1 10.4 2.6
Cefoxitin 51.2 128.0 3.7
Ampicillin >128.0 >128.0 >128.0
Cotrimxazole >128.0 >128.0 >128.0

Discussion
The behaviour of bacteria isolated from

different types of infections showed "in
vitro" resistance patterns to
beta-lactams and bacteriostatic drugs

similar to other authors (3, 4, 9, 10).

The new cephalosporins revealed a most
effective action on bacteria isolated
from wurinary infections. Thus, the
laboratorial findings suggest that the
low levels of MIC 90% of two
cephalosporins is due to the non use of
these drugs in our hospital environment
1, 3, 10, 13).

of all antimicrobial drugs

100 Gram

assayed against the

Table 2 -~ Number and percentage of
strains isolated from urinary
infections, blood and secretions and
faeces.
Urinary Blood and Faeces
Strains infections secretions .
Number % Nurber % . Number %
E. cotd 8 539 05 162 - -
P. minabilis 08 15.4 02 6.4 - -
Kfebsiella spp 04 7.8 07 22.6 - -
P. vulganis 03 5.8 01 3.2 - -
M. monganid 02 3.8 02 6.4 - -
Entencbacter spp 02 3.8 06 19.4 - -
Pseudomonas spp 02 3.8 04 12.9 - -
Senratia spp 01 1.9 03 8.7 - -
Citrobacter spp 01 1.9 01 3.2 ~ -
Providence spp 01 1.9 - - - -
E. cofd 0125:K70 - - - - 05 29.4
S. §fexnend - - - - 03 17.7
S. sonned - - - - 03 17.7
Salmonetla spp - - - - 02 11.7
E. cofd 026:K60 - - - - 2 1.7
E. coll 0127:K63 - - - - 01 5.9
E. cofl 0119:X69 - - - - 01 5.9
Total ) 52 100.0 . 31 100.d 17 100.0
Table 4 - Minimum

inhibitory concentration
of seven antimicrobial
drugs able to inhibit
90% of 100 Gram negative
rods strains.

Prugs MIC 90%

(ug/ml)

RO 19-5248 2.0

Cefalexin >128.0

Amoxacillin >128.0

Ceftriaxone 1.0

Cefoxitin 59.4

Ampicillin >128.0

Cotrimoxazole >128.0
Table 5 — Distribution of the MIC 907%
of seven antimicrobial drugs tested
against Enterobacteria and
Pseudomonas  spp isolated from

nosocomial patients.

Drugs Enterobacteria  Psewdemenas spo

9 {ug/ml) fug/ml)
RO 19-5248 0.57 128.0
Cephalexin >128.0 >128.0
Amoxacillin >128.0 >128.0
Ceftriaxone 0.12 25.6
Cefoxitin 38.4 >128.0
Ampicillin >128.0 >128.0
Cotrimoxazole >128.0 >128.0
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The MIC 90% of seven antimicrobial drugs tested against strains isolated from
urinary infections, blood and secretions, and faeces exhibited similar results to
other papers (3, 4, 9).

The strains that the MIC 90% represent high levels to beta-lactams (cephalexin,
amoxacillin and ampicillin) and cotrimoxazole probably due to the use of these
drugs in our hospital (1, 3, 10). However, the first generation cephalosporins and
ampicillin has been always used. The second generation cephalosporins (cefoxitin)
has showed effectiveness in MIC 90% but limitation of it usage has been found on
its high cost. The third generation cephalosporins (RO 19 and ceftriakxone) show a
structure with stables beta-lactams chains and has shown a better clinical and
microbiological results (4, 9, 12). Furthermmore, the newest cephalosporins exhibits
a excellent action on bacteria isolated from urinary infections and worse on
strains isolated from other materials. These cephalosporins have shown adequate
indication for Gram negative genito-urinary infections because its active action in
the urinary flow (9).

The MIC 90% of all seven antimicrobial drugs disclosed lower results for RO 19
and ceftriaxone because the abscence of its selective pressure. Otherwise, the MIC
90% of two new cephalosporins in Enterobacteria was smaller while has been found
higher in  Pseudomonas =~ spp. Under these circunstances, we conclued that
Enterobacteria isolated from our patients has shown resistance factors to the other
five drugs which is in agreement with other reports (1, 2, 3, 10). Some feactures
were observed to Pseudomonas spp which all were found to beta-lactamases producers
as observed by other authors (4, 8, 9, 13). ’

Conclusions

1. Ceftriaxone and RO 19 showed an excellent antimicrobial action "in vitro"
against Gram negative rods.

2. The new cephalosporins are the best therapy able to act in urinary infections by
Gram negative rods. '

3. The Enterobacteria showed high sensibility to RO 19 and ceftriaxone while
Pseudomonas spp exhibited resistance to all drugs.
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Resumo

Fez-se uma avaliacdo do teste rapido de aglutinacdo em 13mina (S-
taphy-Test, Probac do Brasil Produtos Bacteriolégicos Ltda.), pa-
ra identificacdo de culturas de Sfaphylococcus awreus isoladas de
alimentos, comparando-o com o teste da coagulase em tubo. 485 co-
16nias isoladas em agar Baird-Parker provenientes de diversos ti—
pos de alimentos, foram submetidas simultaneamente aos dois tes—
tes, verificando-se 99,27 de correlacdo entre eles. A sensibili-
dade do Staphy-test foi 98,87 e a especificidade, 100%.

Summary

Evaluation of a napid slide agglutination zest fon the
Adentification of Staphylococcus aureus isolated §rom foods

A rapid slide agglutination test (Staphy-Test, Probac do Brasil
Produtos Bacteriologicos Ltda.) was compared with the tube
coagulase test for the identification of Staphylococcus auwreus
isolated from foods. A total of 485 colonies isolated from
several foods by direct plating on Baird Parker Agar were
submitted to both tests, with 99,2% of correlation between them.
Staphy-Test showed 98,8% of sensibility and 100% os specificity,

O procedimento rotineiro para identificacao de Staphylococcus auwreus em
alimentos, compreende o isolamento de coldnias em agar seletivo e posterior
identificacdo das coldnias suspeitas através dos testes de coagulase, DNAse ou
termonuclease. Resultados definitivos s sao disponiveis 24 a 48h apds o isolamento
das colénias. Recentemente, foram descritos testes rapidos para a identificacdo
deste microrganismo, baseados na aglutinagao de hemacias ou de particulas de latex
sensibilizadas (Corret, G. & col., Zbl. Bakt. Hyg., I. Abt. Orig. A249, p.32-38,
1981; Essers, L. & Rodebold, XK., J. Clin. Microbiol., 12:641-643, 1980). Atualmente
estes testes vem sendo largamente utilizados no exterior, devido a facilidade de
execucdo e rapidez na obtengdo de resultados. Varios "kits" comerciais sdo
fabricados tanto nos Estados Unidos quanto em diversos paises eurcpeus (Berke, A. &
Tilton R., J. Clin. Microbiol.., 23:916-919, 1986).

No PBrasil, foi recentemente introduzido um reativo denominado Staphy-Test (Probac
do Brasil Produtos Bacterioldgicos Itda.), que se baseia na capacidade do S. awreus
aglutinar hemacias de carneiro préviamente sensibilizadas com fibrinogeneo. O
Staphy-Test compreende dois reativos: Staphy-Test R e Staphy-Test C. O primeiro & o
reativo propriamente dito, uma vez que contém hemacias sensibilizadas e o sequndo &
@ reativo controle, que contém hemicias idénticas as do primeiro reativo, porém nio
sensibilizadas. Este ultimo reativo destina-se & exclusio de aglutinacdes
inespecificas, que s&o bastante raras, mas podem ocorrer.

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19(1):27-28, Jan./Mar. 1988.
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O objetivo desta pesquisa foi detectar o grau de correlagdo existente entre o
teste rapido de aglutinagdo em lamina. (Staphy-Test) e os testes convencionais
empregados na identificacao de culturas de S. awreus isoladas de diversos tipos de’
alimentos.

0 estudo ' foi desenvolvido ocom 57 amostras de alimentos assim distribuidos: 12
produtos ‘carneos crus, 21 produtos carneos cozidos, dez produtos carnecs salgados,
dez queijos e quatro doces cremosos. Cada alimento fol triturado em liquidificador
estéril com agua tamponada esterilizada, na proporgao de 1:10. Semeou-se O0,1ml
desta mistura em superficie de agar Ba_er—Parker suplementado com emulsao de gema
de ovo. ApGs incubagdo a 359C durante 48h, coldnias tipicas de S.auwreus (negras,
com ou sem halos de lecitinase e de l:l.pollse) bem como coldnias nao tipicas foram
sudmetidas ao teste da coagulase em tubo e a0 teste da aglutinacdo em lamina
(Staphy-Test), em um total de 485 colonias. Quando as colonias a serem testadas
eram pequenas, procedeu-se a uwa repicagem em agar nutriente inclinado com
incubagao de 24h a 35°C, antes da execuc3o dos testes. O teste da coagulase em tubo
foi reallzado cultlvando—se as oolénias suspeitas em caldo infusdo de cérebro e
coracao por 24h a 359C, misturando-se em seguida 0,25ml deste caldo a 0,5ml de
plasma de coelho 01tratado diluido 1:5. Apds agltagao os tubos foram lncubados em
banho-maria a 379C, observando-se periodicamente a coagulacgio do plasma, até 24h. O
teste da aglutn_nagao em l3mina foi realizado depositando-se separadamente sobre uma
l13mina de vidro uma gota do reativo-teste (Staphy-Test R) e uma gota do
reativo-controle (Staphy-Test C), e kmlogenelzando em cada uma destas gotas uma
parte da colénia a ser testada, com o auxilio de um palito estéril. O teste @&
considerado positivo gquando ocorre aglutinagdo das hemicias do reativo-teste em
cinco a dez segqundos, O mesmo nao ocorrendo com O reativo-controle.

Colfénias com resultados conflitantes, ou com testes de interpretagdo duvidosa,
foram submetidas ao teste da termonuclease. Para este teste, as culturas em caldo
infusdo de cérebro e coracao foram fervidas por 15 min, e em seguida, transferidas
para os orificios feitos em laminas de microscopio reccbertas de agar DNA-azul de
toluidina. Apds mcubagao em camara umnida por 4h a 35°C, observou-se a formagdo de
halos de coloragdo rosea em volta dos orificios. Em todos os testes, foram
utilizados controles positivos e negativos apropriados.

" Os resultados obtidos estao descritos na tabela 1. Verificou-se que 98,8 das
coldnias coagulase positivas foram também positivas no Staphy-Test, indicando a
alta sensibilidade deste teste. A auséncia de resultados falso-positives com o
Staphy-Test confere 100% de especificidade ao teste. Valores desta ordem nzo foram
detectados por outros autores em nenhum dos "kits" estrangeiros estudados (Berke,
A, & Tilton, R., J. Clin. Microbiol., 23:316-919, 1986).

Entre as 485 colOnias testadas, verificou-se .
que quatro das colfnias coagulase positivas nfc  Tabela 1 - Comparacio entre o
foram positivas no Staphy-Test, tendo sido teste da coagulase em tubo e o
positivas kfambém no teste da termonuclease. Nao Staphy-Test

se observou nenhuma oolénia Staphy-Test §imbolos: a: coldnias negativas
positiva entre as coldnias coagulase negativas, no teste da coagulase em:tibo,
Estes resultados indicam que a correlagao entre isoladas no agar Baird-Parker.

os dois testes & 99,2%, :

.As vantagens do teste de aglutlnagao em - — =
l8mina em relagdo aos testes convencionais s&o e o e
inlmeras, Trata-se de um teste simples, que ————
dispensa a necessidade de cultivar a colonia em B
exame, em caldo, o que implica em menos tempo e S. awieus 320 325 98
trabalho para obtencao de resultados. A leitura Outras bactérias 156 0 0
dos resultados & imediata e inequivoca, o que
néo é poss:Lvel em nenhum dos testes classicos.
Além disso, nao ha necessidade do emprego de culturas controles, mdlspensavels nos
testes de coagulase e termonuclease. A estabilidade dos reagentes & bastante
grande, uma vez que se mantém ativos por até seis meses, se conservados em
geladeira. Inegavelmente, a principal vantagem é a smpllflcac;ao do trabalho
laboratorial, particularmente na andlise de alimentos, nos guais a quantificagdo de
S.awteus & tarefa de rotina.
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Resuro

Para avaliar o significado sanitario de Salmonella em aguas foram
examinadas 894 amostras de aguas de esgotos, salgadas e doces,
sendo obtidos 5.430 isolamentos de Salmonefla. Constatou-se que,
nos esgotos os sorogrupos e sorotipos de Safmonellfa, com excegao
de S. agona, apresentaram padrac de distribuigdo similar ao obti-
do em coproculturas, Nos esgotos provenientes de hospitais predo-
minou S. ZXyphimuwriium var. 0:5- que também fol o mals frequente-
mente isolado de coproculturas. Foi observado que nos mananciais
e praias mails poluidos, prevaleciam os sorogrupos e sorotipos
mais comuns de esgotos, e o contrario ocorreu em amostras de lo-
cais menos poluidos. Nao foi obtida correlacdo estatistica entre
NMP/100 ml de salmonelas e NMP/100 mL de coliformes em esgoto, no
entanto, quando se relacionou graficamente, niveis de coliformes
e porcentagem de isolamento de salmonelas em aguas doces e salga-
das, obteve~se uma relacao praticamente linear.

Summary

Isolation of Salmonella from aquatic environment:  Sanitary
sdgnificance

To evaluate the sanitary significance of Safmoneffa in water, a
total of 894 samples of sewage, saltwaters and freshwaters were
examined, 5430 strains of Safmonella were isolated.

The distribution pattern of Safmoneffa serotypes in sewage, with

the  _exception of S. agona was similar to that obtained in fecal
specimens. In sewage ~samples collected near  hospitals S,

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 19(1):29-39, Jan./Mar. 1988,
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typhimwlum var. 05:=  was prevalent and this also occured in
stools. It was noted that in the most polluted water sources and
beaches Salmonella serogroups and serovars were that prevalent in
sewage and this do mnot occurred in the less polluted salt and
fresh waters. The statistical correlation between MPN/100 mL of
Salmonellfa and MPN/100 mL of coliforms was not obtained, but when
coliform 1levels and percentage of salmonellae isolation were
plotted in prob-log graphic it was obtained a nearly linear
relation.

Introducao

O controle da qualidade da Agua, do ponto de vista bacteriolégico € ainda, na
maioria dos paises, fundamentado nos parametros relativos a coliformes totais e
coliformes fecais.

Nos anos recentes tém havido contrévérsias sobre o su;nlflcaco do grupo coliZ orme
como indicador de poluicdo de origem fecal, devido a varios relatos sobre surtos de
veiculagdo hidrica, principalmente de sa]moneloses em commnidades onde a agua era
considerada adequadamente protegida, pois, com base nos resultados de analises
convencionais, atendiam aos padrdes para coliformes (8, 9).

Un dos principais surtos de salmonelose em humanos, citado na literatura nos
Gltimos anos, ocorreu em Riverside, California, em 1965. Com base em estudos
epldemlologlcos e analises bacterlologlcas constatou~se ser a agua o veiculo de
Salmonella typhimuriium que fol isolada de seis amostras de agua e pertencia ao
mesmo fagotipo da isolada de casos clinicos. Un total de 16.000 pessoas foram
atingidas. Os testes para detecgado de ooliformes realizados antes e durante a
epidemia nao demonstraram evidéncias de contanu_nagao (3, 17).

0 isolamento de patdgenos de amostras de agua & dependente do tipo e grau de
tratamento sofrido pelos esgotos, da capac:Ldade de resisténcia dos organlsmos as
acoes de antibiose, predagao e contaminacdo quimica, das condigfes sbcio-econfmicas
e dos habitos alimentares da commidade e, principalmente, das condigbes
epidezm_oléglcas da populacéo hunana e animal. Consequentemente, a intrcdugao de
patogenos via excretas na agua ou no solo € intermitente (4, 5).

Ha necessidade de informagoes scbre a prevalenc:.a na agua ou em outras amostras
arbientais, de microrganismos patogénicos, relacionando-os com niveis de
indicadores de contaminacao (5, 13, 15). O isolamento de organismos patogénicos
principalmente Salmonella em conjunto com oOrganismos coliformes enfatiza a
Jmportancc1a destes ltimos como indicadores de contaminacdo de origem fecal e dos
riscos a satde (39).

A deteccao da salmonelas de amostras ambientais passou a serr obtida com maior
facilidade com a introducac de técnicas de temperatura elevada que possibilitaram
um melhor isolamento destes microrganismos (39).

A extrema resisténcia de bactérias do género Salmoneffa aos fatores ambientais
justifica também a wutilizacdo deste paranetro em estudos que visem avaliar a
eficicia dos processos de tratamento de aguas, aguas residudrias (23, 26, 28, 29) e
lodos de esgoto (11); a eficiéencia dos processos naturais de auto—depuragao~ a
qualidade de Aguas utilizadas na aguicultura, recreacao (15, 27, 36, 40), outros
usos da agua e, ainda, em estudos epidemioldgicos (20, 21, 30, 31, 37, 38). '

A finalidade deste estudo foi avaliar a qualidade de aguas doces e salgadas
comparando a frequéncia de isolamento de Safmonella, (sorogrupcs e sorotipos) e os
niveis de coliformes, visando obter informagdes sobre a relacao entre indicadcres e
estes patOgenos e o seu significado sanitario.

Material e Metodos
Amostragem

Agua salgada - foram selecionadas com base em dados prévios, quatro praias, sendo
duas extremamente poluidas (Santos e S3o Vicente), wa medianamente poluida
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(Guaruja) e outra, de boa qualidade (Bertioga). O periodo de estudo foi de trés
anos e dois meses, sendo examinadas um total de 412 amostras. As colheitas das
amostras foram realizadas .em condigbes de preamar, pois fol constatado que nesta
fase a agua apresenta pior qualidade. O técnico responsdvel pela colheita entrava
no mar até 3 isdbata de um metro e recolhia as amostras em frascos estereis,
merqulhando o©s mesmos, oontra a corrente e a 30 cm da superficie da agua. Os
frascos eram identificados e armazenados em recipiente com gelo. As analises foram
efetuadas em periodo nioc superior a 8 horas, decorrido entre a amostragem até a
entrega no laboratorio.

Agua doce - foram colhidas amostras mnos principais mananciais que abastecem a
Grande Sao Paulo. As amostras eram procedentes dos afluentes e dos efluentes das
estagGes de tratamento de aguas. A metodologia de colheita foi a proposta pelos
Standard Methods 14& e 152 ed. (1, 2). Foram colhidas e analisadas 214 amostras de
agua "in natura" e 226 amostras de dgua tratada, durante um periodo de dois anos.

Esgotos -~ trinta e nove ampstras de esgotos da cidade de Sao Paulo e 3 amostras de
esgotos da cidade de Santos foram analisadas. As amostras de S3o Paulo eram
provenientes de pontos de amostragem proximos a hospitais, aeroportos, estagles
rodoviarias, estagOes ferroviarias, e ainda, de estacles elevatdrias de esgotos e
dos afluentes de estagbes de tratamento de esqgotos. Para colheita das amostras,
foram utilizadas latas estéreis presas a cordéis e o material obtido era vertido
imediatamente nos fracos de coleta de amostra. Os frascos eram armazenados em
recipientes com gelo e transportados para o laboratorio sendo que as analises foram
realizadas dentro de no maximo 8 horas decorridas desde a colheita até o inicio do
exame,

Procedimento analitico
Colimetria - a deternunagao de coliformes totais e fecals em aguas e esgotos foi

realizada pela técnica de tubos miltiplos, sequndo Standard Method 142 e 152. (1,
2).

Determinacéo de Safmonella — em dguas doces e salgadas foi utilizado o método
semi~quantitativo sequndo Norma CETESB 15.218 (6). As amostras foram filtradas sob
pressao através de membranas filtrantes de éster de celulose de 142 mm de didmetro
e de 0,45 um de porosidade. Volumes de 250 mi, 2,51, 3,0 Lou5,0 L foram
filtrados, dependendo do tipo da agua examinada. As membranas foram divididas ao
meio e cada una das metades colocadas num meio de enriquecimento. Uma das metades
foi incubada em caldo selenito novobiocina (Difco) (33) & temperatura de 42,5°C
durante 24, 48 e 120 h e a outra metade, em meio Rappaport modificado por Hofer
22) e incubada a 37°C durante 24-48 h. Para 0 isolamento utilizou-se agar xilose
lisina desoxicolato (Difco), agar verde-brilhante (Difco), agar sulfito de bismuto
(Difco) e agar MacConkey (Difco). Os meios seletivos foram incubados a 370C durante
24 horas. De cada placa selecionou-se 5 coldnias tipicas, que foram repicadas para
o meio IAL, segundo Pessoa & Silva {(34). As culturas com resultados positivos
presuntivos foram transferidas para agar conservacgao e posteriormente submetidas " g
provas de aglutinagdo frente a anti-soros polivalentes "O" e "H". As culturas com
provas de aglutinacao positivas foram enviadas ao Instituto Adolfo  Iutz para
confirmagao e sorotipagem. Em esgotos a determinacdo de Salmonella foi realizada
através da técnica dos tubos multiplos. Foram inoculadas séries de 3 tubos com
diluigbes decimais- da amstra e, em paralelo, foram feitas determinacSes com os
dois meios de enriquecimento acima propostos. Toda a sequéncia da detemminacdo de
Salmonedla foi obedecida, poré&m as provas foram realizadas para cada tubo onde
houve crescimento apds cada um dos periodos de incubagBo estipulados no teste
semi—quantitativo Para os calculos do NMMP/100 mL considerou-se os tubos de cada
meic de enriquecimento, separadamente, nos quais se havia obtido positividade para
Salmonella.
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Resultados e Discussao

Safmonella em Esgofos

Un dos recursos para se conhecer a prevaléncia de sorotipos de Sadmonelfc em uma
regido & a analise dos esgotos desta comunidade. Este fato ja fol confirmado por
varios autores (10, 12, 14, 18, 20, 22, 30, 37, 38).

Quanto a frequéncia de sorogrupos e sorotipos de Salmonella em  esgotos
verificou-se que, nos esgotos de Sdo Paulo entre as 1545 amostras de Salmonella
obtidas, 47,9% eram do sorogrupo B, 6,1% do sorogrupo C1, 1,6% do sorogrupo 2,
10,7% do sorogrupo C4, 6% do sorogrupo D1, 13,3% do sorogrupo E1, 7,7% do sorogrupo
L, 0,1% do sorogrupo Y e 6,5% ndo foram identificados. Entre os sorotipos
obteve-se, do grupo B: S. agona (17,4%), S. zyphimwium var. 0:5-(14,6%), S.
Zyphimunium  (0,6%), S. ZLyphimwiium var. 0:5- lac+ (0,18), S. denby (7,8%),
bredeney (2,4%), S. paratyphi B (1,4%), S. reading (0,3%), S saint- paul (0,2%),
brandenburg (0,1%); do grupo Cl: S.* infantis (2,8%), S. Jdnganda (1,5%)
onanfenburg (1,3%), S. tennessee (0,4%); do grupo C2: S. newport (1,63); as grupo
C4: S. Ainfantis 0:14+ (10,7%); do grupo D1: S. panama (4,4%), S. enferniiidis

(0,8), S. javiana (0,8%); do grupo El: S. anatum (11,7%), S, butantan (1,3%); do
grupo L: S. mdinesota (7,7%), do grupo Y: Salmonella sp.

Nos esgotos de Santos, entre as 215 amostras de Salmonella isoladas, foram
obtidas 74,4% do grupo B, 12,5% do grupo C1, 4,2% do grupo 2, os grupos C3 e C4
ocorreram na porcentagem de 0,9%, grupo D1 (1,4%), grupo E1 (2,8%), grupo E4
(0,5%), ogrupo G2 (1,9%). Entre os sorotipos obteve-se S. agona (63,7%), S.
typhimuium var. 0:5- (3,7%), S. ZLyphimuwrium (1,9%), S. denby (5,1%), S.
ornanlenburg (12,5%), S. bovis-monbigicans (3,2%), S. muenchen (0,%), S. haandt
0,9), S. javiana (1,4%), S. anatum (2,8%), S. senftenberg (0,5%), S. havana
(1,4%3) e 1,9% nao foram identificados.

Houwve predomindncia dos grupos B, E1, C4 e I, nos esgotos de Sao Paulc e B, C1,
C2 e El1 nos esgotos de Santos. E importante lembrar que as salmonelas prevalentes
na populagac humana e animal, situam-se nos grupos B e E, portanto o esgoto reflete
esta contribuigao.

0s dez sorotipos que apresentaram maior frequéncia nos esgotos de Sao Paulo
foram: S. agona, S. Xyphimuwiium var. 0:5-, S. anatum, S. Linfantis 0:14+, S. dexby,
S. minpesota, S. panama, S. infantis, S. bnedaney e S. newport. A S. agona também
predominou nos esgotos de Santos. 0s dados citados na literatura mostram diferencgas
entre estes achados e os de outros pesquisadores, demonstrando que a predominancia
dos sorotipos mum esgoto & dependente das caracteristicas de cada regido.

Im uma anilise global de varios trabalhos destaca-se que os 10 sorotipos mais
frequentemente relatados foram: S. ZLyphimuwium, S. denby, S. panatyphl B, S.
infantis, S. newport, S. montevides, S. give, S. bredeney, S. thompson, S. panama
(10, 12, 14, 20, 22, 23, 25, 26, 28, 29, 32). Comparando-se tais resultados,
verifica-se que 5 dos sorotipos prevalentes nos esgotos aqui estudados estac entre -
os 10 mais citados na literatura consultada.

S. agona que predominou nos esgotos de Sao Paulo e de Santos fol citada com menor
frequéncia na literatura. Assim, Ferreira (12) em Minas Gerais, Brasil, refere-se
tanbém ao sorotipo como um dos prevalentes no material examinado. Este sorotipo era
considerado raro antes de 198 e passou a ocupar, ja em 1973 o 79 lugar entre os
isolados de material humano submetido para andlise no Center for Disease Control
(C.D.C.). Clark & col. (7) associaram-no a farinha de peixe utilizada para ragSes
animais, os quais poderiam servir como fonte de infeccdo para o homem.

Quando comparamos nossos dados com 03 obtidos em coproculturas no mesmo periodo,
por Pessoa & col. (35) verificamos que, com excegdo de S. agona e S. Lyphimuwiium
var.-0:5-, predominantes em esgotos e coproculturas respectivamente, houve uma
similaridade quanto aos demails sorotipos. Hofer & Costa (22) também obtiveram boa
semelhanca entre os sorotipos isolados de esgotos e os de coproculturas, porém
Ojala (32) relata resultados divergentes.

Harvey & Price (20) concluiram em seus estudos que o isolamento de sorotipos de
Safmonella de esgotos retrata com fidelidade a presenga de portadores
assintomaticos na comunidade, Todavia, demonstra-se na Tabela 1, que além da
presenca de portadores assintomiticos também outras situacSes estdo envolvidas,



ocomo por exemplo, nos = esgotos de
hOSpltalS a predcxnmancn.a de S.

Lyphimyium var, 0:5- caracterizada por
Pessoa & col. (35) como sorotipo de

33

Tabela 1 — Frequéncia de sorotipos de
Safmonella por estagdo de amostragem em
esgotos do Municipio de Sao Paylo.

Simbolos: (a) E.I., - ETE Ipiranga;

alta incidéncia nos casos de infeccles E.P.P. - E.E.E. de Ponte Pequena;
hogpitalares. Estes resultados enfatizam E.R.S. - Estacdo Roosevelt; E.P, - ETE
a importancia de Safmonella como Pinheiros; E.J. - ETE Jabaquara; E.R.
marcador de detemminados esgotos, Estacdo Rodoviaria; A.C. - Aeroporto de

possibilitando avaliar melhor os riscos
a satde devidos a contaminagdo de um
corpo d'agua (10).
Razao Salmonella/coliformes em usgotaé Norte.

Desde o classico trabalho de Kehr & S—
Butterfleld (2 4) e msteriome.nte, os M L.I. EP.P. EAS. t.;. EJ. E.R. AL, HM. H.T. H.Z.
trabalhos de Geldreich (15, 16) como de. - ***
outros autores (4, 9, 13, 18, 25) Fr oo o
tem-se tentado estabelecer uma relacdo — Memmws - 0
Saﬂnone,&@a/ oo]_iformes, visando avaliar o S:Jubv o s 128

Congonhas (Policia Militar); H.M., -
Hospital do Mandaqui; H.T, - Hospital
do Tatuapé; H.Z. -~ Hospital da Zona

131 82 -
86,9 41,5 70,7

3.1 10,5 12,5

P T S N T I R S |

[ B R R

significado sanitario dos coliformes — fiwew s a2 a8 0o 1 -
como indicadores, bem como, obter dados S.xvativg - e I .-
para fundamentar 0s padrdes da qualldade e bod oo oo

da agua do ponto de vista do risco das
doencas de veiculagdo hidrica. Grpo )

Salauneils wpignpo B imvel) -

Cumpre lembrar que a razdo S. (LT Moooooogms e ooy
typhi/coliformes & de maior importancia, — sewimis - s e oo - s
no entanto, nesta pesquisa S. Lyphi ndo  ame o T o ° -
foi isolada. Varias hipoteses poderao Pap— B4 26 08 04 - - - - . -

Grupo Cy

ser formuladas para explicar a ndo )

jnd s 5.infontis O:)4 1.2 0,5 7.6 0,4 34,3 11,1 - - - 13,1
deteccao de S. fyphi em nossas amostras, .y
como por exemplo, sua baixa incidencia,
menor sobrevivéncia que outras L - oM
salmonelas, no meio ambiente, ou a baixa Grpo 5y
sensibilidade do método utilizado para — o Z4 32 B3

5. butanton - - - ~ 57 - - - 1,5 4.0

isolamento de Safmoneffa. No entanto, Gnes L

5. panama 12,4 - 76 87 ~ - - = - 10

Sears & col. (37, 38) em pesquisas  Semees 2196 ®7 oesena - - B3 -
realizadas em Santiago do Chile, o . . o . o . . oo

utilizando caldo selenito a 419C e O s winem ®s ws  -o- w7 - - - -
isolamento em agar sulfito de bismuto
obtiveram incidéncia elevada - desta
bactéria em aguas de irrigagdo e em
esgotos. Como neste trabalho, também foram utilizados os meios citados por aqt:eles
autores, haveria a mesma chance de isolamento de S. Lyphi o que ndo ocorreu
provavelmente pela menor pOSS:Lbllldade de sua presenca nas aguas examinadas,

Na Tabela 2 estdo os dados por nds obtidos e os citados por outros autores, sendo
evidente a disparidade dos resultados obtidos nas diferentes pesquisas.

Quando foi efetuada analise de regressdo para verificar se havia correlacdo
estatistica entre os indices de Salmonefla e os indices de coliformes totais e de

coliformes fecais em esgotos ndo foi obtida correlacdo.

Satmonella em Agua Doce - Nas aguas potaveis provenientes dos efluentes finais nas
estagbes de tratamento, Salmonella e ooliformes foram ausentes indicando boa
qualidade do ponto de vista bacteriologico.

Nas aguas "in natura" pode-se verificar, nma Tabela 3 que, embora a frequéncia de
isolamento de Safmonella nao tenha apresentado individualmente, perfeita
concordancia com a Classe da agua, foi possivel constatar que, de uma maneira
geral, quando as aguas da Classe 2 eram protegidas, Salmonella estava ausente ou,
0s sorotipos e sorogrupos encontrados, ndo eram oS mals commente citados em
esgotos. Por outro lado, nas aguas - das Classes 3 ou 4, ou nas de Classe 2 ndo

protegidas, os sorogrupos e sorotipos ooadunaram-se com os mais frequentenente
isolados em esgotos.
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Salmonella em Aguas de Praias —

Praias de Santos e S&o Vicente
- Foram analisadas 256 amostras

Tabela 2 -
amostras de
literatura,

Razdo Salmonella/coliformes em
esgoto ~ Comparacdo com dados da

de aguas de praias de Santos e Simbolos: a - S: C.T. = Salmonellfa: Coliformes
S8 Vicente e 74,73 foram  totais; b - S: C.F. . .Salmonelfia Coliformes
positivas para Sw@man&&@a Na fecais.
Tabela 4 observa-se elevados
indices de coliformes, que
justificaram a classificagao
das praias como impréprias para AUTOR(ES) s: c.r. @ s: c.F, P
g a/@nbalon m’lm Xgrlf;'cg;ggr @oql"; Kehr & Butterfield (24) (1943)  1:333.333 -
predominou em praticamente Grabow (in 16) (1977) 1:312.500 -
todos os locais de amostragem e 1:322.580 & -
0s sorotipos mais comumente Hoadley & col. (21) (1974) - 1:500
encontrados foram similares com Kristensen (25) (1970) - 1:10.625 a
aqueles isolados de esgoto. 1:39.500.000
Praias de BertiOga - Estas Dutka (8) (1973) 1:650 a 1:66.000 1:95 & 1:16.000
praias apresentam-se como as 0. L.
menos  poluidas entre as IOSS08 pApos 160033300:0(IJ i 15:8:73& .910
estudadas. Das 81 amostras 8,6%
revelaram a presenca de
salmonelas (Tabela 5), porém os
sorotipos identificados ndo
gggoaﬁos.priza-?nitesnst?; Tgbgla 3 - Comparacdo entre classes de agua doce,
Ca . rtancia da n‘ledlas geometricas de collfc?rmes e porcentagens de
sorotipaggem para melhor isolamento, sorogrupos e sorotipos de Sc-LZmon?/UZa.
interpretagéo dos Simbolos: (a): classificagio das aguas interiores gDec.
resultados. 8468 de 08/09/76. -sP (parametro= bacterioldgicos)
. classe TII: 807 das amostras ndo devem ultrapassar 1000
Praias do G ja - Das C.F. (Coliformes fecais) ou 5.000 C.T. (Cgllformes
66 amostras inadas totais); Classe TIII: 80%7 das amostras nao devem
12% foram positivas para ultrapassar 4.000 C.F. ou 20.000 C.T.; Classe IV:
Salmonella  (Tabela 6). quando os teores de g.?. ou C.T. ultrapassam ; (b)
Observando os Indices de Segundo C.T. seria clasglflcada na classe III; (c):
Problemas com "floracdo" de algas cianoficeas e com a

coliformes & possivel
verificar que essas
praias ja se apresentam

qualidade fisico-quimica da agua.

. ESTACAD DE WEDIA GEOMETRICA { 971G i ) £ % DE ISCLAMENTO
mais poluidas que as de miam o cr. ) TR L Renin TOmFREMO  sxomes s
. ~ 1t Ao 2 ao It Ao 2t Ao 1t A 22 Ao
Bertioga, embora nao e L A R R = ey
atinjam os valores das sIEne e
Praias de SaIltOS e Séo Vargsn Grarde oo - !0})‘ - wa - TIT 60,0 - B, L_. Dl 5.2::4?::::5-.
Vicente. Foram Tobrofaxs 0 e® a8 ;‘m’“‘»?a%”g we o me B § ol o
IndusTriare) IS - L4 ORI ¢
encontrados em alguns e
mntos ; S Qrbica 930 “E0 510 99 :r[?gxi 18,7 25, F‘l' nl. 5 §: mé’:m
- g N E zada)
sorologicos e sorotipos RoGex | M0 20 58 rckmUams 0 o - -
de salmonelas  tambem i
que & p:uul.:m_ i@
relatados em amostras de Ebesrio W0 e a0 ol (e 2367 GG B3 S St
esgotos, porém nao com a S FomnlR il
mesma frequéncia e Alto Cotia 200 1502 1a 1 boa (gz:'“ a'!f'.( 20 18,7 0 S.aecgonce FBcdws z 3
sara Tromseat
prevaléncia oo na Bagxo Cotia 300 LG 40 20 =ma (Rv?sx‘&-sg a7 008 BGLLE.C §u¢mx‘,sc s.
n piicietyeny 3 ! ey vy
praias de Santos e Sio e e
i Qarw ©7 520 140 83 Rarodvel {recene .0 2,0 <5, L. 5. quas L - AL A .
. coner s o 2 5o minnerocz, 3.
Vicente erimimees Bk G i
e vicia
cidaoes) IO
RelLacdo Salmonella/ e P @ T e e @ Fqunaie
p Vi urose 2
Coaﬂolwleé em ngu Carzareira 150 - s - bea {dentro @ ° - - -

Para verificar esta

resesva fiorestai)
o

relacdao foram definidas



faixas para coliformes
totais e fecais,
relacionando-se Os nimeros
de amostras analisadas e a
porcentagem de isolamento
de salmonelas. ’

- Quando os dados foram
lancados em papel prob-log
(Figuwras 1 a 4) foi
possivel verificar que ha
uma relacao praticamente
linear entre os indices de
coliformes e as chances de
isolamento de Safmonella.

Grumet (18), também
encontrou resultados
similares, isto &, quando

aunenta a densidade de
coliformes as chances de
isolamento de Safmonella
tambam aumentam. 0
estabelecimento desta
relacao & uwna preocupacac
dos sanitaristas
principalmente para
fundamentar ]
estabelecimento de
critérios ou padrbes de
qualidade das aguas para
varios usos,
principalmente para fins
recreacionais (4, 15, 19,
25, 36).

Observou~se no entanto, que
as vezes Salfmonella nao era
detectada quando os indices
de coliformes eram elevados
e, em outras situagtes,
frente a niveis baixos de
coliformes, Salmonella estava
presente. Este fato foi
também relatado por outros
autores (5, 8, 9, 13).

No estudo de aguas de
praias foram também
examinadas, para isolamento

de Satmonella, porgdes de 250
mL, com base em uma proposta
de Iivingstone (27). Neste
caso tambeém foi obtida
relagdo entre a frequéncia de
isolamento de salmonelas e
densidades de coliformes.

Podemos concluir que entre os patdgenos presentes em aguas,

solidos,

isolamento ja
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Tabela & - Comparagdo entre os valores para
indicadores de poluigdo fecal e frequéncia de
isolamento de Saflmonefla, sorxogrupos e sorotipos
predominantes: Praias de Santos e Sao Vicente.

Simbolo: a - Praias de Santos: S1 a S13, Praias

S3o Vicente: I14 a I17 e SV1i8 a SV20.

de

a IALORES MEDIANDS % ISOLAMENTO DE SFROGRPCS
PRAIAS NF/100 ml Satwonells W SOROTTROS PREDOMINANTES
et cF om 305 PRGNS
Si-Ponta da Praia 2,300 4,9x10° “7 8.7 B &L 5. agona. S.deaty, S. var. 0:5-,
@ i o/ A
S2-Praie do 1,710t 3.3a0° 1.7 68,7 B. Gy, Cp Ey S.agona, S.beedeney. S.infontia O:lde,
Exbare - S.crbaniia, S.sentienbesy.
S3-Pruia ae Lot 2.3u 2.0 X . €. G4 - apona. 5. e, S.infamtie O:
i &0 BCI C4 Dl 5. apona, Im.?mb.lb.
St~ praim ae 2,300 7,9m0” %7 8.7 B C.C. i S. onlontes. 5.agona. S.havonc. S. e
e : & ¢ agona. crnencs
S5-Ponta da Prais 7,907 3,3:.103 .2 53,7 3. 5.0 Q.0 S.agona. §.anatim, S.ponama, S.hecait
Se-Prata @ 2.0 490 6.0 1060 B, 5. unfontes. S.agona, . typhisceise,
Exbare S selioeng.
S7- Prata & Lt 3,307 IE &7 B CLE 5. 5.d Lo, 5.auatim.
i g agona, §.infantia
S5~ Prata do 20t 1,1m0* 3.3 1000 B GG 5. agona. S.merneecta, S.muenchen.
© Boquelrao &
53— Prata do 2.2a0° 1,300 ©00 100  G.E,B S.Lille. S.infarntiae, S.onatum. S.opoma
Gorzage +
510~ Praia o 3.0 <2007 |3 ®I nGEL S.infantis, S.apona, S.desty. Sminneeota.
S11- Pruta do 1,310° 4,610° w0 w0 B Seandonees, S.apona, 5.eamt-pmi. 5.
ey Y agona, poul, S.cetoy.
S12- Prata do 1.500° «.6a0° 75 8T CLB.G.L S.infantia, S.opona, S.mnesots. S.rwona
Jose Menino
$13 Prata do 1,200 4908 %7 &7 BG.G.L S. agona. S.ilancie. S.merchen.
Jose Menino . S.munnerto.
Il4- Praia e 3.&103 £,9x10° 40,0 60,0 C‘. Cl “S.anfontes O0:14e, 5. 4idde. S.nfontia.
Tearare
ns Pramce 2,206 7,000° 87 B3 B CLLG S.aponz, S.intencis Oilee, S.mcnnesoce.
Itarare 5. racact.
136~ Prata de a0 1,200 6,7 .0 LS S. typrminiim, . indaniis, S.cgona.
Itarare
117 Prais e 1,200° 3,307 o 00  B.E.C S.agone. S.onctm. S.deroy. Ssuercren
Itarere
Ne- Pratade 420 L7027 73 8 G.D; * S.denby. S.enlontin, S. dyarumomn,
Sao Vicente
Sas- Prata e 5.2u0 3@ac’ &0 1000 8%, L S.agonz, S-anfantes, S.mnnemsti
Sao Vieente
SV20- Prata ae 1aad® 2.5a0° 0.8 57.7 5.0y 1.C,. €,  S.agomc. S.infantis. S.dewoy. S.mumnesosz.
S50 Vicente
Tabela 5 -~ Comparacao entre os valores para
indicadores de poluicao fecal e a frequencia de
isolamento de Safmoneflfa, sorogrupos e sorotipos
predominantes: Praias de Bertioga.
% 0 ITLNDIO IE
PRAIAS Samoneliz SEOEELPC SIROTIPCS
LT =0 =L 3.0
Ei- Praia ca Enseada  3.3x10° ™ Q n.l (‘.1 5. wnfoitea
E2- Praza ca Brseaca 1.33(.102 3 o 11,1 I Saimonells mp
E3~ Prala ¢a Erseacs 2.3’.102 ag (] [:] - -
Sa- Prata ce Sho 1.70% 7 o na 5 5. bungz
Lourengo
S5~ Prala ae 530 70 = ] i,z < S. oals
Gb- Prata de Cuarmtuca 22 < @ 132 x 3. porons
G7~ Preta de Guarsada 23 2 o 2.2 Dl‘ 51, & Somumr, S.00do, Jeumonelc sx
GE- Prafa or Cuarazmia 1.:‘&102 3 o (] - -
Po- Praia oc Soracela 17 H c ] - -

lodos, residuos

salmonelas sdo os mais frequentemente detectados ndo apenas devido a sua
maior sobrevivencia no meio externo,

mas também porque os métodos para seu

_ estdo mais disseminados e adequados. Néo se propde, no entanto, sua
inclusdo em analises de rotina devido ao custo das

andlises e & necessidade de

pessoal especializado para sua execucdo. Verificou-se que os.coliformes ainda sao

bons indicadores de poluigdo, principalmente frente a presenga de Safmonella,

pois



36

Tabela 6 - Comparacdo entre os valores para
indicadores de poluicdo fecal e a frequencia de
isolamento de Safmonefla, sorogrupos e sorotipos
predominantes: Praias de Guaruja.

- VALLFES NEDLANGS % TE ISCLAVEINO OE
PRATAS NP/I00 m Sainonliz SCROGRUPO SCROTIPCS
c.2. C.F. X3 m_ 2L
PCL - Prata do Peroqu  7,0xa10°  1,7x10° ] 182 E.3 S. et S, tnimusam Vaz.0:5~
P22~ Prata ce zz? . ° 9.1 I S. aconaa
Permmamoaes
£O- Prajs da Diwade 23100 B ° ° - -
PTE- Prata de 220 1am0° 2.1 [ RS Soivonells x
Plianguelrns
G- Pras do Gk 7,0a0% 3,307 o o - -
Gis- Prata Guative 1« o 4 B I, T S tpomweism, S.entecituiis,
= Dy Sy p—
Figura 1 - Relacdo entre densidade de Figura 2 - Relacdo entre densidade de
coliformes totais e porcentagem de coliformes fecals e porcentagem de
isolamento de Safmonefla sp em agua isolamento de Salmonefla sp em agua doce
doce (volume das amostras examinadas: (volume das amostras examinadas: 2,5 L).
2,5 L). .
6
"
L .
3 i ¢
3 ;
2 2
Hi i
" )
H 3
il i
2 2
L H
K :
2 5t f
T T
Pl
: :
H sr .
g g
* 2 s 0 20 30 403080 7T S0 O ¥I 99 09 o 0o
Sotmenatta 5 *° 172 5 © 40 %0405 8070 60 50 6 98 99 e 0o

Ssimeneiie ap

se obtém. uma relagdo praticamente linear entre porcentagem de isolamento de
Salmonella e niveis de coliformes totais e fecais. Na interpretacao de resultados
quanto_ ao isolamento de Salmonella de amostras ambientais, a sorotipagem &
necessaria, pols possibilita confirmacdo da fonte de poluigdo. O monitoramento de
esgotos  visando obter informacdo scbre os sorotipos de Salmonellfa presentes em uma
commidade & um instrumental importante nos programas de vigilancia das
salmoneloses. A alta incidéncia de Salmonella em aguas da praias indica seu elevado
risco a saude dos usuarios.
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Figura 3 - Relagao entre densidade Figura 4 - Relacao entre densidade
de coliformes totals e porcentagem de coliformes fecais e porcentagem
de isolamento de Salmonella sp em de isolamento de Safmonella sp em
adgua salgada. agua salgada.

COLIFORMES TATAIS (X! Mike €av Fruns da WWA/100 mi}
COLIFORMES FECAIS (KT UEDO DAS FAIXAS D€ HNP/ 100 wi)

128 10 203040306070 K0 9O 28 98 9% % 100

Fr———
* g o T2 8 0 2020405007060 W 9 W % %o

Satmenstie 1
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Summary
It is shown by using a strain of Staphylococcus awreus carrying a

plasmid for resistance to tetracycline that 8-methoxypsoralen
plus near UV light (~365 nm) may eliminate plasmid.

Resumo

ELiminacdo de um plasmidio de Staphylococcus awreus pela §-meto-
xipsoraleina associada a Luz UV Longa

Em uma linhagemkde Staphylococcus aureus portadora de um plasmi-
dio para resisténcia a tetraciclina, mostrou-se que a 8-metoxip-
soraleina associada a luz UV longa (~365 nm) pode eliminar plas-~
midio.

The hypothesis that chemical substances which bind to double helical DNA by
intercalation will eliminate bacterial plasmids has been proposed (Hahn, F.E. &
Ciak, J., Ann, N. Y. Acad. Sci., 182:295, 1971), althought substances that act at
the biological membrane level may also eliminate plasmids (Sonstein, S.A. &
Baldwin, J.N., J. Bacteriol., 111:152, 1972). ’

Substances in the psoralen group (furocoumarins) in the presence of near UV light
(~365 mm, NWV). cause several biological effects in bacteria (vide Siqueira Jr.,
J.P. & Azevedo, J.L., Rev. Brasil. Genet., 5:619, 1982). Furocoumarins-NUV, like
intercalative compounds, may cause relaxation of supercoiled DNA (Yoakum, G.H. &
ole, R.S., Biochim. Biophys. Acta 521:529, 1978), and may also act at the
biological membrane level (Frederiksen, S. & Hearst, J.E., Bicchim. Biophys. Acta
563:343, 1979).

The purpose of this work was to evaluate the effect of a psoralen,
8-methoxypsoralen, plus near UV light (8MOP-NUV) on the loss of extrachromosomal
drug resistance in a strain of Staphylococews awrews. The strain used was 60%tet-r,
carrying a plasmid for tetracycline resistance (lLacey, R.W., J. Gen. Microbiol.,

* This paper is dedicated to the memory of Prof. Cyro Grossi
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69:229, 1971). The treatment was as described elsewere (Siqueira Jr., J.P. &
Azevedo, J.L., op.cit.); the concentration of 80P was 0.115 mM and the dose rate
of NW was =~ 20 w/cmé, estimated by biological methods. A suspension of bacteria
containing no 80P was also irradiated. Isolated colonies from treated bacteria
were plated onto nutrient agar containing tetracycline (10 ug/ml), in order to
detect tetracycline-sensitive variants. Stability of drug resistance was determined
in the presence of ethidium bramide (Bouanchaud, D.H.; Scavizzi, M.R. & Chabbert,
Y.A., J. Bacteriol., 54:417, 1969}, and after growth at elevated temperature:
{(asheshov, E.H., J. Gen. Microbiol., 42:403, 1966). Lysates were obtained with
lysostaphin from strain 609tet-r and from sensitive variants and submitted to
agarose gel electrophoresis as described elsewere (Bastos, M.C.F. & Penido, E.G.C.,
Rev. Brasil. Genet., 4:41, 1981); strain 13136, carrying a plasmid for tetracycline
resistance, MW 2.9 x 10{’ daltons (Lacey, R.W. & Grinsted, J., J. Med. Microbiol.,
6:511, 1973), was used as reference. :

After S8MOP-NIV treatment sensitive variants were obtained at a frequency as -high
as 1.70%, but at a dose that cause a high level of killing (~99.99%). The results .
obtained with dosis of NUV that causes slight  killing (Siqueira Jr., J.P. &
Azevedo, J.L., op.cit.) gave better evidence of the effect of &OP-NUV on the loss
of resistance to tetracycline, and are showed in Table 1. :

No sensitive variants were obtained after :
treatment with ethidiun bromide in 4 Table 1 — Loss of resistance to
experiments. After growth at elevated, tetracycline in the  strain
temperature, also carried out in 4 609tet-r of Staphylocaccus aureus
experiments, in only one, sensitive variants after NUV irradiation, in presence
were obtained at a frequency of 0.12%. The and absence of 8MOP
frequency of sensitive variants for  all Symbols: * in parentheses: number
controls was 0.00%. Lacey, R.W. (op.cit.), of colonies tested; ** survival:
studying the same strain, obtained 0.04% loss ~707 (with 8MOP),-~82%7  (without
of tetracycline resistance after growth at 8MOP)
elevated temperature. : '

The results obtained with agarose gel Irradiation Pereentage of sensitive variants

electrophoresis . was quite clear: time (sec.) .o gvop without BMOP
simultaneously with the disappearance of the -

phenotypic trait after 8MOP-NUV treatment, a 0 8-%& gg‘éi* g-ég ggg;

band that mght}ﬁ identified as that related 0:00 (480) . - :
to the plasmid carrying the gene for 0.15 (648)

tetracycline . resistance also disappeared. 20%* 1.17 (515) 0.13 (784)

Thus, a new biological effect of &MOP-NUV on 1.10 {180) 0.00 (330)

bacteria— cure of plasmid- has been showed in et -

the present work.
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Resumo

Testa-se o GO-SLIDE, para cultura e transporte de Nedssenia go-
nowrthoeae, como sistema de transporte. Sao estudadas as variaveis
temperatura e tempo de transporte, sendo mantidos constante teor
de umidade e de CO2. O sistema apresentou seu melhor rendimento
entre 20,09C e 35,09C de temperatura de transporte.

Summary
GO-SLIDE as a transport medium. Technical evaluation

The GO-SLIDE medium is evaluated as a Nelssenia gononrnhoeae
transport system. Time and temperature of transport are the
studied variables. The humidity and the CO; concentration were
maintained constant throughout the experiment. This system proved
to be more useful between 20,09C and 35,09C as transport
temperature.

Introducdo

A gonorréia € especialmente dificil de ser detectada em mulheres. Muitas sdo
portadoras assintomaticas. A coloragdo de Gram, frequentemente utilizada como
critério suficiente no diagnostico desta doenca em pacientes masculinos, &
considerada inconclusiva em pacientes do sexo feminino. Estudos recentes tem
evidenciado portadores assintomaticos masculinos. Em tais casos a presenga da
Nedisseria  gononrhoeae pode ndo ser detectada no diagndstico ~ baseado na
bacterioscopia (9).

O marcante aumento da incidéncia de gonorréia evidenciou a necessidade de novos
procedimentos  laboratoriais para o ~ isolamento do agente etioldgico. O
desenvolvimento do meio de Thayer - Martin, em 1964, representou ¢ primeiro  maior
avango na cultura da Nelsserla gonomwthoeae (14). A partir de entdo, o meio original
de Thayer-Martin vem sofrendo modificagées (2, 8, 10, 11, 12, 13, 15). 0
Thayer-Martin modificado (4) (TMm), atualmente, €& o mais utilizado em todo o
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mercado. Esta técnica de cultivo é considerada o método mais sensivel na detecgdo
da Nedlsseria gononrhoeae, com particular valor no diagndstico de casos precoces,
crdnicos ou ‘ratados e, no isolamento do germe de pacientes assmtcmatlcos de ambos
0s sexos.

Apesar do dlagnostlco laboratorial da gonorréia ter sido facilitado pelo uso da
cultura em meio seletivo, os estudos continuaram objetivando encontrar um meio
apropriado para o transporte do material contendo Nedssernia ganomhoeaa. Por ser o
gonococo  uma  bactéria exigente e altamente suscetivel as variacSes de condicoes
ambientais, o espécime deve ser transportado ao laboratdrio em condicdes especiais,
de modo que sua viabilidade seja preservada durante o periodo em transito.

Os meios de Stuart e Amies foram inicialmente utilizados, porem a sobrevivéncia
nestes meios ndo ultrapassa quatro horas, desde que nd3o sejam submetidos a
temperaturas extremas. Estudos a partir do ™m culminaram em um sistema denominado
"Transgrow”, constituido de recipiente em forma de garrafa contendo o meio seletivo
cambinado as condigbes atmosféricas apropriadas (6).

Entretanto o "Transgrow” apresenta algumas dificuldades que devem ser analisadas
quanto & utilizacfo a nivel de um programa em Salde Plblica. O sistema em garrafa
tem sua operacionalidade prejudicada pela técnica rlgorosa de semeadura, implicando
na perda da atmosfera de (0, se inclinado o frasco. A &agua de condensac;ao, que
frequentemente se acumula na superficie do meio, proporciona crescimento de
microrganismos contaminantes e interfere na formacdo de coldnias isoladas. Em
adigdo, subcultivos sdo dificultados pelo acesso estreito que apresenta o
recipiente e pela superficie plana inclinada (7).

Com o objetivo de neutralizar as dificuldades inerentes ao sistema de garrafa,
foi criado wum outro sistema de transporte conhecido como "placa JEMBEC" (5). Este
sistema, composto de uma placa contendo meio de TMm, uma pastilha geradora de GO, e
un envolucro plastico, apresenta vantagens como o facil manuseio (por ser
constituido de wuma superficie plana e inteiramente acessivel, s:.mpllflcando a
semeadura, a leitura e a obtencdo de colénias 1soladas) além de gerar o 00, apds a
semeadura, O que preserva O teor necessario deste gés. Eh'xtretanto sua durabilidade
€ reduzida, podendo ser estocado apenas por quatro a seis semanas, enquanto o
"Transgrow”" apresenta um tempo habil de estocagem de trés meses. : :

Un novo sistema foi recentemente lancado, mantendo os mesmos principios, porém
tendo como metas, superar os problemas apresentados nos precursores. Denaminado
GO-SLIDE (F. }bfﬁnan Ia Roche Go, Basel - Switzerland) este sistema de transporte
& ainda indicado para o prnro—lsolamento dispensando isolamentos secundarios na
rotina de identificacdo da Neissernia gonorrhoeae.

O objetivo deste estudo é testar o GO-SLIDE como sistema de transporte,
controlando as possiveis varlavels intervenientes por ocasiao do transporte.
Trata-se de um dado de importancia ndo sb para o Brasil, que apresenta em sua
grande extensao territorial uma variagao climatica acentuada camo para paises que
apresentem variages climaticas ou percursos longos até o laboratorlo.

Material e Métodos

O Q-SLIDE & constituido de um recipiente de plastico transparente que guarda uma
18mina presa a tampa de forma centralizada. Uma das faces da lamina & coberta com
meio TMm (face 1); a face oposta, por Agar chocolate enriquecido, objetivando o
isolamento de espécimes sensiveis aos antibiéticos utilizados como impedientes. no
meio TMm (1,3). Acampanha o sistema uma pastilha geradora de (0, que apds
semeadura, é dep051tada no recipiente de plastlco utilizando apenas a agua de
cordensagao do meio.

Este estudo controlou particuldrmente a temperatura e o tempo do transporte,
considerando o teor de umidade e de (D, constantes, por tratar-se de um sistema
fechado. Definimos por transporte, o tempo existente entre a colleita e a incubacdo
do sistema em estufa a temperatura ideal de crescimento da Nedlsseria gonorthoeae
(35,5¢C - 36,59C). Foram controladas as temperaturas de 15,09C, 20,09C, 25,0<C,
30,09C, 35,09C e 40,09C, bem como os tempos de transporte de d01s, quatro, oito,
dezessels e vinte horas. Coletou-se os materiais de pacientes portadores de
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uretrite ogonocOocica aguda atendidos no servico de Doengas Sexualmente
Transmissiveis da Dermatologia Sanitaria da Faculdade de Salde Publica da
Universidade de S3o Paulo, apds comprovagdo pelo exame bacterioscdpico. As amostras
foram coletadas com o auxilio de alga de platina calibrada (0,001 ml),
padronizando-se o inbculo e proporcionando uma andlise quantitativa do crescimento
bacteriano. -

De um mesmo paciente foram coletados materiais e semeados simultaneamente em seis
sistemas Q0O-SLIDE, para estudo de uma tnica temperatura de cada vez, controlando-se
apenas, a variavel tempo de transporte. Esta, representada, respectivamente, por -
zero hora (como controle qualitativo e quantitativo de crescimento, 2, 4, 8, 16 e
20 horas de transporte. Una placa de TMm foi também utilizada, com © objetivo de
controlar o sistema GO-SLIDE. Para cada temperatura foram utilizados materiais de
pacientes diferentes. A avaliacao quantitativa foi efetuada por meio da contagem do
namero de coldnias crescidas no sistema controle (zero hora) e nos demais sistemas,
a cada tampo de transporte, sequndo a formula para obtencdo do. crescimento
percentual bacteriano:

% crescimento em t'x = n? de colénias t'x. 100
t'o

t' = tempo de transporte

Procedemos ao arredondamento 1ogico dos percentuais de crescimento.
Resultados

Os resultados sdo apresentados nas Figuras 1 e 2.

Os resultados apresentados na Figuwa 1, Figura 1 - Distribuic¢do do tempo de
referentes ao tempo de crescimento da: ‘crescimento da N. gonorrhoeae,
Neissernia gonorrhoeae, segundo tempo e segundo tempo e temperatura do
temperatura de transporte, mostram-nos que periodo de transporte.
em qualquer tempo de transporte, na Simbolos: T - temperatura no perlodo
temperatura mais baixa, ou seja 15,09C, o de transporte; t - tempo decorrido
sistema de transporte parece passar por um até o .crescimento colonial,

processo de conservacao semelhante ao
fornecido pelas temperaturas em portas de
geladeira, retardando contudo um pouco ©

Ty 12 horgs)

tempo de crescimento. Entretanto v2 ‘T2 {4 hores)
analisando a Figura 2, referente ao e
percentual de crescimento, observamps que & (20 norcs )

esta temperatura (15,09C) ndo traz
prejuizos para o crescimento bacteriano
nos tempos de dois, quatro e oito horas de
transporte, nos quais & representado por
100%. Nos tempos subsequentes, a baixa 244
temperatura, a medida que aumenta o tempo |
de transporte, parece exercer um efeito — e
deletério, ~ interferindo no crescimento a

um nivel de perda de 50% em 16 horas e uma

perda total em 20 horas de transporte.

Nas demais temperaturas compreendidas entre 20,09C e 35,00C ndo existe
retardamento no tempo do crescimento bacteriano para qualquer tempo de transporte
(Figura 1), tendo seu rendimento oscilado entre 100% e 50% e sendo inversamente
proporcional ao tempo de transporte. Como excecdo, os tempos de 2 e 4 horas, que
além de melhor rendimento (Figura 2) as culturas apresentaram crescimento iniciado
em 24 horas (Figura 1).

Observamos ainda que acima de 35,09C o percentual do crescimentoc bacteriano
diminui acentuadamente, de forma que nos tempos de transporte de 16 horas e 20
horas as perdas atingem de 90% a 100%.
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O estudo realizado com © Figura 2 - Distribuicdo do  percentual de
sistema GO-SLIDE para cultura crescimento da N.gonoathoeae, segundo ‘tempo e
e transporte, nos levou a temperatura do periodo de tranmsporte. '
concluir gue seu maior Simbolo: T -  temperatura -no periodo de
rendimento e suas condigdes de transporte. '
maior seguranga estdo situadas ) . .
entre 20,09C e 35,09C e até 16 Tt (2 norcs)
horas de transporte. ( 4 noras)

Aconselhamos ainda, para
manutengao de seu melhor
rendimento, que em localidades
de baixas ou altas
temperaturas o© sistema de 10
transporte seja acondicionado
em caizxas, refrigerando-as ou
aguecendo-as © de modo a manter
a temperatura de transporte na
faixa de seguranga acima
citada. Entretanto nos tempos !
de transporte acima de 16 57
horas esta temperatura de ‘
_transporte deve ser mantida
entre 30 e 359C para minimizar

{ B horcs)
(16 hores)
(20 horas)

% CRESCIMENTO

as perdas.
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Sumnary
Determination of antibacterial activity o4 domestic disinfectants

After the introduction of use-dilution method as official assay
to evaluate disinfectants in Brazil, official entities have
published the first results wupon - evaluation of  Thospital
disinfectants. In the first step, the results showed that only a
few disinfectants were qualified. The disinfectants for domestic
use were not evaluated yet. In this work, some disinfectants for
domestic use were tested by use-dilution method (10 carriers) and
by a quantitative adapted method. The wuse-dilution method
indicated that four of the products overcome the microbiological
necessities established for domestic disinfectants eight reached
the desired microbiological levels but nine did not reach these
minimal microbiological levels, The quantitative method showed
that seven products presented germicidal effect 5,0 in 15
seconds. Some products in their recommended dilutions showed poor
antibacterial activity, while others showed no activity at all.

Resumo

As entidades oficiais est@o emitindo os primeiros resultados da
avaliacdo microbioldgica de desinfetantes hospitalares apos a
adocao, no Brasil, da metodologia da diluigao-uso. Verificou-se,
numa primeira etapa, que poucos produtos foram qualificados. Para
os desinfetantes domésticos esta oportunidade ainda ndo ocorreu.
Neste trabalho, alguns produtos desinfetantes de uso doméstico
foram avaliados pela metodologia qualitativa da diluigaog-uso {10
carreadores) e uma metodologia quantitativa adaptada. Os resulta-
dos da metodologia da diluigdo-uso revelaram que quatro produtos
atingiram padroes microbioldgicos superiores aos necessarios para
desinfetantes domésticos, oito estariam dentro dos padrdes e nove
estariam desqualificados. A metodologia quantitativa revelou que
sete produtos provocaram efeito germicida 5,0 com 15 segundos de
contato com as bactérias. Cinco produtos provocaram o mesmo efei-
to germicida mas ao longo de cinco minutos. Alguns produtos, nas
diluicces recomendadas, para uso revelaram possuir atividade an-
tibacteriana mais reduzida ou inexistente,

Introducan _ ,
Até 1983 nao existiam orientagdes, por parte das entidades oficiais, para o uso e
a escolha de desinfetantes (4).

Rev, Microbiol., Sao Paulo, 19(1):46-51, Jan./Mar. 1988.
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Em 1985, através do Ministério da Sailde estabeleceram-se oficialmente os padrdes
microbiologicos (5) e posteriormente a metodologia (11) para avaliacao dos
desinfetantes domésticos, institucionais e hospitalares, para efeito de registro.
Numa etapa primeira da avaliagdo de desinfetantes hospitalares verificou-se que
apenas trés produtos, dos 44, existentes poderiam ser registrados (6). Atualmente
existem cerca de 13 produtos qualificados, mas alguns tornaram-se relativamente
toxicos (7), pois as concentragOes dos compostos ativos foram aumentados pelos
“fabricantes,

Os desinfetantes hospitalares para area nio criticas (dreas administrativas) e
institucionais (ambientes plblicos) s&o avaliados frente cepas padronizadas de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella choleraesuis, Fm  se
tratando de desinfetantes hospitalares para &reas semicriticas (enfermarias) e
criticas (salas cirQrgicas), bem como para os equipamentos hospitalares, além das
trés cepas anteriores, incluem-se cepas padronizadas de Mycobacterium bouds,
Mycobacterium smegmatis e Trichophyton mentaghophytes.

N&o ha ainda nenhum comunicado oficial com relagdo aos produtos domésticos, como
ocorreu para os hospitalares, Os padrdes microbioldgicos sdo mais flexiveis e devem
ser testados pela metodologia da diluicdo-uso frente S.auwreus e S.choleraeswis.

para um desinfetante ser qualificado, deve na diluicdo recomendada para uso,
inativar em 10 minutos as, bactérias oontidas em 59 cilindros carreadores
contaminados num total de 60 (11). Cada cilindro possui aproximadamente 106
bactérias da cepa padronizada (16). Quanto menor o nimero de espécies envolvidas na
avaliagao, maior a chance do produto ser qualificado e consequentemente registrado.
Assim, quando um produto & qualificado através desta metodologia qualitativa
revela-se na realidade sproximadamente um efeito gezmicida 8,0 em relacdo ao
indculo  contido nos 60 cilindros (16). Entretanto, wma ou mais bactérias
sobreviventes num carreador podem turvar um meio de subcultivo, ocultando uma
atividade antibacteriana que pode ser interessante e gue ndo pode ser revelada num
método qualitativo como a diluigdo-uso.
~ 0s métodos de avaliacdo microbioldgica dos desinfetantes que mais se aproximam
das condigoes e necessidades reais, s8o os mais desejaveis (1, 15). Esta situacio
tem sido muito discutida diante de outros métodos. Os métodos quantitativos tem
sido considerados  importantes pois a atividade antibacteriana fica melhor
caracterizada (8, 10, 12, 16, 17).

A atividade antibacteriana de alguns produtos de uso doméstico foi pesquisada
através da metodologia de diluicdo-uso (10 carreadores) e de uma metodologia
quantitativa adaptada.

Material e Matodos

Micronganismos: Staphylococcus awreus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442) e Salmonella cholenaesuis (ATCC 10708) (11).

Meios de Cultura: Caldo e Agar Nutriente (Difco) duplamente concentrado adicionado
de NaCl (5,0 g/1); Agar Cistina Tripticase (BBL) (11).

Tubos 25 x 150 mm (subcultivo, diluigbes e teste dos desinfetantes) (11).
Alca bacterioldgica padronizada (com 4,0 mm de didmetro) (11).
Agulha de transferéncia dos cilindros (ponta formando angulo reto) (11).

Agitador de tubos tipo "Vortex", Baﬁha maria a 209C, cilindros carreadores, papel
filtro, solugdo de asparagina a 1,0% (11).

Desinfetantes — Composicao — Diluigdes recomendadas para uso (Tabela 1).
Os desinfetantes foram avaliados frente as bactérias, na temperatura a 209C, nas
diluighes recomendadas: no rotulo. A metodologia da  diluigio-uso baseou-se na
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proposta pelo Instituto Tabela 1t - Avaliagao da atividade
Nacional de Controle de antibacteriana dos  desinfetantes de -
Qualidade em Salde (INODS) doméstico, através da metodologia

com 10 cilindros carreadores
(quantidade para triagem} (11) e

diluicao-uso com 10 carreadores.

Simbolo: O numerador representa subculturas com

sem a utilizacao de desenvolvimento num total de 10.
neutralizantes de compostos
ativos. Desinfetante S.auneus  P.aeauginosa  S.choferaesuis

Nas metodologias quantitativa
e qualitativa, as bactérias

1. [lARPIC—-WC {puro)
amdnio quaterndrio

0/10

1/10

/10

foram mantidas para as condigles 2. SMLPIC PINID (puro) 0/10 4/10 0/10
experimentais do modo descrito amnio quartenario
3. KALIPIO (puro) 0/10 1/10 0/10

no Manual do II\CQS' . . fenol+amdnio quartendrio

Na metodologia quantitativa, 4. PINIO BRIL {puro) 0/10 1710 0/10
0,5 ml da cultura bacteriana, ferol sintético
apds incubagdo a 379C durante 5. PINHO WHITE (puro) 0/10 1/10 0/10
24h, foi adicionado a 5Sml do ] fenol S”‘te“c") ,

. -~ . PINHO SOL { 2/10 1/10 0/10
desinfetante. Estas proporgoes fonol sintérice / /1
foram gscolhidas porque ja‘est§o 7.  TOK PINHO (puro) 0/10 1/10 0/10
padronizadas para a determinacao fenol sintético
da resisténcia das bactérias ao 7A TOK PINHO (1/30) 2/10 10/10 2/10
fenol sequndo a metodologia do 8. WHITAK (puro) 0/10 2/10 0/10

P - - fenol sintético+formol

eficiente Fendlico (11). Apds 5. WAITE (ouro) 10 2710 o/10
15 sequndos, 1, 2 e 5 minutos c}a " ferol sintético+formol
elaboragaoc desta suspensao 10. LYSOFORM BRUTO (puro) 0/10 0/10 0/10
(bactérias + desinfetantes), fomol
retirou—se una amostra com alc;a 10A LYSOFORM BRUTO (1/80) 9/10 10/10 9/10
padronizada, para subcultivo em 11, P EUCALIPIO (puro) 10/10 1e/10 10/10
15 ml de_Agar Nutriente fun(?ldO 12. FAN LAVANDA (puro) 10/10 10/10 10/10
e resfriado a 409C. BEm seguida, formol
verteu-se o0 meio fundido em 13. rf*m JASMIN (puro) 10/10 10/10 10/10
placa de Petri’ inc °© © 14 P:;:ZILIDER { ) 0/10 0/10 0/1

. . [iize} 1
sistema por 48 horas a 37°C, formol P 0
para posterior contagem de 15. DESINFEPANTE (puro) 10710 10/10 10/10
colonias (u.f.c.). Cada (Pormalagéo e uso ndd especi-
€ E r:!lnento foi te 16. ALCOOL ZULU (puro) 0/10 6/10 0/10
repetido, mas desta vez as Aloool etilico uso ndo espe-
amostras foram transportadas cificado :
para 10ml de solugdo fisiolOgica 162 ALOOL ZULU (708) 0/10 0/10 0/10
estéril, para posterior diluigio V7. SUPER CANDIDA (puxo) o/70 o/10 0/10
e plagqueamento. Desta maneira, 175 SUPER CANDIDA (1/10) 0/10 5/10 10/10
os produtos que apresentassen 178 SUPER CANDIDA (1/40) 10/10 10/10 10/10

atividade antibacteriana mais

reduzida poderiam evidenciar
mais claramente o nimero de bactérias sobreviventes, permitindo as contagens de
coldnias em cada avaliacao.

A diferenca do logaritmo do nlmero de coldnias de cada armstragem em relagao ao
controle (nlmero de bactérias em cada alcada) permitiu estabelecer o efeito
germicida (17).

A alca padronizada transporta um volume aproximado de 0,0ml e, nuna etapa
controle, verificou-se que pOSSU.‘La em média 2,5 x 105 células vidveis de S. aieus,
4,9 x 105 de P, acruginosa e 2,7 x 105 de S. choleraesuis.

Gons:.derou—se que os I‘eSJ_dLDS de desinfetantes transportados para os subcultlvos
tanto na metodologia qualitativa camo na quantltatlva, foram inativados pela
diluicdo. O controle desta etapa revelou que os possiveis residuos ndo interferiram
nos resultados, pois houve desenvolvimento bacteriano na metodologia quantitativa e
nao se alterou o nimero de u.f.c. na metodologia quantitativa. Os residuos foram
adicionados diretamente nos meios de subcultivo, que por sua vez possulam bactérias
viaveis nas condic¢bes de cada metodologia. Pdlcmnou—se umna alcada do desinfetante,
na metodologia quantitativa, e um cilindro carreador estéril, previamente imerso no
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desinfetante, na metodologia qualitativa.

As bactérias padrdes utilizadas neste trabalho foram recuperadas em todos oOs
" experimentos controles e nas avaliacCes dos desinfetantes. 0s experimentos das
metodologias qualitativas e quantitativas foram realizados em triplicata.

Resultados e Discussao

Pode-se verificar, na Tabela 1, que os produtos nimeros 10, 14, 16, 16A e 17
atingiram os padrOes microbiologicos para desinfetantes institucionais e
hospitalares para areas nao criticas, pois permitiram a recuperacdo das trés
espécies na metodologia da diluigdo-uso ocom 10 carreadores (11}. Os produtos
nfmeros 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8 e 17A atingiram os padrGes para desinfetantes
domésticos, pois permitiram a recuperagdo de P. aeruginosa (11). Ainda, na Tabela
1, verifica-se que existem produtos cujas diluigbes recomendadas para uso
permitiram a recuperacdo das tré@s espécies bacterianas e os produtos nameros 11,
12, 13, 15 e 17B n3o revelaram atividade antibacteriana nas condiges
experimentais. Os produtos que atingiram os padrdes microbiolégicos poderiam ser
ainda desqualificados se fossem testados frente a 60 carreadores 1.

A metodologia quantitativa permitiu classificar os resultados em trés grupos. Os
desinfetantes nimeros 1, 2, 4, 7, 8, 16, 16A e 17 ndo permitiram caracterizar a
recuperacio de bactérias sobreviventes observada através da contagem de coldnias
com apenas 15 sequndos de contato, evidenciando portanto um efeito germicida 5,0.
No segundo grupo os desinfetantes nimeros 3, 5, 6, 74, 8, 9, 14 e 17 (Tabela 2)
provocaram o mesmo efeito germicida frente as trés espécies, mas ao longo de 5
minutos. No terceiro grupo, os desinfetantes nimeros 10a, 11, 12, 13, 15 e 17B nao
. provocaram efeito germicida 5,0 ao longo dos 5 minutos. A atividade maxima para
estes foi verificada na quarta amostragem apenas frente a S. choferaesuis.

Tabela 2 - Avaliacio da atividade antibacteriana dos
desinfetantes de uso doméstico atraves da metodologia
quantitativa de verificacdo do efeito germicida, AvaliacoOes
efetuadas apds 15 segundos, 1, 2 e 5 minutos.

Desinfe~ S, awreus P. acrugdnosa S. cholenaesuds
tempo tempo tempo

tante 15 seg. 1 min. 2 min. 5 min. 15 seg. 1 min. 2 min. 5 min. 15 seg. 1 min. 2 min. 5 min.
3 2,7 2,7 2,8 2,7 5,0 5,0 5,0 5,0 5.0 5,0 5,0 5,0
5 31 3,2 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
6 2,6 2,6 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
74 1,8 50 5,8 5,0 0,9 1,2 L8 1,9 5,0 5.0 5,0 5,0
8 5,0 5,0 5,0 5,0 2,5 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
9 0,1 0,1 0,1 0,5 1,4 5,0 5,0 5,0 2,1 5,0 5,0 5,0
14 1,9 2,6 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
174 0,1 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 0,7 5,0 5,0 5,0
104 0,0 0,0 0,6 0,0 0,1 0,0 0,1 0,2 0,0 0,0 1,1 1,0
11 0,1 0,3 G,3 0,9 6,0 0,5 0,5 0,8 0,0 0,8 1,2 2,1
12 0,0 0,2 0,2 g,8 0,0 0,5 0,5 0,9 6,0 0,8 1,2 2,1
13 0,0 0,2 0,2 0,6 0,0 0,6 0,6 0,6 0,0 0,6 1,0 2,2
15 0,1 6,5 0,8 1,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 1,2 1,5
178 0,0 6,3 0,3 0,8 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,8

Os valores de até 0,3 na metodologia quantitativa devem ser desconsiderados como
atividade antibacteriana, pois sao decorrentes das variacSes inerentes ao ensaio
adaptado, constatadas muma etapa controle.

Os produtos nimeros 10, 16, 16A e 17 revelaram atividade antibacteriana maxima
tanto na metodologia qualitativa como na quantitativa. A maioria dos desinfetantes
avaliados neste trabalho, devem ser utilizados sem diluicdo segundo as instrucles
dos respectivos rotulos, mas mesmo assim  alguns ndo revelaram atividade
antibacteriana.

Os ‘produtos nimeros 15 (DESINFETANIE) e 16 (ALCOOL ZULU) ndo possuem instrucSes
para O uso correto na desinfeccdo. Desta maneira, foram avaliados sem prévia
diluicdo. Entretanto o ALCOOL ZULU (969 GL) (16A) foi também avaliado a 70% (14) e
a SUPER CANDIDA a 1/10 (172), diluicdes n3o constantes dos respectivos rotulos.
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As metodologias envolvem situactes diferentes durante a acgdo dos desinfetantes
sobre as bacterias e os resultados podem oferecer interpretacdes praticas. Na
diluigdo—uso, as bactérias estdo aderldas a 10 carreadores, na metodologia
quantitativa as bactérias estdo em suspenstes e existe uma alterac;ao adicional de
10% na solucdo do desinfetante quando o indculo & adicionado. O tempo de contato e
o indculo da metodologia quantitativa & menor do que na qualitativa, mas nesta o
volure da - solugdo do desinfetante € o dobro do utilizado na metodologia
quantitativa.

A atividade antibacteriana com efeito germicida 5,0 (99,9992 de redugdo)
constatado aos 15 segundos, praticamente imediata, pode ser mais interessante do
gque uma atividade antibacteriana constatada aos 5, 10, 30 minutos ou mais através
de outros métodos de avaliagdo microbioléglco de desinfetante.

Fatores interferentes como tipo de piso (liso, aspero, poroso, etc), ventilagdo,
evaporagdo e temperatura, teriam menos chance de prejudicar a.agdo antlbacterlana .
de um agente desinfetante quimico durante um _processo de desinfecgdo. Esta situacdo
ndo pode ser ignorada pois representa condigdes reais de uso.

Fm ambiente domiciliares, existem contaminagbes por microrganismos indesejaveis
(3, 9, 18, 19). Pessoas sadias s&o menos suscetiveis a infecgdes do que pacientes
hospitalizados (2, 4, 7, 13, 21), também é necessario que os microrganismos estejam
em dose e em sitio suscétivel (20). Desta maneira, recém-nascidos e idosos,
costumam ser mais suscetiveis a infecgles.

Os desinfetantes domésticos devem possuir atividade antimicrobiana no sentido de
atender as necessidades de cada ambisnte; também nac devem ser entendidos como
"liguidos miraculosos" solucionadores de peoblemas de contaminacdo, mas agentes
complementares no contexto geral da desinfeccio.

A desinfeccao nao deve ser confundida com a Jesodorizacdo provocada por agentes
aromatizantes, o que torna geralmente ilusdria a utilizacdo de desinfetantes em
ambientes domésticos, Esta ilusao induz ao Uso incorreto, como por exemplo a
elaboracao de diluigbes arbitrarias e que consequentemente tornam-se ineficazes.

Conclusoes

Alguns desinfetantes domésticos possuem a  capacidade de reduzir em 99,9993
populagCes bacterianas em 15 segundos, possuindo portanto uma acdo praticamente
imediata e interessante para as condic¢les praticas de uso.

Alguns produtos avaliados pela metodologia da diluigdo-uso poderiam sexr
qualificados como desinfetantes institucionais e outros como desinfetantes:
domésticos.

Entretanto um grupo de produtos desinfetantes, nas diluigdes recomendadas,
possuem  atividade  antibacteriana mais reduzida ou inexistente observada
respectivamente na metodologia quantitativa e qualitativa.
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Summary

It is quite frequent the embployment of a-amylase during the
dextrinization of starchy materials, in order to reduce the
medium viscosity. Calcium. cations are very often used to ensure
the preservation of the enzyme thermostability. In the present
work we determined, through viscosity measurements, that the
presence of 0.3 g Ca/l of a 157 starch solution, added as
chloride or sulfate, is sufficient for the effective action of
a-amylase produced by Bacillus subiilis, acting in a temperature
range of 70 to 809C. As raw material we  used sorghum
grains-flours.

Resumo

Infludneia do caleio na estabilidade termica de o-amifase - bacte-
riana

Na dextrinizacado de materiais amiliceos, & muito frequente o uso
de oa-amilase, com a finalidade de reduzir a viscosidade do meio.
A termoestabilidade da enzima, e garantida pela presenca de ca-
tions calcio. No presente trabalho, determinou-se através de me-
didas de viscosidade, que a presenga de 0.3 gCa/l em meio conten-
do 157 de amido, adicionado como cloreto ou sulfato, e suficiente
para a acao efetiva de a-amilase produzida por Bacilfus subtil-
Lis, atuando entre 70 a 809C. Como fonte de amido utilizou-se fa-
rinha de graos de sorgo.

Introduction

The gelatinization of a starchy material, defined as the swelling of the starch
granules suspended in the mash by the action of temperature, is a necessary step
that precedes the starch hydrolysis.

The gelatinization is accomplished by a rapid rise in the medium wviscosity; the.
temperature at which this phenomenum occurs is almost fixed and depends on the
starchy material (5). In order to guarantee the medium homogeneity a-amylase ‘is
usually added which, by a random hydrolysis of the o-1, 4 linkages in the
polissacharide molecules, causes a drastic reduction in the viscosity. At the end
of this process we have the production of dextrins presenting lower molecular
welghts. : )

Several factors can interfere in the viscosity during gelatinization: the rate of
temperature rising, the starch concentration and source, the quantity of - c-amylase

Rev, Microbiol., Sao Paulo, 19(1):52-55, Jan./Mar. 1988.’
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added and its source (4), and the presence of calcium cations in solution.

It is well known that calcium is a thermal stabilizer for a large nunber of
enzymes (3, 9), and in partlcular for the a-amylase (2, 7, 8).
~ In the present work, using sorghum grains-flours, as the starchy materlal we
determined the calc.um concentration needed to stabilize the a-amylase, together
with the enzyme concentration, through viscosities  determinations dJduring the
.gelatinization.

Material and Methods

Enzyme. o—~amylase from Baciflus subtifis, furnished by Pfizer S.A., was used in the
experimental runs. The optimal conditions for the action of this enzyme are: pH
between 6.8 and 7.0, and temperature 859C, In all cases we will express the enzyme
activity in BAU (Bacterlal a—amylase wnits) (6).

Souwnrce o4 caflelum. Anhydrous calcium chloride, anhydxous calcium carbonate, and
CaS04.2H70 were used as calcium ion source.

Experimental procedure. We employed a Biolafitte fermentor, containing 7¢ of the
sorghum (variety BR-501) flour suspension. This suspension was prepared with 150 g
starch/2, suspensed with a 0.01N NaOH solution, containing the calcium salt in the
proper concentratlon.

During the heating operatlon the agitation speed was maintained at 700 rpm,
and the enzyme was added when the temperature reaches above 559C, The samples were
collected periodically starting 659C for measurement of viscosity. When the medium
temperature reached 859C, this condition was maintained during 1 hour, and three
samples were collected at 0,30 and 60 minutes. The rate of the temperature rise was
the same in all runs: 1.59C/min until 739C,  and 0.23°C/min from 739C until 85¢C.

Viscosity determination. The samples collected at certain tewperature were
immediately maintained at the same reactor temperature in a thermostat. The
measurement of the viscosity was made by a Brookfield Synchro Iectric model RV,
using the spindle RV 3 and 100rpm as agitation frequency. The time required forv
this measurement was only 1.5 to 2 min.

Results and Discussion

In preliminary. runs we Figure 1 - Broolfield viscosity as function 'of
observed that the gelatinization = the a-amylase activity used, in the
temperature, at. which a rapid gelatinization point.
rise in viscosity values occurs,
was around 739C. By this reason.
we made several runs in which we
measured the viscosity only in

-~ BOOF

the gelatinization point, using g
different values of the c
o-amylase activity and a fixed I3
concentration of 1.82 g Ca/# e oo
added as chloride. z

The results obtained, showed &
in Figure 1, indicate a drastic SR
reduction in the viscosity when s
we rise the enzyme activity from @
200 to 500 BAU/kg starch. Above , . . ‘ ;
this value relatively little 205 200 T 5 300 7000
progress oCCurs. o(— AMYLASE ACTIVITY {BAU/Kkg starch)

Another interesting
observation is that hydrolysis
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curves (not showed here) with
the material gelatinized,
using amyloglucosidase, are
coincidents despite the
different ratios of a-amylase
and starch used during the

Figure 2 - Brookfield viscosity as a
temperature and
(8), 0.15g Ca/% (o), 0.18g Ca/t (&),
(a), 0.29g ca/e (m), 0.36g Cafs (@), 1.82g Ca/% (+)

function of
calcium concentration: 0.11g Ca/%
0.22g Ca/t

gelatinization, confirming 1000
the observations of Carr &
col. (1).

Figure 2 shows the results 800

of the assays where we fixed
the content of a-amylase in
500 BAU/kg starch, and varied
the concentration of calcium
fram 0.11 to 1.82 g Ca/g
(also added as chloride). It
was impossible to perform the
gelatinization in the absence
of calcium, because the 200
viscosity rose above 10,000

400

BROOKSFIELD VISCOSITY (cp)

This finding is 1like an 03

absence of the enzyme

activity, indicating clearly
that the calciun cations have
an essencial function on the
enzyme viability in this
conditions,

The viscosity values measured in
the gelatinization point (739C) and
also the end of the cooling period
(509C), as a function of calcium
concentration, are showed in Figure
3.

Fram the results of Figures 2 and
'3, we can point out that the
improvement of the process is quite
evident when we rise the calcium
concentration from 0.11g Ca/f until
0.22g Ca/2 or 0.299 Ca/i. BAbove
these calcium concentrations, in
terms of viscosity reduction, the
progress 1is less noticeable, which
allow us to recommend the use of a
value around 0.3g Ca/f in order to
obtain an adequate operation.

The use of CaSC4, Ca®03 and
CaClp, corresponding to a calcium
concentration of 0.36g Ca/a
together with an e-amylase activity
of 500 BAU/kg starch, are compared
in Figure 4. As it can be observed
CaS04, is as efficient as CaCly, as
a source of calcium, but the run
with CaC03 {dee to the Iow
solubility of this salt) had to be

+
1
70 80 85 85 85 80 70 60 50
0’} (30" (80"
| TEMPERATURE (°C) DURING DEXTR. TEMPERATURE {°C) DURING »
THE HEATING - PHASE PHASE v THE COOLING PHASE

(1 haur}

Figure 3 - Maximum (e) and final
(o) values of the Brookfield viscosity
obtained during the dextrinization as a
function of the caleium concentration
added as chloride.

800

600

w00 ' \
RN

[ 0,2 0,4 [}
CALCIUM CONC. (gCa/ {)

BROOKFIELD VISCOSITY {¢p)

interrupted because of the extremely high viscosity values attained, similarly to

the run without any calcium.
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Figure 4 - Effect of the calcium salt used on the
Brookfield = viscosity. Calcium concentration fixed
in 0.36g Ca/% added as CaCly (e), CaS04.2H20 (o)
and CaCOy (4).

1000

!

BROOKFIELD VISCOSITY (ép )

200

o 1 L 1 i 1 L 3 Y

1
€0 70 80 8 85 85 80 70 60 50

{0’) (30" (e0%)
| TEMPERATURE (°C) DURING _ DEXTR. TEMPERATURE (°C) DURING
"THE HEATING PHASE  PHASE THE COOLING PHASE

{1 hour)

Conclusions

The gelatinization and dextrinization of the sorghum grain starch, can be
performed with an o~amylase activity of 500 BAU/kg starch, being obligatory the use
of calciun as an enzyme stabilizer. A concentration around 0.3g Ca/2 of a 15%
starch suspension, in the form of chloride or sulfate, is recommended. -
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Sumeary

An optimization of the methodology to test the susceptibility of
microorganisms to drugs, through the utilization of low cost,
fast, reliable and reproducible processes was reported, using A.
actinomycetemcomitans as a model, taking into consideration its
peculiarities,

Resuno

Adequacdo metodologica para fesies de susceptibilidade de Actino-
bacillus actinomyctemcomifans a drogas antimicrobianas

Procurou-se aprimorar a metodologia para testes de susceptibili-
dade de microrganismos a drogas, utilizando-se recursos simples,
de baixo custo, de processamento rapido, confidveis, tomando o A.
actinomycetemeomitans como modelo, dadas as suas peculiaridades.

Introduction

The development of reliable test for antimicrobial drugs susceptibility must take
several parameters into consideration, whose quality control is dubious. Needless
to mention, one of the critical points still is the proper inoculun
standardization. This is made difficult due to the various physiological variations
of the microorganisms.

It is well known that most of the bacteria have a very diffuse growth in liquid
media. This had led to the utilization of the medium turbidity degree as a means to
obtain the proper nurber of cells for inoculation purposes. McFarland scale has

- * puxilio parzcial CNPg, Processo ne 406,022/85.
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been used as reference where the turbidity of the culture medium is caompared with
that obtained by the addition of 0.5ml of a 1.17% solution of BaCl,.2H,0 to 99.5ml
of 0.36N H2S04. .

However, in several circumstances such as a first isolation or in recent
cultures, some microorganisms may have a characteristic growth with no turbidity of
the medium, This makes impossible or difficult the use of this method. Sometimes,
the successive transfers result in lack of growth. Oonsequently, the drug
susceptibility tests shoud be carried out as soon as a pure culture has been
obtained. Discrepancies between results are thus avoided.

Obviously, it is of fundamental importance the search for new methods that would
result in simple and fast ways to use a reliable inoculum and to determine the cell
nurber by other but the turbidity method. Actinobacillus actinomycetemcomitans is a
microaerophile, capnophylic or anaerobic Gram-negative bacteria (2, 4, 5, 6, 7, 8,
11, 12) of ‘great medical and odontological importance. .It has a characteristic
growth, forming clots that adhere to the walls or. deposit at the bottom of the
tubes with no turbidity. :

This microorganisms was used as a model to test the antimicrobial drug
susceptibility, a very ocontroversial subject (1, 3, 9). A low cost, simple,

- reliable and reproducible method was devised. ,

The procedure proposed here deals, particularly, with some aspects related to
licquid medium, to the problems related with dilutions and standardization of the
growth conditions .and to the reliability of the inoculum size aiming the
determination of the cell population used in the antimicrobial susceptibility
tests.

Matexriala:ﬂlﬁttnds

The following strains of Actinobacillus actinomycetemcomitans were used: ATCC
29524 and NCTC 9710; isolated from the environment (2 strains) and from human oral
cavity (4 strains). They were utilized for inoculum standardization for
antimicrobial drug susceptibility.

They were grown in brain heart infusion-agar-blood (BHI-B-agar) in conditions ' of
microaerophylia (candle method) at 379C for 48 hours. One colony of each strain was
then transferred to a test tube containing 5ml of BHI-S-broth (supplemend with
yeast extract and I-cysteine) and five glass beads with a diameter of approximately
0.5mm. Incubation was carried out as described above, after which the purity of the
culture was tested by Gram staining. The culture was then dispersed by Vortex for
30 seconds. The same procedure was followed for dilutions up to 107 U"in test tubes
containing 9.0ml of BHI-S broth with five beads per tube.

Once the proper dilutions were obtained, aliquots of 0.1ml of each tube were
transferred to three Petri dishes of 100x20mm, containing the medium of Wilkins &
Chalgren (10) for anaercbes. A sterile glass rod was used for spreading the sample.
The plates were incubated as described above for 72 hours.

Finally, the ocolonies were counted in all plates for every dilution. The average
was as the number of cells/ml for each dilution. ‘

Results and Discussion

The average colony count of Actinobacillus actinomycetemcomitans from humam - and
. environmental strains as well as from reference strains was between 104 to 10°
cell/ml at 1:100 dilution (table 1). The table shows the regularity of the number
of cells/ml at different dilutions, regardless of the source of the strains,
indicating the reproducibility of the procedure. The standardization of the shaking
time of tubes in Vortex and the addition of glass beads led to a homogeneous
" dispersion of the clots. There was a good inverse correlation between the number of
microorganisms and the degree of dilution. It must also be emphasized that, on
microscopic examination, there was a complete dispersion of the clots. Based on the
growth aspect on the corresponding cell number at several dilution levels, an ideal
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inoculum of 104 to 105 cells/ml was determined. With this standardization, one may
safely perform the antimicrobial susceptibility tests. The chances of finding
mutant cells which are resistant to the antibiotics to be assayed are minimal.

The standardization of the inoculum is one of the critical points in the
reliability of the results on antimicrobial drug susceptibility tests (1, 9). The
methodology that has been used up to the present time has not taken into
consideration the peculiarities of several microbial species. Obviously, this leads
to false results and may affect the indication of the proper therapy.

Table 1 - Number of cells/ml of Actinobacillus
actinomycetemeomifans incubated for 48 hours, at 379C under
microaerophylia in BHI-S broth obtained from inocula
derived from different sources (reading was done in Wilkins
& Chalgren agar, after incubation for 48-72 hours at 379C
under microaerophylia)

Symbolsg: *ATCC 29524 and NCTC 9710.

. N Average number of cells/ml in the indicated dilu-ions
Origin and number i

of tested strains 101 10-2 10-3 10- 10-5 10-¢ 10-7 10-% 10~° 1010
Enviromment (2) 10°-10% 10*~10° 10%-10* 10%°-10° 10-10* 1-10 0-1 O )] 0
Humen oral i R

Cavity 0] 10%-10°  10°-10° 10°.10* 1024107 10-107 1-10 01 © 0 0
Reference  (2)* 105-10° 10°-10° 103°-10* 102-10° 10-10° 1-10 0-1 © 0 0

The method described was used with Actincbaciflus actinomycetemcomifans with
success. An adequate and reliable mumber of cells was used as inoculum. This
permitted an equally reliable interpretation of results obtained with antimicrobial
drugs. A great care must be taken, particulary in the standardization of the strain
when one deals with anaerobes, since this group is physiologically quite
heterogeneous.

The proposed method is not certainly the final solution to the problem. It offers
a guarantee of reproducibility and quality control.
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Resumo

Visando estabelecer os fatores bioticos que poderiam estar inter-
ferindo na nodulacdo de soja (Glycine max (L) merrill) e Stylo-
santhes em solos de cerrado, avaliou-se a tolerancia de estirpes
de Bradyrnhizobium japonicum e Bradynhizobium de Stylosanthes a
tetraclcllna, kanamicina e cloranfenicol, Observou-se que a maio-
riaz das estirpes de B. japonacum isoladas dos cerrados, toleraram -
niveis de 40,0ug/ml, 20,0ug/ml e 300,0ug/ml de tetraciclina, ka-
namicina e cloranfenlcol respectivamente. As estirpes de Bradyr-
‘hizobium indicadas como inoculantes comerciais para a sola, apre-
sentaram niveis similares exceto para a kanamicina, cuja resis-
tencia situou-se na faixa de 10, Oug/ml Os diferentes sOTrogrupos
das estirpes de soja pratlcamente nao alteraram seus niveis de
‘tolerancia a estes antibidticos apds cinco anos de persisténcia
no solo. As . estirpes nativas de Bradynhizobium de Stylosanthes
nioc apresentaram diferengas significativas nos niveis de toleran-
cia aos antibidticos testados tanto em cerrado virgem como culti-
vado. A toleradncia média entre essas estirpes e as comerciais in-
dicadas para o genero Stylosanthes atingiram faixas de 2,5 a
20,0ug/ml para a kanamicina, 1,0 a 40,0ug/ml para a tetraciclina
e 2,0 a 300,0ug/ml para o cloranfenicol.

Bumary

Evafuation fon fetracycline, kanamyc&n and chforanphenicol
nesistance of Bradythizobium  faponicum and Bradyrhizobium of
Stylosanthes isolated from covnado s0iks

Rev. Microbiol., S0 Paulo, 19(1):60-66, Jan./Mar. 1988.
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In order to establish the biotic factors that might be
interfering in soybean nodulation (GLycine max (L) merrill) and
Stylosanthes in savanna soils (cerrado), an evaluation was
carried out regarding the tolerance of BnadynhAZOb&um faponicum
and Bradyrhizobium (Stylosanthes) strains to  tetracycline,
kanamycin and chloranfenicol,

The study showed that most strains of B, japonicum isolates
obtained in savannas had tolerance levels of 40.0ug/ml, 20.0mg/ml
and 300.0pg/ml to tetracicline, kanamycin and chloranfenicol,
respectively, Bradyrhizoblum strains indicated as commercial
inoculats for soybean showed similar levels of tolerance except
to kanamycin, whose resistance ranged at 10.0pg/ml.  The
differents soybean strains serogroups practically showed no
alteration in their levels of tolerance to these antibiotics
after five vyears of persistence in soil. Native strains of
B&adynh&zob&um from Stylosanthes  havesshowm no significant
differences in tolerance levels to antibiotics tested both in
uncultivated and cultivated "cerrado".

Average tolerance between these strains and commercial ones
indicated for Stylosanthes have reached ranges of 2.5 to
20.0ug/ml for kanamycin, 1.0 to 40.0ug/ml for. tetracycline and
2.0 to 300.0ug/ml for chloranphenicol.

Introdugdo

Problemas de nodulacdo da soja nos primeiros anos de cultivo de cerrado e
estabelecimento de Stylosanthes, nestes solos, foram atribuidos 3 acdo antagonista
de actinomicetos, produtores naturais de antibibticos, sobre a populagdo de
Rhizobium. Os actinomicetos, especialmente do género Strepfomyces, constituem uma
elevada porcentagem (75-94%) da microflora dos solos de cerrados (3), podendo
portanto, -desempenhar un importante papel no equilibrio microbiano e comprometer o
estabelecimento e a nodulagao de leguminosas nesses solos, similarmente ao
observado em outras regides (9).

A predomindncia de bactérias tolerantes & estreptomicina na rizosfera de
leguminosas (2) e cereais (1) poderia ser resultante da presenca destas substancias
produzidas continuamente por microrganismos antagoru.stas o que poderia favorecer
estirpes de Rhizobium resistentes na colonizagao, infeccdo e nodulagdo de
leguminosas. Em solos de cerrados, foram observados indices elevados de resisténcia
a estreptomicina em estirpes de Rhizobium japonicum (18) e estirpes de Rhizobium
" sp. assocladas a Stylosanthes (17). Estirpes de R.  japonicum comerciais,
introduzidas nos cerrados, gpresentaram-se sensiveis a riveis de 10,0 a 20 Oug/ml
de estreptomicina e nodularam deficientemente a soja, porém as estlrpes 29%W e 587,
tolerantes a respectivamente 80,0 e 160ug/ml do antibictico estabeleceram-se e
predominaram nestes solos. Pquelas estirpes comerciais de outros SOrogrupos
orlgmalmenw sensiveis, quando estabelecidas nos cerrados, aumentaram seus niveis
de resisténcia para 40,0 a 80,0ug/ml do antibidtico. Estirpes de Rhizobium sp de
Stylosanthes 1soladas de solos de cerrados cultivados, tratados com calagem, foram
resistentes a niveis iquais ou superlores a 40,0ug/ml de estreptomicina, enquanto
estirpes 1soladas de solos virgens e estirpes comerciais indicadas para o genero
foram sensiveis predominantemente nas faixas de 2,5 a 10,0ug/ml.

Esses resultados sugeriram que em solos de cerrados cultivados ocorre uma selegio
natural de estirpes tolerantes a estreptomicina, as quais possuem maior vantagem
competitiva para nodulagdo nestes solos.

Similarmente, estirpe$s de Rhdizobium do grupo cowpea isoladas de . solos
amazonenses, alteraram sua toleradncia a estreptomicina de 20,0ug/ml para 150,0ug/ml
apds 5 anos de cultivo, como também apresentaram-se resistentes a tetraciclina,
cloranfenicol, penicilina e gentamicina. Essa tolerdncia aos antibiSticos citados
parece ser uma caracteristica adquirida naturalmente nos solos cultivados
intensivamente, ja que em laboratdrio estirpes de Rhizobium mutantes induzidos,
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tolerantes & estreptomicina, mostraram-se sensivels aos demais antibidticos citados
5).

Sendo a populacdo de Streptomyces muito elevada nos  cerrados, outros
antibioticos, além da estreptomicina poderiam estar sendo produzidos e afetar as
estirpes de Rhizobium presentes. Visando avaliar esta mfluenc1a foi propostc o
presente trabalho.

Material e Métodos

Selecionou-se cinco regides sob cerrado (Brasilia, Uberlandia, Araxa, Uberaba e
Ttuiutaba) onde a soja (Glycine Max (L) merrill) vinha sendo cultivada ha cerca de
3 a 5 amos. Nessas regites a inoculagdo da soja foi feita com estirpes de
Bradyrhizoblum japonicum comerciais (29w, 587, R54a, 566, CB1809, 965, 532C)
somente nos primeiros anos de cultivo, portanto, no ano da amostragem nao houve
inoculacdo.

Para essa amostragem foram coletados, a partir das cultivares de soja (Santa
Rosa, UFV,, Parand, IAC-2, IAC-5 e Boss1er) nodulos formados pelas estirpes de
B}Lady/zh,ézo Lum faponicum ja adaptadas ao solo de cerrado.

0s nodulos de Szﬁgﬂ%antne/ﬁ gutanensis e S. ghandifolia foram coletados em areas
de cerrado virgem (Brasilia e Uberaba) e em areas de cerrado cultivado (Sete
lagoas). A partir dos nddulos de soja e Stylosanthes coletados procedeu-se ©
isolamento dos mesmos sequndo técnica descrita por Vincent (21). Esses isolamentos
foram submetidos a testes de infectividade em tubos contendo plantulas de
Macroptilium atropuwrpwieun c.v. siratro visando caracterizagdo das estirpes como do
género Bradynhizobium segundo Vincent (21). Obteve-se cerca de 280 estirpes de
Bradyrhizoblum japonicum e cerca de 230 estirpes de Bradyrihizobium de Stylosanthes.
As estirpes de B. japonicum e Bradyrhozibium sp isoladas do cerrado e as estirpes
comerciais indicadas para soja e  Stylosanthes foram testadas quanto A&
susceptibilidade relativa a antibicticos pelo método de diluicdo em agar (4, 6),
utilizando~se meio de cultura ocontendo manitol e extrato de levedura agarizado
(YMA) sequndo Vincent (21). Apds esterilizagao por filtragao (Millipore GSW-P 025)
os antibicticos fosfato de tetraciclina (Bristol S.A.), sulfato de kanamicina
(Bristol S.A.) e Hemissuccinato de Cloranfenicol (Parke-Davis), foram incorporados
ao meio YMA em concentragdes crescentes - diluigbes duas vezes (8). A kanamicina
foi dissolvida em agua (10) e a tetraciclina e o cloranfenicol dissolvidos em
etanol 95% (4).

Indculos padronizados em meio liquido de extrato de levedura e manitol (Y;2)
contendo 107 unidades formadoras de coldnias (UFC/ml) (4,8) foram inoculados nas
placas, utilizando-se quatro repeticCes para cada concentragao do antibidtico. Apds
3 dias de incubagdo a 299C, efetuava-se a leitura, comparando-se com O crescimento
das placas-controle sem antibidtico, O nivel de resisténcia foi definido como a
maior concentracdo do antibidtico em que se observava crescimento confluente em
pelo menos 3 dds 4 repeticoes utilizadas.

As estirpes de Baadyrhizobium faponicum isoladas dos cerrados foram identificadas
pelo método de aglutinacao (21) com antisoros especificos das estirpes comerciais
de B. japonicum.

Resultados e Discussao

As estirpes de Bradynhizobium japonicum isoladas dos cerrados foram tipificadas
com antisoros especificos das estirpes comerciais de B. fapondicum (299, 587, Rb54a,
566, 527, 532c e CB1809) presentes nesses solos. Dentre 195 estirpes de B.
japonicum isoladas dos cerrados, identificadas sorologicamente, (Tabela 3) a
maioria pertenceu aos sorogrupos 29 (40%) e 587 (35%), poucas estirpes (16%) se
distribuiram entre os sorogrupos 965, 566, CB1809 e 532c e apenas 8% das estirpes
dos cerrados apresentaram reagoes inespecificas. Estirpes do sorogrupo R54a nao
foram encontradas nos nddulos de soja isolados das 5 diferentes regides dos
cerrados. A predomindncia das estirpes 29W e 587 indica maior vantagem competitiva



63

dessas estirpes, seja para sobrevivéncia nos solos de cerrados, seja para a
infeccao e nodulacio da soja.

A resisténcia intrinséca ou natural das bactérias do género Rhizobium, de maneira
geral, tem se apresentado relativamente baixa aos antibidticos kanamicina (4,0 a
10,0ug/ml) , tetraciclina (1,0 a 25,0ug/ml) e relativamente alta para o
cloranfenicol (2,0 a 300,0ug/ml) (4, 8, 10, 11).

Dentre as estirpes de Bradyihizoblum japonicum isoladas dos cerrados, cerca de
257 estirpes foram testadas quanto 3 susceptibilidade a tetraciclina e os
resultados (Tabela 2) indicaram que a maloria das estirpes (70%) foram tolerantes a
40,0ug/ml do antibidtico. Esse comportamento foi similar ao das estirpes comerciais
de B. japonicum usadas rotineiramente no Brasil (Tabela 1) mas representam Indices

Tabela 1 -~ Rebisténcias a tetraciclina, kanamicina e
" cloranfenicol de estirpes comerciais deZBnady&hLzobLum
japonicum!  Bradyrhizobium de StyLosanthes?.

Nivel de resisténcia (ug/ml)@

Estirpes Origem Tetraciclina Kapamicina Cloranfenicol
29w Rio de Janeiro 40,0 10,0 320,0
R54al Rio de Janeiro 20,0 20,0 100,0
532¢* Rio Grande do Sul 20,0 10,0 160,0
5871 Rio Grande do Sul 40,0 10,0 320,0
5661 Estados Unidos da América 40,0 10,0 160,0
CB1809* Australia 40,0 20,0 160,0
9651 Jap&o 20,0 20,0 160,0
sB3? Rodésia 5,0 2,5 5,0
CIAT308*  Colénbia 5,0 20,0 5,0
CIAT316®  Colémbia 40,0 160,0 600,0
CIAT350® Colénbia 1,0 - 40,0
CIAT365%  Coldmbia 2,5 10,0 20,0
Be23a’ Rio de Janeiro 1,0 2,5 5,0
Br 1a’ Rio de Janeiro 5,0 5,0 40,0

de resigténcia superiores aqueles descritos na literatura (4, 8). As tipificacSes
sorologicas dog nodulos de soja (Tabela 3) indicaram que estirpes dos sorogrupos
566, CB1809, 532c, 2W e 587 e mesmo aguelas de reacdo inespecifica ndo alteraram
seus niveis de vresist@ncia a droga. As estirpes comerciais indicadas para
Stylosanthes, apresentaram faixas de tolerdncia mais baixas ao antibidtico que as
de B. japonicum, com apenas duas excegbes CB756 e CIAT316 (Tabela 1). Os resultados
obtidos com as estirpes nativas de Bradyrhizobium de Stylosanthes, isoladas dog
cerrados nos testes com tetraciclina foram semelhantes aos das estirpes comerciais,
apresentando maior incidéncia de resisténcia de 5,9 a 10,0ug/ml (Figura 1). Em
solos cultivados e virgens 17% e 22% respectivamente das bactérias foram
resistentes a niveis iguais ou superiores a 40,0ug/ml do antibiético,

Tabela 2 - Resistencia a tetraciclina, kanamicina e
cloranfenicol de estirpes de. Bradyrhizobium japonicum
isoladas de nodulos de soja em solos de cerrado.

Simbolos: (a) Concentracao maxima de antibidtico onde ainda
houve crescimento de Bradyihizobium em placas contendo meio
de extrato de levedura-manitol (YMA).

/ml (a) de Tetraciclina Kanamicina Cloranfenicol
ugntibié*ico NQ de estirpes % total N de estirpes % total NO de estirpes & total
o testadas testadas testadas
1 0 0 1- 0,5 0 0
2 0 0 4 2 0 0
3 2 1 6 3 0 0
10 7 3 36 16 0 0
20 29 11 150 68 0 0
40 180 70 20 9 0 0
80 35 14 0 4 9 [
160 1 1 3 1 34 23
320 2 1 1 0,5 79 53

1
[
~

18
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Os testes com kanamicina (Tabela 2) indicaram que as estirpes de B. fapondicum
isoladas dos cerrados toleraram, em sua maioria (68%) niveis de 20,0ug/ml,
resisténcia mais alta que a maioria das estirpes comerciais (Tabela 1). Os testes
sorologicos (Tabela 3) indicaram tendéncia das estirpes de diferentes sorogrupos a
elevar seus niveis de tolerancia apenas de 10,0 para 20,0ug/ml. As estirpes de
Bradyrhizobium sp, independentemente de cerrado virgem ou cultivado apresentaram
resisténcia semelhante aos das estirpes oomerciais (Figura 1 e Tabela 1) e das
estirpes de B. japonicum.

Tabela 3 - Identificagdo soroldgica e resisténcia a
tetraciclina, kanamicina e cloranfenicol de estirpes de
Bradyrhizoblum japonicum isoladas dos cerrados.
Simbolos: (a) - Estirpes de B.japonicum de 6 diferentes
sorogrupos os quais foram encontrados mnos cerrados,
Isolamento de sorogrupo 29W,587, 566 foram encontrados
em todas as regices do cerrado enquanto CB1809 somente
foi isolado de Brasilia e Uberaba, 965 de Brasilia e
Araxd e 532c¢ fol isolado de Uberaba e s6 uma estirpe de
Araxa; (b) Resisténcia indicada pelo nivel de
antibidotico onde houve crescimento no meio extrato de
levedura-manitol (YMA); (c¢) - SR - Sem reacdo: estirpes
com caracteristicas antigenicas diferentes dos antisorocs
utilizados.

Antibiftico  Estirpe NIVERs de WY de isola- Niveis de antibidtices (ug/ml)

testado [ resisténcia mentos iden~ ;3 5 jg  zp 40 83 166 320 640
original ificados
(ug/m1) NY de estirpes-tolerantes (b}

29% 40 73 11 58 9

50 14 1
20 1

Tetraciclina 865 20 1

«
«
3
,.
5
-
@
e
9
»
“
wino

Yanamicina 965 28 2 z

b
Cloranfenicol 965 160 2
=

4 = oo

A resisténcia ao cloranfenicol foi mais alta nas estirpes de B. saponicum do que
nas de Bradyrhizobium sp (Tabela 1). A maioria das estirpes (71%) de B. japonicum
isoladas dos cerrados apresentaram-se resistentes a nivels de 320,0pg/ml de
cloranfenicol (Tabela 2). As estirpes comerciais B. japonicum, 299 e 587, hoje
utilizadas como inoculantes, suportaram niveis similares de 320,0ug/ml, mas as
demais estirpes situaram-se na faixa de 160,0ug/ml (Tabela 1). A relacdo entre
caracterizacao soroldgica e niveis de tolerdncia ao antibidtico das estirpes do
cerrado (Tabela 3) nao sugere modificacdes na resisténcia ao cloranfenicol., Dentre
as estirpes de Bradyrhizobium sp de solos de cerrado cultivado, 56% foram
tolerantes a niveis iguais ou superiores a 40,0ug/ml de cloranfenicol e dentre as
estirpes isoladas de cerrado virgem, 52% foram tolerantes aos mesmos niveis. Estas
estirpes distribuiram-se irregularmente nas fixas de 5,0 a 600,0ug/ml do
antibiotico (Figura 1). As estirpes comerciais indicadas para o género Stylosanthes
apresentaram também tolerincia nas mesmas faixas (Tabela 1). Comparando-se a
resisténcia aos tr8s antibiGticos (Tabela 1) observa-se uma certa coincidéncia nas
estirpes de Bradyrhizobium sp, sendo que as estirpes CB756 e CIAT316 apresentaram
res:.stenc1a mais elevada sos 3 antibicticos em relacdo as demais estirpes.

Os nlvels de resisténcia a tetraciclina, kanamicina e cloranfenicol encontrados
entre. as estirpes comerciais, estlxpes de B. japonicum e Bradyrhizobium sp de
Stylosanthes provenientes tanto de cerrado virgem como cultivado foram semelhantes
aos descritos na literatura, com apenas ligeira elevagdo da resisténcia ao
cloranfenicol.

En outros trabalhos com a estreptomicina (17) foi observado que as condigbes de
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cerrado cultivado parecem favorecer a incidéncia de estirpes de Bradyihizoblum sp
resistentes a este antibidtico. Inmeras sao as -evidéncias de que actinomicetos
produzemn antibioticos sob determinadas condigdes no solo (7, 20). Esses
antibidticos, uma vez produzidos, poderiam determinar efeitos blologlcos no solo.
Este efeito se verifica na redugdo de saprofitas e patogenos (7, 15, 20), ou mesmo
sobre o Rhizobium, prejudicando a nodulagdo e o estabelecimento de leguminosas 9.

Figura 1 - TFrequéncia de resistencia a antibioticos em
estirpes de Bradynhizobium de Stylosanthes sp isoladas de
solos de cerrado virgem e cultivado.

CERRADC VIRGEM CERAO VIASEM CERRADO VIRGEM
(81 ESTIRPES 163 ESTIRPES) 179 ESTRPES)

"
3

CERRAIQ CULTIVADO CERRADO CLLTIVADO CERRADO CULTIVADG
(132 ESTIRPES) 162 ESTIRPES} {96 ESTIRPES)

JO ZUES. AP B8 Bl WO sovc oo s fns] H
T 2z 5 10 20 40 B0 130 300 600 1 2 & 10 20 40 80 130300 €0 1 2 3 10 I3 40 60 150300 &%,

% DE ESTIRPES RESISTENTES
8

ye/mi DE TETRACICLINA #g/mi DE KANAMICINA 20/m1 OE CLORANFENICOL

Porém, os .antibidticos no solo .podem ser inativados, tanto guimicamente como
degradados bioldgicamente (13) ou adsorvidos a argilas minerais ou humus (12, 19).

Argilas como montmorilonita — adsorvem tenazmente antibidticos bas:Lcos
(estreptomicina, kanamicina), anfotéricos (terramicina, tetraciclina), acidos
(penicilina) e neutros (cloranfenicol) (12, 14), mas argilas camo vermiculita,

ilita e caulinita adsorvem moderadamente e em graus variados samente antlblotlcos
basicos e anfotéricos, especialmente os basicos, gue também sao liberados em maior
grau dessas argilas_ (12 14) . Os antibibticos neutros (19) como o cloranfenicol sao
pouco  soliveis em agua e por isso fracamente adsorvidos a argilas especialmente do
tipo de gaulinita. Os antibiSticos basicos e anfotéricos solGveis em agua sdo

adsorvidos quantltatlvamente a argilas e mais facilmente liberados por tampdes
adequados. Em solos cauliniticos, o poder de adsorcdo da tetraciclina & maior que
o da Kanamicina e esta, por sua vez, maior que da estreptomicina (12). Portanto, a
liberacao da estreptomicina dessas argilas ocorre mais facilmente que a da
kanamicina e esta mais do que da tetraciclina.

A analise nu_neraloglca dos solos de cerrados indica que o componente essencial da
fragdo argila & a caulinita (16). Portanto, nesges solos, antibiSticos basicos e
anfotéricos produzidos poderiam estar sendo adsorvidos e os antibiéticos basicos
teriam sua liberacdo favorecida. Estes dados poderiam explicar a alta incidéncia de
estirpes resistentes a estreptomicina presentes nos cerrados. Em relagao a
kanamicina, o pequeno aumento na tolerancia de estirpes de Bradythizoblum japonicum
isoladas dos cerrados (10,0ug/ml para 20,0pg/ml) teria um valor relativo e pouco
consistente quando camparado com o aumento, observado com a @ estreptomicina
(10,0ug/ml para 80,0ug/ml) (18).

As condigoes ambientais tais como pH e textura do solo podem influenciar os
padrées de resisténcia natural a antibidticos (11). Nos resultados aqui
apresentados outros fatores parecem interferir na produgdo ou atividades desses
antibidticos, pois ndo ocorreu variagdo significativa nos niveis de resisténcia a
antibidticos entre as estirpes de Bradyihizobium sp de solos de cerrado virgem e
cultivado, fato observado com a estreptomlc:l.na, cuja produgdo e atividade parecem
ser favorecidas pelo manejo do solo e elevagdo do pH pela calagem. Essas evidéncias
embasam a hipotese de que os antibidticos podem .ocorrer naturalmente e estar
bioldgicamente ativos como resultado da somatéria de forcas ou fatores ambientais

" que podem se encontrar balanceados em determinado momento em seus sitios de
produgao. A partir dos resultados agui apresentados, pode-se concluir que a
resisténcia das estirpes de Bradyrthizobium, & tetraciclina, kanamicina e
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cloranfenicol, apesar de mais elevada que aguela indicada pela literatura, n3o
parece ser uma caracteristica que determine vantagens competitivas sob condigbes de
solo de cerrado, enquanto que a resisténcia a estreptomicina favoreceu a
scbrevivencia e a competitividade dessas estJ_rpes no nodulacao de leguminosas em
solos de cerrado (5, 18).
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Resumo

Testou-se o efeito de extratos proteicos de milho 2 base de NaCl
5% sobre a produgdo de aflatoxina B, em meio de cultura liquido
contendo, 2% de extrato de levedura e 20% de sacarose. Dois méto-
dos de extracdo foram avaliados a partir do peso seco do micélico
do fungo Aspengilflus flavus e da quantidade-de aflatoxina B pro-
duzida. Os extratos proteicos das trés variedades testadas esti-
mularam o crescimento micelial do fungo. Obteve-se uma maior con-
centragao proteica nos extratos previamente tratados com acetona.
Contudo, os dois métodos se mostraram igualmente viadveis como
instrumento na diferenciacao varietal do milho, caracterizando a
suscetibilidade de "Pipoca Americana" com altos niveis de aflato-
xina produzida. "Centralmex N'" e "Centralmex Op" apresentaram uma
menor producao de aflatoxina que o controle. Os resultados suge-
rem que a composicao proteica do milho pode apresentar elementos
tanto eliciadores como inibidores a producdo de aflatoxina B.

Summary
Effect of conn proteic extracts on affatoxin B production

The NaCl 57 corn proteic extracts were tested as to their effects
on the production of aflatoxin B in a 1liquid media containing
yeast extract 27 and sucrose 207%. Two methods of extraction were
evaluated by the dried weight of Aspergillus ffavus micelium and
amounts of aflatoxin B produced. The corn proteic extracts of the
three varieties tested in this assay stimulated fungus micelial
growth. The highest concentration of protein was obtained in
extracts treated with acetone. Both methods were efficient to
quality corn varietal differences, . characterizing the
susceptibility of '"Pipoca Americana" with the highest levels of
aflatoxin produced, "Centralmex N'" and "Centralmex 03" produced
lower aflatoxin B than the control., The results suggest that the
corn proteical composition may have elements wich are elicitors
as well as inhibitors to aflatoxin B production.

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 19(1):67-70, Jan./Mar. 1988.
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Introducao

As aflatoxinas sdo produtos metabdlitos carcinogénicos produzidos por alguns
fungos, do género Asperglllus (2), que aparecem contaminando uma série de produtos
alimenticios no Brasil, dentre os quals o milho (7,8). Devido a sua alta toxicidade
o assunto tem sido motivo de consideravel interesse por parte de  varios
pesquisadores (12). Numerosos estudos evidenciam que a habilidade em produzir esta
toxina varia de linhagem para linhagem (10). Diferencas varietais quanto a produgdo
de aflatoxina em milho j& foram observadas por diversos autores (3, 4, 9, 11, 14).
A elucidagao da natureza quimica dos fatores responsdveis por essas diferencas,
podem auxiliar os geneticistas na obtencdo de variedades com caracteristicas
genéticas favoravels 3 resisténcia a produg@o de aflatoxina (13}). O objetivo deste
trabalho fol desenvolver e testar um método de extragao proteica que possa ser
utilizado em testes de diferenciacdo varietal.

Material e Métodos

Testou-se o efeito de extratos proteicos a base de NaCl 5% obtidos dos genbtipos
de milho "Pipoca Americana", "Centralmex 02" e "Centralmex N", respectivamente
suscetivel, medianamente re51stente e resistente a infeccdo por A. {4Lavus, scbre a
producdo de aflatoxina B, em meio de cultura liquido, contendo 2% de extrato de
levedura e 20% de sacarose. ‘

As amostras de milho foram trituradas em moinho Tka Universal Muhle e passadas
em peneira de 10 mesh para homogeneizagdo. O farelo foi entdo submetido a dois
métodos de extracao proteica 3 base de NaCl 5%.

Em un dos métodos, as amostras foram tratadas com acetona a -18°C (2 ml de
acetona/g de farelo), sob agitagdo constante por 20 minutos. A seguir, o material
foi filtrado em papel de filtro Whatman n® 1, com o auxilio de um funil de Buchner
acoplado a wuma bomba de vacuwo. 2pds a flltragem o farelo seco foi coletado e
misturado a uma solugdo extratora de NaCl a 5%, na proporcdo de 200mg/ml por 12
horas a 59C, sob agitagao manual periddica. As amostras foram centrifugadas a
12.500 g por 60 minutos, a fim de se obter o extrato proteico livre de detritos. O
sobrenadante recolhido, constituindo o extrato proteico, foi adicionado ao meio
liguido na proporgdo de 5ml por 50ml de meio. O outro método consistiu na extragio
direta com NaCl 5% pelo mesmo processo descrito, excetuando-se o tratamento com
acetona a -18°C, ' °

Os frascos, contendo os extratos proteicos e 50ml do meio ligquido, foram
inoculados cam a cultura NRRL 6412 de A, 4favus e incubados por sete dias a 28°C. O
controle foi feito com o cultivo do fungo em frascos contendo 5ml da solucgdo de
NaCl 5% adicionada ao meio liquido.

A avaliagéo, com base em quatro determinagdes foi efetuada estabelecendo-se o
peso seco do micélio e analisando-se o teor de aflatoxina B produzida. Utilizou-se
duas amostras de cada gendtipo de milho por repeticio.

O contelido proteico de cada amostra foli estimado pelo método de Bradford,
descrito por Alfenas (1). Para isto, uma cuva padrdo foi determinada,
utilizando-se albumina bovina cristalizada (Sigma) como padrdo e azul-de-Comassie. G
250 ("Bio Rad Protein Assay") oomo oorante. BAs solugbes de albumina foram
preparadas nas concentragoes de 20, 40, 60, 80, 100, 120 e 140 ug por ml de solugdo
de NaCl 5%. Cinco ml do reagente diluido (1:4) foram misturados a 0,Mml das
amostras-padrao em tubos de ensaio. Posteriormente, a absorbincia foi medida em
espectrofotometro Shimadzu U.V. 150-02 a 595mm. Dos resultados obtldos calculou~se
a-sua equacao de regressd em Y =85,83 A+ 20,26, emque Y é a quant1dade de
proteina em micrograma por mililitro, e A a absorbéncia a 59nm. A Asgs das
amostras, contendo 0s extratos proteicos obtidos do milho, foi medida, e a
concentracao proteica fol estimada pela equacdo previamente determinada.

A determinagao quantitativa da aflatoxina B, produzida em cada frasco contendo
50ml de meio liquido, foi feita pelo método descrito por Nakamura e Yokova (10).
Para isso, extraiu-se a toxina com cinco lavagens de 25ml de clorofémmio em funil
de separagao. Concentrou-se em rotovapor a vacuo o extrato clorofdrmico para 50ml
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(solugdo A); diluiu-se 1ml desta para 50ml (solugdo B) e 5ml da solucdo B para 10ml
(solugao C). Aplicou-se a solugdo C em placas de cromatografia de camada delgada
(DC. Fertigplatten, Kieselgel 60,20 x 20cm) nas seguintes quantidades: 2,5; 5,0;
7,5; 10,0 e 12,5ml, usando-se camo fase movel éter dietilico e depois clorofdrmio:
metanol (95: 5) Calculou—se a quantldade de aflatoxina em miligramas utilizando-se
a formula: A= 0,4 x 10-3x V

Vl
em que:
A= quantidade de aflatoxina B em miligramas;
V= o quociente entre o produto de volumes totais (em ml) de cada diluigédo e o
produto dos volumes (em ml) transferidos para serem diluidos. Para o caso do
extrato cloroformico: .
V= produto do volume total das solugbes A, B, C (150, 50 e 10ml) dividido pelo

produto dos volumes transferidos da soluc;ao A eB (1 e 5ml);
V'= menor volume em que se observa a fluorescéncia;
0,4= constante referente a concentracao minima de aflatoxina em mg, capaz de

emitir fluorescéncia visiIvel na placa de cromatografia.

Para a identificacdo das manchas fluorescentes detectadas nos extratos das amostras
testadas, utilizou-se no desenvolvimento de todos os cromatogramas, um padrdo de
aflatoxina B, fornecido pelo Northern Regional Research Iaboratory, Peoria,
Illinois. :

Resultados e Discussio

Em ensaios prelimj_nares utilizando dois gendtipos de milho, un resistente e
outro suscetivel a A. {Lavus, verificou-se que os extratos a base de agua, alcool
70% e NaHCO3 0,004 M pH 7,0, processados apropriadamente e incorporados ao meio
liquido, nao perm.Lt:Lram observar nenhuma diferenga significativa quanto a produgdo
de aflatoxina. Entretanto os extratos desses genStipos, & base de NaCl 5%,
difereriram significativamente, com o suscetivel permitindo a produgdo dos mais
altos niveis de aflatoxina.

O uso de extratos proteicos de milho 3 base de NaCl 5%, ja vinha sendo efetuado
por alguns autores na tentativa de se obter diferengas varietais quanto a produgdo’
de aflatoxina B (9, 13). Neste ensaio, os extratos proteicos de todas as variedades
testadas estimularam o crescimento micelial de A. {4favus, indicando a efetividade
do milho como substrato natural para o desenvolvimento deste. Os dois métodos de -
extracdo proteica, nao diferiram estatisticamente mostrando-se iqualmente viaveis
para estudos que visem detectar diferencgas varietais em milho quanto a infecgdo por
Aspergillus §Lavus, a partir do peso seco do micélio e teor de aflatoxina produzida
(Tabela 1). Os resultados mostram a evidente suscetibilidade de "Pipoca Americana”,
que além de permitir um otimo desenvolvimento do fungo, registrando a obtengao do
maior peso seco de micélio, também possibilitou a produgdo de aflatoxina em niveis
superiores ao ,préprio controle. Esse comportamento contrasta com os gendtipos
"Centralmex N" e "Centralmex Op", que apresentaram, quando comparadas com ©
controle, ura menor produgdo de aflatoxina B. Esses dados sugerem portanto, que a
camposicao protelca do milho tanto pode conter elementos eliciadores  como
inibidores a producdo de aflatoxina, sem contudo, inibir o crescimento micelial do
fungo. Nao foi possivel detectar diferencas significativas entre os gendtipos
"Centralmex N" e "Centralmex Oz", em nenhum dos parametros avaliados neste ensaio,

A concentragdo proteica nos extratos de "Centralmex N", "Pipoca Americana" e
"Centralmex 05" previamente -tratados com acetona fria fol superior aos néo
tratados, sendo estimada respectivamente em 178, 189 e 201ug/ml, para o primeiro e
em 124, 132 e 148ug/ml, para o segundo. Entretanto, a ¥azao dos métodos de extragdo
nao diferirem significativamente quanto 3 produgdo de aflatoxina (Tabela 1) pode
ser atribuida ao fato, de que a quantidade de proteina extraida, apenas em NaCl 5%,
ja ser suficiente para a produgdo dos mais elevados niveis de aflatoxina possiveis,
nas condigbes de cultivo a que o fungo foi submetido. Assim, & provavel que o

método de extracdo em acetona, e posteriormente NaCl 5%, tenha extraido proteirias
supérfluas ou desnecessarias ao processo de produgdo de aflatoxina B.
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De todos os grupos de proteinas
existentes em grao de milho, King &
Wallin (5) reportam em sua revisio que
‘a globulina, uma proteina altamente
solivel em NaCl, & a Unica conhecida a
afetar diretamente a producdo ou
inibicao de aflatoxina. Nagarajan &
Bhat (9) mencionam ainda, que essa
globulina possui un baixo peso
molecular e que provavelmente & um
fator de inibicdo de aflatoxina em
certas variedades. Considerando as
observacdes feitas neste traballo, o
método de extracao proteica
desenvolvido e testado, poderid ser
empregado com relativa facilidade, em
futlros  trabalhos que sé fazem
necessarios no estudo da constituicdo
proteica de variedades de milho
resistentes a A. {favus, bem como na
caracterizacac fisiologica de isolados
do fungo existentes no Brasil.
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Tabela 1 — Efeito de extratos de milho a
base de NaCl 5% sobre o peso seco do
micélio e aflatoxina B produzidos por A.
fLavus .

Simbolos: *Valores seguidos por letras
diferentes sao considerados
significamente diferentes, pelo teste de
Tukey (P=0,05).

Letras maitsculas “na  horizontal e
minusculas na vertical. Os dados sao
valores médios de quatro determinacdes.

Extratos

Variedades NaCl 5% Acetona + NaCl 5%
Peso Toxina® Peso Toxina
{mg} (ne/50ml) () {ney/ 50ml)
Centralmex N 1450 ba* 0,436 cA 1440 DA '_ 0,400 cA
Centralmex 02 1550 A 0,650 cA 1375 bA 0,600 cA
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Controlel 1000 ¢ 1,230 b 1000 ¢ 1,230 b
C.V. (3) 5,53 7,1 2,7 9,31
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Resumo

A sintese de amiloglicosidase por Aspengillus sofre a influéncia
de uma série de fatores, tails como temperatura, concentracgdo ini-
cial de polissacarideo, pH etc. Em particular, o pH interfere de
forma decisiva na inducao a sintese da enzima, sendo que & possi-
vel imaginar-se a operacdo de um reator com oscilag¢des de pH, ao
invés de mante-lo fixo. Os resultados obtidos indicam pH 5,0 como
otimo para a producao da enzima, obtendo-se uma atividade final
no caldo proxima a 5.000U/%, enquanto que a pH 4,0 obteve-se ape-
nas a metade deste valor. As oscilacoes de pH em torno do vwvalor
4,0 resultaram num acréscimo de 647 na atividade final do caldo,
em relagdo ao valor obtido quando se manteve pH fixo em 4,0. Por
outro lado, as oscilacdes em torno do valor 5,0 reduziram em 107
a atividade enzimatica final, em relacdo aquela obtida com pH 5,0
constante.

Summary

Influence of pH oscillations in amyloglucosdidase production by
Aspengillus awamond

Amyloglucosidase production by Adpergiffus in influenced by a
great number of factors, such as medium composition, temperature,
pH etc. In particular, the pH value exerts a decisive effect in
the induction of enzyme synthesis. It is possible to consider a
batch  cultivation with pH cycling conditions, instead of
mantaining it at a fixed value. The obtained results indicate a
pH of 5.0 as the optimum value for the amyloglucosidase
synthesis, with a final enzymatic activity near to 5,000U0/%,
while at pH 4.0 it was obtained only about half of that value.
The pH oscillations around the value 4.0 resulted in an increase
of 647 in the final activity, regarding the value obtained at pH
fixed in 4.0, The oscillations around pH 5.0 caused, however, a
decrease of 107 in the final amyloglucosidase activity, also as
compared with the value obtained at pH fixed in 5.0.

Introducdo

A amiloglicosidase ou glicoamilase & a enzima que, agindo nas ligacgdes o-1,4 e
o~1,6 da molécula de amido, & capaz de transformar este polissacarideo em glicose,

Rev, Microbiol., Sao Paulo, 19(1)}:71-77, Jan./Mar. 1988,
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para anmbos os . ensaios;
longo de todo o cultivo,
chegando-se a un valor final
ligeiramente inferior, da ordem

ao

Tabela 1 - Resumo dos

resultados

obtidos

nos

cultivos descontinuos de A. awamondl NRRL 3112,

o 3 O r >
de 10%, para o ensaio e 4, ENSATO nN@
em gue se oscilou o pH entre )
4,5 e 5,5. A Tabela 1 indica, S CARACTERISTICA ! (ot ose. 3 (pHgsC.
igualmente, a obtencao de Gl 4,00 entre | (it 5,0)| entro
valores de YA/s e da . 2228 %:2) fa3¢ 5:3)
produt:LVJ.dade em enzima, cerca Concentragao de AR‘;‘(no instante \ -
. , N injeis - S, (g , 3, f
de 10% inferiores para o ensaio tnicial o = So (8/0) 80,2 817 proos
no 4' (.(.urentr:;q;: cefular em t, = X4 o - o .
. . 3/ , s Y 0,
Analisando-se conjuntamente os Ativided 810 - . v
. . vidade enzimatiea w Ly =~
resultados indicados na Tabela ' ariea e fo 7 fo
. W/ . 15,2 9,6 19,6 18,7
1, pode-se concluir que, na ’
. Tempo para consumo da fonte de
verdade, as diferencas cathono - t¢ (1) a2 - s us
- ono - ' ¥
observadas entre os ensaios nes =
. ~ ~ N Concentragao de ART em tp - Sf
2, 3 e 4 na sdo .muito @/t 0.77 177 o018 0.19
significativas, chegando-se a . - . - ’ ’ ’ ’
ot Y R oncentragao celular em 'ty - Xp
valores nao muito diferentes da /0 1.5 l6.9 is.2 5.0
.athldade e‘nzml.at?'ca flnal’ berm Instante em que se atingiu a ma-
como das PrOdUthldad§S e dos xima atividade - t'g () 44 45 48 48
fatores de _ Cconversao . Este Atividade enzimatica em 'y =A'e
_aSPeCtO e extrergamente w/e) 2480 4074 4864 4354
importante em termos praticos, Concentragio de At em )-8y (/23| 0,39 1,77 0,18 0,16
pois slgnlflca a mSSlbllldade Produtividade emf,células em t¢
de uma maior flexibilidade no Py (g/0.) (L) 0,34 0,36 0,35 0,33
controle do pH durante o Produtividade em enzima em t'¢
processo, nao havendo a Py (/e @ 56,0 90,3 100,59 90,3
necessidade de um controle Fator de conversao substrato a
rigido do mesmo em wum valor cilulas - ¥y, ) 0,18 0,20 0,18 0,17
fixo. Além diSSO, indica também Fator de conversdo substrato a
una  baixa sensibilidade do enzima = ¥, o 4 30,9 50,9 58,4 51,2
sistema a uma eventual
heterogeneidade do pH em um (1) by - £ . S
reator industrial. : t XS s, s
. . AL = A :
A fim de se poder analisar @ py = L2 @ v, Me
t'e NS s - s'¢

melhor a influéncia do pH na
sintese da amiloglicosidase,
foram calculados ainda, para
todos os ensaios, os valores da .
velocidade especifica de producdo da glicoamilase (uA), ao longo de todo o cultivo,
definida pela expressao: ‘

1 da
Mg F

orde: pA = velocidade especifica de producdo da amiloglicosidase (U/g.h)
X = concentragdo celular (g/%)

g% = velocidade de produgéo da amiloglicosidase (U/2.h)

Os valores de dA/dt foram obtides a partir das curvas de atividade em funcdo do
tempo, calculando-se as derivadas segundo método proposto por Ie Duy & Zajic (5).

A Figura 4 indica os valores obtidos de A em fungio do tempo para todos os
ensaios. . .

A partir desta figura observa-se que- as cwrvas de pA apresentam duas fases
distintas: uma fase inicial, onde pA & crescente e atinge um valor maximo em
aproximadamente 14 a 16 horas de cultivo, e em seguida, uma sequnda fase, onde A
passa a exibir um comportamento decrescente, até o final do cultivo.

Pode-se observar que o inicio da queda de yA & praticamente coincidents com o
instante em que o polissacarideo se encontra totalmente hidrolisado, ou seja,
quando se tem ART = AR, conforme se observa na Figura 1. Portanto, tem-se a ‘partir
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deste instante, © microrganismo crescendo em presenca apenas de glicose no meio,
gue passa a exercer un efeito repressivo significativo. GOomo resultado deste
efeito, e também devido & limitagao pelo oxigénio, que passa a atingir a partir de
entdo, valores inferiores a 10%, obtém-se portanto, wum decréscimo acentuado da
velocidade especifica de producdo da amiloglicosidase.

Com relacdo a influéncia do
pH nesta segunda etapa do
cultivo, observa-se através da
Figura 4, que os valores de uA
obtidos no ensaio n? 3 (pH
5,0) foram nitidamente
superiores aos ensaios n?s 1 e
2 (pH 4,0 e pH oscilando entre
3,5 e 4,5, respectivamente) e
praticamente coincidentes com
os valores obtidos no ensaio
n® 4 (pH oscilando entre 4,5 e
5,5), apresentando  alguma
diferenca apenas no final do
cultivo, Deve-se  oObservar
também que, os valores de A
para o ensaio com oscilagao de
pH ao redor de 4,0 (ensaio n®
2) foram sempre superiores em
relacdo ao ensaio a pH 4,0
constante (ensaio n@ 1).

No tocante a primeira etapa
das curvas de upA, em que se
tem wA crescente, observa-se
un fato bastante interessante:
os valores de uA obtidos no
ensaio n¢ 2, isto &, com pH
oscilando entre 3,5 e 4,5,
foram nitidamente superiores
aos obtidos em todas as outras
condicoes de pH, obtendo-se

valores - praticamente
coincidentes para aqueles
ensalos.

E possivel que se possa
atribuir tal superioridade nos
valores de uA, a realizagdo de
oscilacoes mais freguentes de
pH no ensaio n? 2, conforme se
pode observar na figura 3, ao
se comparar os perfis de pH
dos ensaios n®s 2 e 4.

Cumpre  lembrar que a
frequéncia das oscilagoes de
pH era ditada pelo proprio
andamento do cultivo.
Portanto, & possivel imaginar
ainda, a realizacdo de ensaios
com oscilagoes forgadas, isto
&, mais frequentes, ao long
de todo o cultivo, buscando
desta maneira a obtencao de
valores mais elevados de uA.

Tais consideracoes indicam,
portanto, uma influéncia

Figﬁra 1 - Concentracdc de AR(c), ARI(e) e
oxigénio dissolvido (x) em funcao do tempo de
cultivo durante o emnsaio n® 1 (pH=4,0).
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Figura 2 - Concentracdo celular em funcao do
tempo de cultivo

Simbolos: (o) Emsaio n? 1 (pH=4,0); (e)
Ensaio n® 2 (pH oscilando entre 3,5 e 4,5);
(A) Ensaio n? 3 (ph=5,0); (4) Ensaio n® 4
(pH oscilando entre 4,5 e 5,5)
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Tamanho da .colonia: Para se Figura 1 — Placa de Petri inoculada com
conseguir um tamanho de coldnia Humicola sp, durante cinco dias, apds
adequado estudou-se: 1 a choque térmico e corada pelo método
concentragio de citrato de sadio a desenvolvido no presente  trabalho.
ser adicionada a0 meic de cultura Visualiza-se, nitidamente, a presenga do
para reduzir O crescimento da halo claro em volta das colonias indicando
coldnia a um diametro tal que a exportacdo de enzimas celuloliticas
permitisse inocular e medir a extracelulares, que hidrolizaram a

capacidade celulolitica de cinco
colbnias por placa. Segundo os dados
da tabela 1 a concentragdo mais
efetiva para o redutor de coldnias
foi a de 10 mM. O citrato de sddio
na concentracdo de 5 mM ndo reduziu
o crescimento das coldnias impedindo
assim visualizar a presenga do halo.
2) temperatura e periodo de tempo de
incubacdo que permitissem obter
colonias de tamanho adequado. Os
dados da tabela 1  indicam que as
coldnias incubadas durante trés dias
desenvolveram~se muito pouco e
portanto a margem de erro na medigao
das mesmas foi muito grande. Com dez
dias de incubacdo as placas
apresentaram ressecamento do agar,
nao sendo possivel uma medigdo
correta do diametro das colonias.
Porém, coldnias de cinco a sete dias
apresentaram tamanho razoavel e
ideal nas condigles utilizadas para

celulose do meio.

visualizacéo do halo. Tabela 2 - Indice de atividades
enzimatica de Humicofa sp em 4 meios de

leéem}tl de hato de deg/wdacao e cultura em diferentes témpos €

indice de atividade enzimatica: As temperaturas de incubacdo (média de 5

co}onlas com trés dias de incubagao repeticdes.

além de serem muito pequenas ndo Simbolos: - Nio foi detectado produgdo’

-apresentaram halo de degradacdo de de halo de degradacgdo; * Nao houve

celulose. Com dez dias de incubagao praticamente inibicdo do crescimento

houve ressegamento do meio de ocorrendo juncdo das coldnias, o que

CUltiYOr nao sendo POSSivelA una impediu a medicdo do indice de

medicao correta do halo. As colonias atividade enzimitica.

incubadas por cinco e sete dias

apresentaram halo de degradacao Terperatura 280C 426

visivel, sendo que as cultivadas Mrio ’

durante  cinco  dias a 42°C blas™ o2 23

apresentaram os maiores Iindices de 5 - 1,17 1,22 % - % 1,28

7 * . 1,05.1,13 * - % 1,05

atividade enzimatica (tabela 2).

Choque f2nmico: A aplicacdo de choque térmico (509%c) por 16 horas, auxilia a.
revelacdo do halo de degradacgdo da celulose. Segundo Montenecourt & Eveleigh (3) o
choque térmico favorece uma hidrdlise mais rapida da celulose, permitindo a selegdo
de colénias produtoras de enzimas celuloliticas termoestaveis. Entretanto: a
temperatura de 509C conduz a paralizagdo do crescimento de Trichodenma reesedl. A
emergéncia do halo claro de hidrdlise deve-se a0 efeito combinado do aumento da
atividade celulolitica e de wuma consequente inibigdo do crescimento do fungo.
Sequndo os autores, isto poderia ser devido a liberagdo de celulases das hifas
localizadas nos bordos das coldnias por autdlise resultante do tratamento térmico.
Isto ndo parece ocorrer em T. reesel cujos isolados permanecem vidveis apds o
tratamento com calor. O mesmo fendmeno ocorre em Humicofa sp de modo que o halo se
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manifesta provavelmente em funcdo de uma maior atividade da enzima j& difundida no
meio quando em temperatura mais adequada. Entretanto, serdo necessirios mais
estudos para esclarecer a agdo do choque térmico favorecendo o aparecimento do
halo., :

ConclusGes

Pelos resultados obtidos pode-se ooncluir que o meio mais adequade para
visualizagdo do halo de degradacdo da celulose em Humicola sp deve conter KC1,
‘extrato de malte e citrato de sddio 10 mM; o periodo e temperatura de incubacio
favoraveis foram cinco dias e 429C respectivamente com posterior choque térmico a
509C durante 16 horas seguindo-se aplicacdo de corante para melhor visualizacio do
halo de degradagdo. A técnica aqui descrita permite a visualizacdo de um halo de
degradacio de celulose, ao redor das coldnias comprovando a capacidade do Humicofa
sp em exportar celulases. :
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Summary

Immunoglobulin from rabbit serum was purified by ammonium sulpha-
te precipitation followed by chromatography on DEAE-cellulose and
gel filtration in Sephadex G~200. The efficiency of all steps was
followed by protein determination and profiles in sodium dodecyl
sulphate polyacrylamide gel electrophoresis. Sheeps were immuni-
zed with purified IgG. The sheep anti-rabbit IgG titre was eva-
luated by double immunodiffusion gel plates. The system rabbit
serum vs sheep anti-rabbit IgG serum was used as precipitating
system 1in radioimmunoassay of the retrovirus immunogens, in this
case, pl5 of avian leukosis virus.

Resumo

Purificagac da imunoglobulina (1gG) de coelho, obtencdo de sono
de carneino Anti-1gG de coetho e aplicacdo em radioimunoensaio de
p135 do vinus da Leucose de aves.

A imunoglobulina de coelho foi purificada por ' precipitagdo com
solugao saturada de sulfato de amonio seguida de cromatografia em
DEAE-celulose e filtracao em Sephadex G-200., A eficiéncia do pro-
cesso foi seguida pela determinacao de proteina e perfil da ele-
troforese em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sddio. Car-
neiros foram imunizados com a IgG purificada e o titulo do soro
de carneiro Anti-IgG de coelho foi estimado por prova de dupla
difusao em gel de agar. O soro imune assim obtido mais soro nor=
mal de coelho foi empregado como sistema precipitante em radioi-
munoensaio dos imundgenos dos retrovirus, neste caso, pl5 do.  vi-
rus da leucose de aves,

Introduction

The animal immune system response to a challenge by the antigen under apprdpriate
conditions results in a secretion of population of antibodies from differentiated
Iymphocytes or plasmocytes. The antibodies are characterized by its abilities to

Rev. Microbiol., S3c Paulo, 19(1):82-88, Jan./Mar. 1988.
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react specifically with the determinants groups of the antigen (epitopes) (10, 16).
Several approaches have been used to purify the immmoglcbulins from serum
depending on the degree of purity desired, in order to be used in serological
reactions, therapy or experimental purpose. The available methods are based either
on physico-chemical properties of proteins or careful separation of antibody from
antigen-antibody complexes (3). Because of practical reasons, the methods based on
physico-chemical properties of antibodies are more widely used. The salting out by
itself is not enough to purify, requiring further steps (14). .

In the present work, we are reproducing an efficient although time consuming
procedure for IgG purification based on salt fractionation followed by
DEAF-cellulose chromatography and filtration in Sephadex G-200 (14, 15). The
purified rabbit IgG was used for sheep immunization. The sheep anti-rabbit IgG vs
rabbit serum complex represented the precipitating system of radioimmunoassay. (At
the time we started the immme serum obtention it was not commercially available
and even now, it is not easy to get products without alteration besides being
sypplied in small amounts). .

Initially, the radioimmmoassay (RIA) was used for hormone assays, mainly
insulin. Iater on, it was extended to other areas of research, particularly in the
immunology of tumour viruses. Before that, for retrovirus antigen evaluation, the
complement fixation assay was used, -the RIA was shown to be considerable more
sensitive, about 100 to 1,000 times (4). Higuchi and August (8) showed the high
sensitivity of RIA in the study of competition of normal cells, purified virus
suspension, productive cells and supernatant fluids in avian myeloblastosis virus
system.

All retroviruses synthesize their major structural compcnents as a precursor of
70 to 80K molecular weight polyprotein. The precursor is processed by proteases,
that cleave the polyprotein to give the virion proteihs. In the case of - avian
leukosis virus (ALV) we can distinguish the following camponents, named p27, pl9,
p15, p12 and p10. The pl15 ("protein" of 15K molecular weight - nomenclature
proposed by BAugust & al. (1), is located in the carboxi-terminal of the precursor
molecule, it has a remarkable proteclytic activity (17, 19).

The immunoreagents we have prepared were sucessfully used to assay the structural
antigens of avian leukosis virus (6, 7). The immunogens were isolated from purified
virus suspension by one of us (18) (J.M.M.S.F. - paper submitted to publication).
Here, we are showing the studies on the immunogen p15 (not included in the above
manuscript) using the prepared precipitating system,

Material and Methods

Protein determination - The protein content was evaluated by assaying an aliquot of
sample by Iowry & al. method (13).

Potyacryfamide sodium dodecyl sulphate gel elecitnophonesis (PAGE) - The steps - of
the purification procedure were followed by electrophoresis profile at 12.5% gel
concentration as described elsewhere (8, 9).

Double immunodifgusion test - The titre of sheep anti-rabbit IgG serum was defined
as the highest serum dilution giving precipitation line against purified IgG (5,
12).

Radioimmunoassay — The assay was carried out in a double antigen-antibody . system,
using antigen labelled by '*°Iodine, antibody in a dilution equivalent to its titre
(8, 9, 1.

The titration reaction was carried out in a system containing: 0.03ml of normal
rabbit serum diluted 1:3; 0.0Mml of immme serum in serial dilution; 0.02ml of
*2%I_protein in adequate dilution to have approximately 1.0 nanogram of -the
labelled antigen. After completing the volume to 0.150ml with TEN buffer containing
2mg bovine serum albumin, the mixture was incubated at 37%C water bath for three
hours. The second antibody 0.03ml dil 1:256 SAR (sheep anti-rabbit) was added and
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the reaction left to completion by overnight incubation at 49C. After addition of
0.05ml of cold TEN buffer, the pellet was collected by centrifugation at 3.500 x g
for 20 minutes and washed once with the same buffer. The radiocactivity of the
pellet was measured in a gamma counter. -

Immunoglobulin purification — The immme serum is properly diluted with cold saline
solution and then precipitated with saturated ammonium sulphate solution up to 50%
final saturation. The pellet was oollected by centrifugation at 3.000 x g/15
minutes at 49C, The ressuspended pellet was extensively dialyzed against 20mM
phosphate buffer pH 8.0 - This dialysed sample was passed through & (DEAE)
diethylaminoethycellulose colum (2.0 x 25cm) eluted with 10mM potassium phosphate
buffer pH 8.0. The first peak of protein, measured at 280nm absorbance was |
concentrated by reprecipitation with ammonium sulphate. The precipitate was
dissolved in PBS (phosphate saline buffer pH 7.5) and the excess of salt was
eliminated by extensive dialysis against the same buffer. The sample was then
passed through Sephadex G-200 colum, (4 x 42cm), eluted with 10mM phosphate saline
buffer 7.8. The amount of protein was estimated by absorbance measurement at 280nm.
The steps of the purification procedure was followed by protein determination and
profile in sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE).

Sheep immunization — 6.5mg of rabbit IgG dissolved in 1.0ml of PBS; added dropwise
to 1.0ml of camplete Freund adjuvant and carefully emulsified in a syringe. 1.0ml
of emulsion was injected in the animal tail. Every two weeks, booster injections
were given using the antigen suspended in the incomplete Freund adjuvant. Before
each injection 10ml of blood were taken from jugular vein and antibody titre was
determined in the serum (double immunodiffusion gel technique).

Results and Discussion

Immme serum purification is done quite oftenly but usually, people do partial
purification because of technical difficulties, mainly when big volumes are dealt.
Due to indirect interference of serum camponents and in certain "cases to avoid
undesirable side effects, the need of purified IgG instead of whole immme serum
became relevant. i '

In the earlier times, salt purification was done mainly with sodium sulphate. In
our preliminar studies, the ammonium sulphate proved to be more efficient because
of the great loss with sodium sulphate (15). In the ammonium sulphate step we got
about 30.2% total protein recovery in several preparations (Table 1). In the
DEAE-cellulose chromatography once it is based on charge, the first peak represent
the IgG fraction (Figure 1). In this step, in the first peak there were 187.2mg of
protein corresponding to 25.3% yield. The fraction after proper treatment was
passed through Sephadex G-200 (Figure 2) with an average of 8.1% protein recovery.
The Fiqure 3 represents the electrophOresis profile of fractions of different
steps. To begin with, we saw more than 10 lines, surely scme are aggregates and the
number of  components reduced in the ion exchange chramatography. The
electrophoresis was carried out in the presence of the reducing agent
2—-g-mercaptoethanol. The  immurnoelectrophoresis ~was not done because the
immunochemistry of products were out of interest. ' -

The rabbit IgG was used to induce what we called (SAR) - sheep anti-rabbit Ig
serun. In the best preparation, after three booster injections the sheep
anti-rabbit serum titer was 1:256 serum dilution, determined by double
immnodiffusion gel plates (Figure 4).

The application of the system rabbit serum vs sheep anti~rabbit IgG in our study
was in radioimmmoassay as indicator of the presence of the complex - retrovirus .
antigen vs antibody. As widely known the radioimmunoassay is so far the most
sensitive method for detection of antigen present in a system in which the
antigen-antibody forms a scluble camplex and then it is precipitated by the second
antigen-antibody (rabbit serum ws anti-rabbit IgG). We use this assay to detect
retrovirus antigen or its equivalents present in fibroblasts, normal cells or



85

infected cells. By the amount of labelled antigen in the precipitate we can measure
the degree of campetition of the unlabelled component in the cambination with the
antibody combining sites. The Table 3 represents the standard curve for p15 which
can be used to calculate the presence of equivalents of pl15 in a biological
material, like culture fluid, cell extract or virus suspension.

We feel that the standardization of assay conditions for retrovirus proteins
studies is highly relevant, we don't depend on ready-made reagents, actually there
is no kits available for these particular antigens. Besides, wusing hetererologous
competition assays it 1is possible to measure the degree of group, type or
interspecies determinants groups present in a protein (9, 17). It is truth that the
assay requires the radioactive 1257 Na, not always available. The standardization
of the precipitation system and the chance of the suppling the immunobiological
reagent have been very helpful in retrovirus antigen studies.

Table 1. - Rabbit IgG purification: Table 2 — Use of sheep Anti-rabbit IgG
Protein determination in the radioimmunocassay ‘

Protein content determined according to ‘The reaction was carried out as written
Lowry et al. (1951) using bovine serum in Material - -and Methods
albumin (1mg/ml) as standars. (Radioimmunocassay). The  titre was

1:5,000 © calculated by plotting the
results in a semi-log paper.

volure Total Yield

Fraction mg/ml ) ) @ Tube Buffer NRS Anti-pl5 125;-15 SAR pptation
il T G
9 @) () 0.02ml (D) (i) (%)
Total serum 52.8 14.0 739.2 100.0
Ampmonium sulphate step  37.2 6.0 223.2 30.0 1 0.130 - - 0.02 - -
DEAE-colum peak 28.8 6.5 187.2 25.3 2 0.07  0.03 - 0.02  0.03 -
Sephadex G200 150 40  60.0 8.1 3 0.06 0.03 1:64,000 0.02 .03 9.3
4 0.06 0.03 16,000 0.02  0.03  19.2
5 0.06 0.03 4,000 0,02  0.03  52.2
6 0.06  0.03 1,000 0,02  0.03  85.9
7 0.06 0.03 256 0.02  0.03  96.4
8 0.06 0.03 64 0.02  0.03 100.0
~Table 3 - Standard competition
assay: 123T-ALV-p15 vs Anti-p15 vs

ALV-p15

System: 0.03ml NRS dil 1:3; 0.02ml
Anti-p15  dil  1:5,000; 0.02ml
1251-p15 (52,000cpm); p15 indicated
concentration; 0.03ml SAR dil 1:256;
TEN-2 to a volume of 0,250ml. The
amount of precipitation in a tube
without pl15 was taken as 1007, For
reaction details see
"Radioimmunoassay"” (Methods).

Unlabelled pi5 Precipitation Blockage

Tube ng (%) (%)
1 - 100.0 0.0
2 0.6 ©o8aT 15.29
3 1.2 77.88 22.12
4 2.5 41.39 58.61
5 5.0 29.53 70.47
6 20.0 22.67 77.33
7 40.0 18.10 81.90
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Figure 1 — - DEAE-cellulose

chromatography of the  fraction
precipitated with ammonium sulphate.
The rabbit serum was precipitated
with cold saturated  ammonium
sulphate up to 507 saturation., After
proper treatment, sample was applied
on DEAE-cellulose column, eluted
with 200mM phosphate buffer pH 8.0
and absorbance of the fractions
measured at 280nm.

Ab
280nm

0.~

1 Lo deiy,
40 80 120
Fraction number

Figure 3 - Polyacrylamide
gel electrophoresis at 12.5%
gel concentration,

Symbols: lanes 1.2 whole
serum; lane 3.,4.5 = pellet
ressuspended (dialysed) from
ammon1um sulphate
precipitation; lanes 6.7.8. =
DEAE-cellulose column -~ first
peak; lane 9 and 10
Sephadex G-200 column -~ peak;
lane 11 = standars.

Figure 2 - Sephadex G-200
filtration. The first peak from
DEAE-.cellulose column was

concentrated, dialyzed and applied
on Sephadex-G-200 column, eluted
with 10mM PBS buffer pH 8.0 and the
absorbance of fractions read at
280nm.

Ab
280nm

1O~

N

[ l

IO 50 10O
Fraction number
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Figure 4 - Ouchterlony double diffusion gel.

Symbols: Upper: central hole = purified rabbit IgG; side
holes = sheep anti-rabbit IgG dil. 1:8; 1:16; 1:32; 1:64;
1:128; 1:256, Lower: central hole = purified rabbit IgG.
side holes = normal sheep serum dil 1:16; 1:32; 1:64;
1:128; 1:256 and diluting buffer.
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INFORMACAO TECNICO-CIENTIFICA SBM

5th Internaticnal Symposium on Miérobial Ecology (ISME-5)

Serd realizado no periodo de 27 de agosto a 1 de setembro, 1989 em Kyoto, Japdo.
Todos os aspectos da pesquisa cientifica relacionados. a ecologia de’
microrganismos serdo discutidos. O programa incluira conferéncias, simpdsios,
mesas-redondas e temas livres (orais ou "posters"). Os tdpicos a serem discutidos
serdo os seguintes: S
1. Processos microbianos. nas comunidades marinhas.
2. Microbiologia de ambientes extremos.
3. Microbiologia de ambientes oligotroficos.
4. Microbiologia de sistemas gastrointestinais.
5. Microhabitats.
6, Analises da interagdo de sistemas microbianos.
7. SucessOes flngicas.
8. Degradacao da matéria organica no solo.
9. Fixacado do nitrogénio na rizosfera.
10. Ecologia microbiana de campos submersos dos arrozais.
11. Micorrizas vesiculares-arbusculares.
12. Microbiologia de sedimentos.
13. Ecologia microbiana de sistemas de aguacultura.
14. Ecologia da "floragao" de algas.
15. Distribuic¢ao de plasmideos e virus no ambiente aguatico.
16. Microbiclogia da poluigado aquatica e dos processos de tratamento de esgotos.
17. "Biofouling".
18. Adaptacdo génica aos xenobidticos.
19. Biodegradacao de xenobidticos.
20. Microbiologia de alimentos fermentados.
21. Desenvolvimentos recentes na tecnologia microbiana de alimentos.
22, Transformagles anaerdbicas.
23. Producao de toxinas em animais marinhos, por microrganismos.
24, Ecologia microbiana de interesse a microbiologia médica.
25. problematica ambiental relacionada aos microrganismos produzidos: por
Engenharia Genética,
26. Nitrificacao e denitrificacao no ciclo do Nltrogenlo.
27. Mensagens moleculares e intercomunicacac nas comunidades microbianas.
28. Identificagdo de microrganismos a nivel mlecular.
29, Novos métodos em ecologia microbiana.

Contacto: S

Prof. Usio Simidu

Secretary General

c/o Inter Group Corp.

Akasaka Yamakatsu Bldg, 8-5-32
Akasaka

Minato-ku, Tokyo 107, Japan
Telex: 02425181 IGC J

Divulgado por Profa. Dra. Maria Therezinha Martins, representante ro Brasil
na ICOME

End.: Av. Prof. LJ_neu Prestes ,1374

05508 Sao Paulo SP, Brasil

Nota: Pretendemos organizar um grupo para participagao no evento, .

Aps interessados: contactar Profa. Dra. Maria Therezinha Martins, Prof. DOr.
Walderez Gambale ou Profa. Dra. Claudete Rodrigues Paula no endereco acima.

Rev. Microbiol., 330 Paulo, 19(1):89-92, Jan./Mar. 1988.
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Valorizacio da revista cientifica nacional

Estranha tendéncia tem sido observada de alguns tempos a esta parte entre os
pesquisadores brasileiros, qual seja a de considerar trabalhos de valor scomente
aqueles publicados em revistas estrangeiras ou publicados em outra lingua.

Nao somos xendfobos ou contrarios a publicagdo, em revista estrangeira, porém, &
preciso considerar que a verdade nao deixa de ser verdade seja ela publicada em
revistas nacionais, seja em revistas estrangeiras.., em portugues ou em outra lingua.
Parece que, por essa tendéncia, somente sdo publicados em revistas nacionais os
falsos resultados, artigos mcompletos ou de haixa qualldade.

Em determinadas areas de pesquisa & fundamental e necessario que, o conhecmento

adgquirido ocom recursos pagos pelos contribuintes de impostos, seja levado aos
profissionais, os professores, aos estudantes. E o que ocorre com os estudos
realizados sobre d¥encas que ocorrem em nosso meio, como a paracoccidioidomicose,
lobomicose, doenga de Chagas esquistossamose e outras, gue ndo ocorrem nos paises
do primeiro mundo, onde s80 publlcados. v

Ent3o qual interesse desses paises em conhecer <cada vez mais as doengas dos
paises menos desenvolvidos? Evidentemente, um dos aspectos mais importantes € a
venda de tecnologia dos medicamentos, a tecnologia do diagndstico, étc. .

Mo campo do mercado editorial, & oportww lembrar que os recursos enviados pelos
autores, muitas vezes provenientes .de agéncias governamentais, poderiam ser
aplicados em revistas brasileiras, permitindo com isso melhorar a nossa industria
editorial e aprimorar a capacitagao dos profissionais de empressa, nos seus varios
setores.

BAs revistas brasileiras necessitam ser prestigiadas com artigos de boa qualidade,
para permitir a penetragdo das mesmas em meios cientificos internacionais.

O gque & mais paradoxal em relacdo ao problema & a posicao das agéncias de
financiamento, as quais sao avarentas em relagdo as revistas brasileiras, porém,
estimulam a publicagd em revistas estrangeiras, fornecendo inclusive divisas em
moedas estrangeiras que tanto fazem falta na importagac de reativos e insumos que
nao fabricados no pais.

Un dos argumentos utilizados & na escolha das revistas e o rigor aplicado na
andlise e selecao dos artigos feita por comissCes editoriais, das revistas
estrangeiras. Se as revistas brasileiras tivessem mais recursos, ban trabalhos e
fossem apoiados pelas comunidades cientificas, poderiam melhorar seu padrdo
editorial e a qualidade dos artigos, ter peridiocidade rigorosa e divulgacdo mais
ampla, além de poderem compor comissdes editoriais mais rigorosas.

O desencolvimento cientifico e tecnoldogico do Brasil passa por um sistema
aprimorado e avangado de comunicacdo e transferéncia dos novos conhecimentos, que
devem atingir o interessado, com grande rapidez, precisdo e clareza.

Paulo S. Minami

Departamento de Andlises Clinicas e Tecnoldgicas
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas USP

05508 Sao Paulo SP

IT Encontro Nacional de Microbiologia Ambiental

A Sociedade Prasileira de Microbiologla e o Comité Iatino-Americanc de
Microbiclogia Ambiental promoverdo de 13 a 16 de outubro de 1988, no Hotel Majestic
em Aguas de Lindéia, SP, o II Encontro Nacional de Mic roolologla Ambiental, O
evento tem por finalidade, ndo apenas a aquisicdo de conhecimentos e intercambio de
informagoes, mas também um maior entrosamento do grupo.

O programa constara de confer@ncias, cursos tedrico-praticos demonstrativos e
apresentagdo de trabalhos.

Sociedade Brasileira de Microbiologia
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VITI Simpdsio Nacional de Fermentacoes

A Sociedade Brasileira de Microbiologia promoverd de 3 a 7 de agosto de 1988, o
VIII Simpbsio Nacional de FermentacGes.

0 local escolhido foi a estancia climatica de Sao Iourenco, MG., devido as
facilidades de acesso, hospedagem e locomocdao que a cidade proporciona aos
participantes do evento, que estara sediado no Hotel Primus (tels. 035 - 331.1244 e
331.1835).

O VIII SINAFERM, como nos outros anos, constara de cursos pré-simpdsio nos dias 3
e 4, e de conferéncias e apresentacac de trabalhos originais de pesquisa nos dias
5, 6el.

Afora os objetivos usuais de um evento deste tipo, pretendemos focalizar nas
conferéncias o desenvolvimento mais recente nas varias areas da Tecnologia de
Fermentacoes e valorizar a apresentacac dos trabalhos, Para tanto foi escolhido um
Comitd Cientifico de renome nas diversas areas mencionadas, que ira opinar sobre o
programa do SlmpOSlO e avaliar os trabalhos enviados afim de seleClona—los, com ©
rigor necessadrio, para comumnicacdo oral ou apresentacao na forma de “"poster” e
publicacao dos anais.

Sociedade Brasileira de Microbiologia

69 Congresso Internacional de Colegbes de Cultura
Tema: O "pool” genetico microbiano

Organizacdo: World Federation for Culture Collections
30 - Outubro até 5 de Novewbro/88

University of Maryland

(bllege Park, Maryland

Washington D.C. USA

O tema deste Congresso enfatiza a importancia das colegSes de cultwra na
preservacio do, "pool" genético e nas atividades de suporte aos programas de
pesquisas cientificos e tecnologicos.

O programa do Congresso consta de: Simpdsios, discussbes em mesas redondas e
apresentagdo de "Posters”.

Simpdsios  : "Microrganismos de ambientes extremos.”
"Estabilidade das propriedades bioldgicas e guimicas de microrganismos
mantidos em colegtes de cultura.
"Liberacdo de microrganismos produzidos por técnicas de Engenharia Gen
Genética, no meio ambiente".

Temas de
algumas Mesas ‘
Redondas: "Metodos de Isolamento"

"padrGes para colecgdes de culturas"
"Patentes, e condigdes de quarentena" ;
"Interface entre colecles de culturas e Ensino Superior"
"Cepas de Referéncia".

Taxa de Inscricdo: US$ 170,00 até 1 agosto/88.

Maria Therezinha Martins

Depto de Microbiologia
Instituto de Ciéncias Biomédicas
Av.Prof. Lineu Prestes, 1374
05508 Sao Paulo SP, Brasil
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8th Internatlonal Biotechnology Symposium - 17 a 22 de Julho — 1988
Paris — Palais des Congres

Este Simpdsio organizado pela Sociedade Francesa de Microbiologia pretende
enfatizar o emprego da Microbiologia na vasta drea da Biotecnologia. Baseando-se
em aspectos fundamentais da ciéncia, engenharia e economia © programa abrange a
maioria dos aspectos da biologia moderna. 0] programa cientifico inclui
Temas-livres, posters e mesas redondas. Entre alguns tdpicos a serem abordados
incluem-se:

Mictobiclogia Basica, Geneética de celulas animais, Genética de microrganismos,
Cultura de células, Cinética de Bioprocessos, Controle e Tecnologia de Biorreator,
Vacinas, Reagentes Biologicos, Recentes Progressos em Biotecnologia de Alimentos,
novos desenvolvimentos na produgdo de produtos quimicos  industriais,
Biohidrometalurgia, Tratamento de esgotos, Problemas EconOmicos e  Patentes,
Seguranca, Educagao e Biotecnologia em paises em desenvolvimento. ’ ’
Taxa de Inscrigdo: .

Participantes -~ 2500 Francos e Estudantes - 1000 Francos.

Endereco ‘para correspondéncia:

8th International Biotechnology Symposium
c/o Societé Francaise de Microbiologie
25-28, Rue du Docteur Roux,

75724 Paris (CEDEX 15, France

I Simpdsio Nacional de Controle Biologico de Pragas e Vetores.

A Sociedade Brasileira de Microbiologia, a Sociedade Brasileira de Virologia e a
Fundacdo Jnstituto Oswaldo Cruz, promoverao sob a coordenagao do Dr. Ieon
Rabinovich, o I Simpdsio Nacional de Controle Biologico de Pragas e Vetores. O
evento seri realizado em novembro de 1988 no Rio de Janeiro.

Sociedade BRrasileira de Microbiologia



