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CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE ESTIRPES DE BACILLUS CIRCULANS PER=
TENCENTES A AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION (ATCC)

Mirian A.C. Crapez

Zilmar T. Tosta Fecebido para publicagao em 2/10/806
& Teresinha P. Lacerda

Dept? de Biologia Celular e Molecular
Instituto de Biologia

Universidade Federal Fliuminense

Caixa Postal 229

24000 Niteroi RJ, Brasil

Resumo

Foram estudados aspectos morfologicos, fisioldgicos, bioquimicos
e mnutricionais de seis estirpes nomeadas B. ciicufanst pela ATCC.
Sendo a estirpe 4513 o holdtipo da espécie, foi possivel caracte—
rizar como pertencentes ao grupo ATCC 4515, 4516 e 93985, ATCC
4513 pertence ao grupo morfologico II, apresenta atividade para
catalase, B-pgalactosidade e L-glutamate desidrogenase, hidrolisa
o amido, o "Tween-80" e a composigdo do DNA & 37,3 molesZ GC. Nao
utiliza 4cidos tricarboxilicos, aminoacidos, amidas e compostos
aromaticos. Cresce em NaCl 7% e acidificz meios de cultura con-
tendo carboidratos. Em aercbiose, 87,8% dos carboidratos sao uti-
lizados como fonte de carbono. ATCC 4530 e 14176 ndo podem ser
classificados como B. airculans, ATCC 4530 pertence ao grupo mor-
foldgico I. ATCC 14176 & aerdbica estrita, oxidase positiva e a
composigiao do DNA € 51,0 molesZ GC.

Surmary

Phenotypic charactenization of Bacillus elreulans of the american
type culture collection [ATCC)

Morphological, physiclogical, biochemical and =autritive aspects
of six strains named Baciffus circulans by ATCC have been stu-
died. Since strainm 4513 is the holotype of this species, it has
been possible to show that ATCC 4515, 4516 and 9985 belong to
this group. ATCC 4513, a representant of morphologic group I, is
endowed of catalase, galactosidade and L-glutamate dehyérogena;e
activities; it hidrolyses starch and Tween-80, and its DNA compo-
sition is of 37,3 moles? GC. ATCC 45313 dees not use tricarboxylic
acids, amino acids, amides nor aromatic compounds. It grows in 7%
NaCl and acidifies carbohydrate containing culture media. In ae—
robic conditions, 87,87 of carbohydrates are used as carbon sour-
ce. ATCC 14176 and 4530 cannot be classified as B. circulans sin-
ce ATCC 4530 belongs to morphologic group I and sinmce ATCC 14176
is strictly zerobic, showing oxidase activity and having a DNA
composition of 51,0 molesZ GC.

Introducao

As caracteristicas estaveis e conuns a wa grupo de  estirpes microbianas servem

Rev. Micropicl., S3o Paulo, 19{4):347-353, Out./Dez. 1988.
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para descrever, nomear e definir uma espécie, Outros grupos, a medida que aparecem,
sio examinados an suas propriedades morfologicas, fisioldgicas, nutricionais e
gendticas que persistem apds o cultive "in vitro® e s3 incorporados, pelas
caracteristicas comuns, &s espécies ja descritas. Dentre as diferentes estirpes
definidas numa mesma espécie, una delas, por apresentar uwm  conjunto  de
caracteristicas mais estaveis, conceitua o holotipo da espécie considerada.

2s dificuldades na definigao da espécie se tornam evidentes 3 nedida que o
espectro de caracteristicas estudadas se amplia.

0s primeiros trabalhos sobre bacilos se basearam essenciaimente nas
caracteristicas morfoldgicas. Mais tarde, a taxonomia deste gBnero foi revista em
funcdo da analise das caracteristicas bioguimicas e mutricionais e do nfmero d&e
estirpes estudadas. Em 1952, o© género Bacdflus foi dividido em trés grupos
morfolégicos (18). A definigdo e a subdivisdo inmterna deste grupo  repousam
exclusivamente nas caracteristicas morfolfgicas. PRaseado nesta classificacdo,
estirpes de Bactllus cinculans foram estudadas do ponto de vista morfoldgico,
levando-se também em consideragi@o alguns aspectos fisiologicos e bioguimicos (8).
Este e outros trabalhos estabelecem a evisténcia de wma grande heterogeneidade,
tantc ac nivel das caracteristicas taxontmicas cquanto da ultraestrutura das
diversas estirpes de Bacdlflus cinculans (20). Por outre lado, as variacdes
importantes do teor de quanina e citosina do DNA reforgam a precariedade dos
limites atribuidos a esta espécie {2}.

Material e Metodos

Medo de culiura - O meio mineral abaixo foi wutilizado para conservacdo e estudos
das estirpes: NapHPO4.12H30 - 3,575g; KHyPO4 ~ 0,98g; MgSOy.7HO - 0,03g; NH4CL ~
0,5g; Solugao de oligoelementos - (,2ml e agua destilada — 1000ml. A solucis de
oligoelementos foi preparada em &gua destilada com 0,5% de EDTA; ZnS04.THYO —~ 2,29;
CaCly ~ 5,534g; MnCly.4H)O ~ 5,6g; FeSO4.7H,O — 4,7%g; MHgMO7004.4Ho0 — 1,Tg; CuSOg.
SHpO - 1,57g; CoCly.6HpO ~ 1,69 e Agua destilada — 1000mi, pH 6,0. As culturas sao
realizadas a 329C.

Ornigem e conservacdo das esiinpes - As estirpes foram cedidas por R.E. Cordon
(Waskman Institute of Microbiclogy, New Jersey, Estados Unidos) e sdo originirias
da Anerican Type Culture Collection: ATCC 4513, 4515, 4516, 4530, 9995 & 14176,
ATCC 4513 & a estirpe holdtipo de Bacilius cincufans. A conservacdo das estirpes
fol feita em agar nutritivo peptonadeo a 329C.

Cargetenisticas monfologicas - Bs cdlulas e endosporos foram examinados ao
microscopio Optico em contraste de fase; suas medidas foram obtidas pela inclusdo
em parafina. Os flagelos foram evidenciados pela técnica de Rhodes e o método- de
Gram foi realizado com bactérias em fase exponencial de crescimento (16).

Caracteristicas fisioligicas, bioquimicas e nutricionais - Os testes realizados
neste trabalho sao classicos e seguiram metodologia ja descrita: catalase, reacss
de Voges-Proskauver, resisténeia e lisozima, produgdo de indol, de Hy, de
diidroxiacetona e de pigmentos em meios de cultura contendo glicose e tirosina,
crescimento em anaercbiose, em NaCl 7% e NaN3, redugdc do nitrato, presenca de
I-fenilalanina—desaminase, de tirosinase e de hipuricase, hidrdlise do amido e da
gelatina, temperatura maxima de crescimento (6), oxidase (10), inclusdes de
poli-g-hidroxibutirato  (16), urease (18), hidrolise do “Twe=n-80" (7},
b-galactosidade (11}, arginina-diidrolase e nutricio carbonada (19), IL-alanina e
I-glutamato-desidrogenases (8), I-leucina-desidrogenase {14), acidificacic dos
Ieios de cultura contendo carboidratos em asrobiose (9), d%snitrificagéo (26) e
crescivento em meio peptonado anaerdbico em presenca de 5405%, 82032 e N0 (1).

Detenminacdo  do Zeon de guanina ¢ citosina no DNA - A extracio e purificacio do
DA, bem como a determinacaoc Jo seu teor em guanina e citosina foram realizados com
metodologia 34 descrita (12, 17).
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Resultados

ks coldnias em meio de cultura contendo agar nutritivo, sdo pegquenas, lisas,
convexas, transparentes e com bordas irregulares efou inteiras.

As cBlulas t8m o aspecto de bastoretes, apresentam as extremidades arredondadas e
geralmente formam cadeias (Tabela 1).

Tabela 1 - Gram, mobilidade, grupc morfoldgico, dimensdes de células e
endosporos, temperatura maxima de crescimentc (TM) e teores do DNA em G + C
exXpressos em moles Z.

Zstirpes

ERCC HICC T e ArCC nree

caractertstiny 4513 4515 4318 5995 4530 14176
Gram Dositive negativo varidavel negativo variavel varidvel
*pbilidade positive wositivo negativo oositive ositive positivo
Gruse morfoldgico II i 11 Iz I Il
@1““5(;@3?3“’-”"35 0,9x3,6~72 0,9%3,6=5403x%x3,6+7,205x3,6~541,1x3,6~540,9%35~3
Endosporos {um) 1,2 x 1,8 1,2 x 1,8 1,4 % 1,8 1,1 x1,8 1,1 % 1,8 i1 x1,8
™ R0 48 18 18 37 43 39
G+ C {moles 8) 37,3 38,2 37,2 44,9 37,0 51,0

0z endbsporos sao  ovais, Tabela 2 - Acidificagao do meio de cultura
terminais ou subterminais, contendo hidratos de carbono,
deformando sensivelmente a Simbolos: + = Positive; ~ = Negativo.

ceélula, confirmandn pertencerem
ao grupo morfologico IT (18). A

estirpe ATCC 4530 pertence ao TSSO ot e oo Ame ATCC IC
grupo morfoldgico I (Tabela 1). Bidratos de CarborG ™. 4513 4515 4516 9995 4530 14176
_Nao observamos a presenca de Arbut ina ~
cepsulas, indicande a ausencia Celobiose -
de exopolissacaridecs. Lzabitol -
Todas as estirpes sdo mbveis e B-giaconato T
possuem flagelos peritriquios, b-sorbito] -
exceto ATCC 4516 (Tabela 1), Py i0se -
A coloracao de Gram & variavel Galactose _

(ATCC 14176, 4516 e  4530), Glicerol

positiva (ATCC 4513) e negativa flitose

(ATCC 4515 e 9995). T~arabitol
I—arabirose

Caracteristicas 4isioligicas e — Bflose

bioguimicas - Todas as estirpes Haltose

LR A I R R R R e

L B R R R R R

L T S S S S S S R I I

L R N R

L I I R R R R
H

demonstran  a presenca Ge ﬁaniﬁol -
catalase, g—galactosidade, otaas tose -
L-glutamato-desidrogenase, Meliblose -
hidrolisam o amido, sao a—metil-Doglucosideo -
auxotrdficas & mesdfilas. Raf rase -

Exceto a estirpe ATFCC 14176, Sacarose -
aerdpica estrita, todas as Sisina -
outras sdo anaerdbicas . il
facultativas, fermentam a

glicose e acidificam wmeios de
cultura contendo varios hidratos de carbono (Tabela 2). As estirpes s3o incapazes
de acidificar o meio contendo D-arabinose, - e I~fucose e L-sorkoss.

Somente a estirpe ATCC 14176 € oxidase positiva, caracteristica negativa para
Bacilius elnculans (1).

Apenas a estirpe AICC 9995 & resistente & lisozima, caracteristica considerada
variavel na taxonomia deste grupo (6).
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Tabela 3 - Indice médio de utilizacao (IMY) dos substra—
tos organicos como fonte de carbono

Substratos Estirpes negativa(s) U {%)

Amido, D-e L-arabinose, arkbutina, D~

glicose, D—galactose, D—gluconato,

Demanose, D-ribose, D-glicosamina, 180
frutose, inulina, lactose, maltose,

melibiose, rafinose, salicina, saca-

rose, trealose, acido caprdico

Inosina, celobicse, P—manitol AICC 14176

2-ceto-D-gluconato, piruvato, Dearabi— 2ICC 9985 83
tol, e-metil-D-glucosideo

D-glucorcnato, D-xilose, D-melezitose ATCC 4516

L-malato, L-lactato, L-arabitol ATOT 9995 & 14175 §7
Fumarato ATCC 4530, 9995 e 14176

Glicercl AICO 4576, 4530 e 14176 50
D-sorbitol ATCC 4515, 4516 @ 14176

L~ramnose ATCC 4515, 4516,9995 e 14176
Glicerato HICC 4513, 4516, 4530 & 0895 o
D-galacturcnato RICC 4513, 4515, 4516 e 4530

As estirpes ATCC 4513, 4515 e 4516 crescem em presenga de NaCl 7%,

O crescimento em presenca de NaNy & observado nas estirpes ATCC 4513, 4530 e
9995,

A hidrdlise do "Tween 80" & positiva para as estirpes ATCC 4513, 4516 e 9995.

As caracteristicas abaixo s3o negativas para todas as estirpes: producdc de indol
e de pigmento em meio de cultura contendo glicose e tirosina, redugao de NOF em NOZ
e Np, reagao de Voges-Proskauer, inclusGes de poli-8-hidroxibutirato, producdo de
Hy e de diidroxiacetona.

As estirpes nac apresentaram atividade para as seguintes enzimas: urease,
gelatinase, tirosinase, I~fenilalanina-desaminase, arginina-diidrolase, I-~alanina e
I~leucina~desidrogenases e hipuri . Elas s&o incapazes de crescer em anaerobiose
em presenga de NUT, NO3,540g°, 503° e NyO.

Caracteristicas nutrnicionais - En asrobiose, 87,88 dos hidratos de carbomo sao
utilizados came fonte de carbono, sendo os substratos de crescimento por exceléncia
de Bacilius clrcufans (1), O iIndice wddio de utilizacio (IMJ) dos substratos
organicos come fonte de carbono pelas estirpes estd na Tabela 3.

Os substratos orginicos abaixo ndo sfo utilizades copo fonte de carbono pelas
estirpes: hidratos de carbono - I~sorbose, D~ e I~fucose, sacarato e mucato
{galactarato}; acidos organicos - D-lactato, acetato, propiconate, butirato,
crotonato, isobutirato, valerato, isovalerato, caproato, perlagonato, malonato,
succinato, glutarato, adipato (hexanodidico), pimelato (heptanodidicc), suberato
foctanodidico), sebacato  (decanodidico), agzelaidato (nonanodidico), maleats,
itaconato {metilsuccinico), mesaconato (metilfumdrico), citraconato (metilmal&ico),
citrato, Dl-isocitrato, trans-aconitato, cis-aconitato, a—-cetoglutarato, levulinato
{acetilpropidnico), D-malato, D-tartarato, I-tartarato, meso-tartarato,
DL~3-hidroxibutirato, gliconato, e B-hidroxi-g8-metilglutarato; alcoois e derivados
-  D-@dulcitol, meso-eritritol, ribitol, 1,2~etanediocl, 1,2-propanediol ,
2,3-butanodiol, etanwl, propanol, butanol e  iscbutanol; aminoacidos-glicina,
a-D—alanina, o~I~—alanina, B—alanina, DL-valina, DL-norvalina, I~leucina,
Immorleucina, L-isoleucina, DL~serina, Di~treonina, UDl-aspartato, I-asparagina,
L-glutamato,  Leglutamina, I-lisina, I-arginina, Dl-crnitina, Iecitrulina,
L-histidina, I-fenilalanina, IL~tirosina, [~proclina e 4-amino-n-butirato; aminas e
amidas -  histamina, acetamida, propicnamida, etanclamina, n-putilamina,
n-amilamina, putreascina, espermina, nicotinato, hipurato e dJd-pantotenato;
compostos aromaticos - benzoato, p e m-hidroxibenzoato, ftalato, isoftalato,
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tereftalato, I~ e D-mandelato, alcool benzilico, quinato, shiquimato
(3,4,5-trihidroxi-1-ciciohexano), cinamato {8—fenilacrilico), p-aminobenzoato,
quinurenato  {4-hidroxiquinaldico), naftaleno, fenilacetato, fentlpropionato,
fenilbutirato, p-hidroxifenilacetato, p-hidroyifenilpropionato,
ciclohexano-carboxilato, protocatecuato (3,4-diidroxibenzOico}, gentisato, fencl,
O-, M € p-cresol, 3,4-, 2,3- e 2,4-dimetilfenol, 2,3-diidroxibenzoato,
3-metoxibenzoato, vanilato, veratrato (3,4-dimetroxibenzdico), trimelitato
{1,2,4-benzenotricarboxilico}, m e pcuminico {m e p-isopropilbenzdico), cafeato,
hidrocafeato e ferulato (4-hidroxi-3-metoxicinamico}.

Discussio

A espécie B. cincudans spresenta uma amplitude de caracteristicas fenotipicas tal
que as estirpes conhecidas "exibem variacCes em diferentes direcdes" (5). Estudos
morfoldgicos, nutricicnais e fisioldgicos de 38 estirpes de B. cdrewlans, ilustram
essa heterogeneidade {(6). A grande maioria destas estirpes apresenta pelo mencs uma
das trés caracteristicas que definem a espécie B. alvel: resisténcia a lisozima,
decomposicao da caseina e ausSncia de crescimento a pH 5,7.

Os trabalhos até entao publicados, definindo a espécie de B. circulans, abordam a
morfologia deste grupe de maneira sucinta e estudam caracteristicas nutricionais
(1, 6).

O presente trabalho caracteriza detalthadamente a nutrigdo carbonada, a
acidificacao de meios de cultuwra oontendo hidratos de carbono e a avaliagdo do
estudo de outras caracteristicas fisioldgicas, come a producio de
poli-g-hidroxibutirato, de Hy, e a presenga das enzimas arginina-diidrolase,
I-alanina e I-leucina-desidrogenases, com vistas a una taxoncmia mais precisa.

¢ estudo morfologico das colonias e das células bacterianas efetivou-se conforme
a descrigdo da literatura (1, §6), salientando-se que a maioria das estirpes se
apresenta, @o microscopio Sptico, em longas cadeias de até 7,2um de  comprimento
(Tabela 1}. O crescimento em cadeias & uwm dado que deve ser levado em consideragdo
na taxonomia destas estirpes, pois, sendo B. clrewlans do grupo morfoldgico II,
apresenta caracteristicas que definem os grupos "rhizoid" e "medusa head" formados,
respectivamente, por B. subtifis, B. pumifus, B. Lichenijonmis, B. fiumus e B.
cereus'var. mycoides, B. anthracis, B. thuringlensis, todos pertencendo ao grupo
morfolbogico I (1).

As espécies do grupo morfoligico I s8¢ consideradas Gram positivas e as do grupo
I, Gram negativas ou variaveis (1, 6). Nossos resultados confirmaram os trabalhos
anteriores, no entanto, a estirpe ATCC 4513 & Gram positiva. Existem casos
ilustrativos na literatura que nos permitem indagar a validade da coloracao de Gram
para caracterizacdo de Bacilfus spp. isclados a pertir de amostras de solo.
Bacillus azoleformans & Gram negativo e apresenta ao microschpio eletrdnico, parede
celular caracteristica das bactérias Gram positivas (15).

0 estudo de 57 estirpes de Baciffus spp. isoladas de solo em meio de cultura
contendo come fonte de carbono compostos aromaticos, demonstrou que a coloracdo de
GRAM & variavel para 22 estirpes sem levar em consideracio o grupo’ morfoldgico ao
qual pertencem {4).

A acidificacio do meio de cultura contendo glicose, arabinose, xilose e manitcl &
caracteristica do grupo "circulanas" (6). As estirpes estudadas acidificam estes e
outros  compostos organicos, té@m catalase e hidrolisam o amido. Estas sio
caracteristicas da espescie B. ciaculans,

As caracteristicas que definam a estirpe holdtipo ATCC 4513 de B. circufans si3o:

Caracteristicas monfologicas - Pertence ao grupo morfolégico II, & mdvel cam
flagelos peritriquigos, apresenta endosporos ovais subterminais, deformando
sensivelmente a célula, medindo 1,2 x 1,8um e células em forma de bastonetes
medindo 0,9 x 3,6uwm, formando cadeias de até 7,2um, colfnias lisas, convexas,
transparentes com bordas irregulares efou inteiras.

Canactenisticas §isiolagicas ¢ bioguimicas - Presenca de catalase, f-galactosidade
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e I~glutamato-desidrogenase, hidroclisa o amido e o "Tween 80", & auxotrdfica e
mesofila. Cresce an presenca de NaCl 7%, &€ anserdbica facultativa fermentande o
meio de cultura com glicose e acidifica os melos de cultura contendo: avbutina,
celobiose, D-arabitol, dulcitol, bD-gluconato, De-sorbitol, D-trealose, esculina,
galactose, glicercl, glicose, lactose, Learbitol, IL-arabitol, L-arabincse,
levulose, 6-desoxi-L-manose, maltose, manitol, manose, melezitose, melibicse,
a-metil-D-glucosidec, rafincse, ribose, sacarcse, salicina e xilose.

Canactenistioas mtricionais - Utiliza os seguintes substratos ocomo fonte de
carbono; hidratos de  carbono-~glicose, D-galactose, D-manose, frutose,
gemetii-Deglucoronato, D-xilose, Dearabinose, ILe-arabinose, 6-descxi-L-mancse,
D-ribose, salicina, inosina, lactose, maltose, sacarose, celobiose, melibiose,
trealose, arbutina, melez:Ltose, rafinose, amido, inuilina, 2-ceto-D-gluconato e
glucosaming; acido graxe - &cido caprdico; &cido dicarboxilico - fumarato;
cetodeido ~ piruvato; hidroxiacido - I~-malato e I~lactato; lcoois e derivados -
D-manitol, D-sorbitol, D- e L-arabitol e glicerol.

Nao ha utilizacac de acides tricarboxilicos, aminoacidos, aminas, amidas e
compostos aromaticos camo fonte de carbomo para crescimento bacteriano.
G+ C=37,3mles &

ATCC 14176 e ATCC 4530 ndo fazem parte do grupe “eirculans®. ATCC 14176 &
asrobica estrita, oxidase positiva e seu G + C = 51,0 moles %. A média de teor de
guanina e citosina de DNA para 8. circufans @ 35,0 moles & (13). De acordo com as
caracteristicas bisicas acima, que definem a espécie de B. cdlaw fns, ATCC 14176
ndo pertence a este grupo. Pelo seu elevado G + C, a estirpe ATCC 14176 se aproxima
de Baciflus macerans (G + C = 50,0 a 54,0 moles %), entretanto, esta espécie cresce
en anasrobiose e produz gas a partir de hidratos de carbono e dextrinas cristalinas
(16).

BTCC 4530 pertence ao grupo morfologico I e seu G + C = 37,0 moles §. Pelo teor
de guanina e citosina do seu DNA e a sua capacidade de crescer em anaerobiocse, ela
se aproxima de Baclllus cerews, No entanto, B, Certus. nao acidifica meios de
cultura contendo arabinose, xilose e manitol, & resistente & lisozima e reduz o
nitrato.

Os resultados obtidos pela andlise das caracteristicas apresentadas pelas
estirpes ATCC 14176 e 4530 abram novas perspectivas de estudo. O grupo morfoldgico
II comportava, até entdo, cepas bacterianas com crescimento anserdbico facultativo
{6), enguanto ATCC 14176 & aerdbica estrita e apresenta os outros cacteres que
definem o grupc “circulans". ATCC 4530, por definigdo, pertence ac  grupo
morfoldgico I, em funcio de possuir emdosporos ovdide, que ndo deformam a celula
(6}, mas nao se engquadra em renfuma espécie deste grupo, pois seu fermupo é do
grupe  "circulans”, de acorde com os parametros fisioldgices, bioquimicos e
nutricionias ja def:.m_dos acima.

Agradecinentos

Agradecemcs a F. Van Liexde a execucao técnica prestada, indispensével &
realizagao deste trabalho.

Referencias Bibliograficas

- Barjac, H. de & Bonnefol, A, - Essali da classification bioquimique dJde 64
Baciflus des groupes II et ITI répresentant 11 espéces différentes. Ann. Inst.
Pasteur, 122:463-473, 1972..

2. Fonde, G.J., — The genus Bacifius: an examination of 460 mesophilic strains. ISS
Research Council's series n? 2, p.1~72, 1973.

3. Candeli, A,; Batolomeo, A. de; Mastrandea, V. & Trotta, F. - Contribution to
the caracterization of Bac{lfus megaterium. Inst. J, Syst. Bact., 29:25-31,
1979,



10C.
11.
i2.

13.

14.
15.
16.

17.

18.
19.
20,

21,

353

Crapez, M.A.C. - Isolement a partir du sol et étude de Bactéries aerdbies
sporulées dégradant divers composes aromaticues, Universitsd D'Aix-Marseille I1,
Faculté des Sciences de Luminy, Marselha, Franca, 1982. (Tese de doutoramento) .
Gibson, T. & Topping, L.E. - Further studies of the aercbic sporeforming
bacilli, Soc. Agr. Bact. 2bs., 43-44, 1938,

Gordon, R.E.; Haynes, W.C. & Pang, C.H.N. — The genus Bacilfus, Agricuiture
Handbook n® 427, Department of Agriculture, Washington, 1973.

Harrigan, W.F. & McCare, M.E. - In: Laboratcyy methods in food and dairy
microbiology. London, Academic Press, W.F. Harrigan, p.452, p.1976.

Hong, M.M,; Shen, S.C. & Brauntein, A.E. - Distribution of I~alanine
dehydrogenase and L-glutamate dehydrogenase in bacilli, Biochim. Biophys. Acta
{AMST), 36:288, 1959,

Hugh, R. & Leifson, E. -~ The taxonomic significance of fermentative versus
ccidative metabolism of carbohydrates by various Gram negative bacteria. J.
Bact., 66:24-26, 1953.

Fovacs, N. - Identification of Pseudomonas pyrecyana by the oxidase reaction.
Nature, 29:703, 1956,

ITeminor, L. - La notion d'espéce dans le groupe Safmonelffa. Ann. Inst. Pasteur
(Paris), 92:207, 1958.

Marmar, J. - A procedure for the isclation of deoxyribonucleic acid from
micro-organisms. J. Mol. Biol., 3:208, 1961.

Normore, W.N. — Guanine plus cytosine composition of DNA of bacteria, fungi,
algae and protozoa: Handbook of microbiology. Cleveland, Laskin Iechevalier
C.R.C. Press, 1973. .

Cbermeier, N. & Poralia, K. — Some physiclogical functions of the I-leucine
dehydrogenase in Bacillus subfifils, Arch. Microbiol., 109:59-63, 1976,
Pichinoty, F.: Barjac, H. de; Mandel, M. & Asselinean, J. - Description of
Baeillius azoloformans sp. rov. Int. J. Syst. Bact., 33:660-6862, 1983.

Piechawd, ¥.M, — Cours de Microbiologie Systematique (bactériclogie). Institut
Pasteur, 1971.

Schildkraut, C.L.; Marmur, J. & Doty, P. — Determination of the bhase
composition of deoxyribonucleic acid from its buoyant density in CsCl. J. Mol.
Biol., 4:430, 1962, .

Smith, N.R.; Gordon, R.E. & {Clark, F.E. — Aerobic sporeforming bacteria. U.S.
Dept. Agr. Monog., 16:1, 1952.

Stanier, R.Y.; Palleroni, N.J. & Doudoroff, M., — The aerobic pseuwdomonads: a
toxonomic study. J. Gen. Micrcbiol., 43:159, 1966.

Thibault, P.; Piechaud, M. & Vernon, M. - In: Matériel et méthodes utilisds en
bacteriologie, Paris, Librairie Maloine S.A., 1-109, 1963.

Wolf, J. & Chowdyury, M.S.Y. — In: Barker, A.N.; Gould, G.W. & Wolf, J. - Spore
Research. New York, Academic Press, p.227-245, 1971%.



354

PRESENCE OF MYCOBACTERIUM MARINUM AND OTHER OPPORTUNIST MYCOBAC-
TERIA IN SWIMMING POCL WATERS IN ARARAQUARA, SP

Clarice Queico Fujimura Leite o . _ _ '
Maria Josf Soares Mendes Giannini Recebido para publicagao em 12/11/86
& Deise Pasetto Falcao

Faculdade de (iéncias Farmaceuticas UNESP
Caixa Postal, 331
14800 Araraquara, SP, Brasil

Vércnique Lévy-Frébault

& Hugo David

Service de la Tuberculose et des Mycobacteries
Institut Pasteur

25, rue du Docteur Roux
75724 Paris Cedex 15, France

Suanary

The isclation of Mycobacterium mandinum is reported for the first
time in Brazil. Swimming pool waters were examined for the pre-
sence of mycobacteria with the purpose of evaluating these sam—
ples as a possible source of pathogenic mycobacteria. Twenty four
mycobacterial strains were 1isclated from 72 water samples. The
frequencies of recovery were 37.5% for M. gondonae, 20.8% for M.
chelonae, 4.27 for M. morinum, 4.2% for M. scauwdulaceum, 4.27 for
M,  avium intracellulare, and 29.2% of unidentified wmycobacterial
strains. These latter strains presented morpholegical and bioche-
mical features identical to M. cofdonae, however mycolic acid de-
terminaticn allowed to recognize these strains as a new mycobac-
terial group. The usefulness and importance of wmycelic acid pro—
files as a screening for the identification of envirommental my-
cobacteria is stressed. It was concluded that swimming pool wa-
ters from Araraquara contained opportunistic, potentially patho-
genic mycobacteria that can cause infections in humans.

Resumo

Presenca de Mycobacterium marinum ¢ outras micobactenias oportu-
nisdas em aguas de prscinas em Araraguara, SP

0 isclamento ée Mycobacterium marinim € relatado pela primeira
vez no Brasil. Analisaram-se amostras de aguas de piscinas guanto
a presenga de micobactérias, para avaliar a participacdc dessas
aguas como possivel fonte de wmicobactérias patogenicas. Isola-
ram-se 24 cepas de micobacteérias a partir de 72 amostras analisa—
das. A frequencia de isolamento foi de 37,5% para M, g ondonae., de
20,8% para M. chelovae, de 4,27 para M. ganinum, de 4,27 para M.

éc&oéuﬂac@um de 4,27 para M. aviime-intracellulare e de 29,2% pa-
ra cepas nao pertencentes a qualquer espécie de micobactérias co-
nhecida. As cepas nao identificadas constituem um movo grupo de
micobactérias com caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas se-
melhantes as de M. gordonae mas com um perfil de acidos micdlicos
distinto. Salienta-se, em consequéncia, a importamcia do estudo

i@v. Microbicl., Sac Paulo, 19(4):354-359, Cut./Dez. 1988.
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dos acidos micolicos no rastreio de identificacido de micobacté-
rias do ambiente., Conciuiu~se que as aguas das piscinas de Arara-
gquara contém micobactérias oportunistas potencialmente patogéni-
cas para o homem.

Introduction

Mycobacterium maninum as most of the mycobacteria except the tubercle bacilli can
be recovered fram the enviromment. M, maai{num causes in man cutaneous infections
usually characterized as a solitary or multiple indolent granulama. Ilesions develop
at points of trauma, mainly on knees, elbows, feet and hands, The ascending,
proximal distribution of satellite lesions on legs and arms can strongly evocate
sporotrichosis without involvement of regional lymph node. The infection is
self~limited and lesions generally resolve spontaneously or after excision and
extensive drainage (22). However this does not mean that M. mariuwm is a low
pathogen as, similarly to the tubercle bacilli ‘ard to the opposite of most of the
other mycobacteria, the isolation of M. maiinum is man is always indicative of an
infection. The bacteriological identification of M. maninun fram a human sample
equals to a diagnosis of a mycobacterial infection. That is the reason why the
sources of M. mwiinum in the close environment of man have to he carefully
controlled.

M, marinum is known to occur in the environment specially in water (2, 10). A few
reports mention isolaticn of M. merinum fram fresh ard salt waters in North Amverica
(8, 23) and in France fram salt rivers (20). Despite mumerous studies on isolation
of mycobacteria fram tap water, M. matieum has rever been recovered from such
samples (2, 10). The main source of the organism consist of swimming pools and fish
tanks. A recent review on aguariun-borne infections due to M, maadinum can be
usefully consulted (6). Considering the swimming pool outhreaks, the most
impressive reports about number of cases are those occured in Sweden (14) in 1954
{80 cases) and in Colorado, USA (17) in 1961 (290 cases), Many sporadic cases have
then been described in various geographic regions, mainly USA and Northern Barope
5, 73, UK (21), France (4) and Germany (8), confirming the association of
infection due to M. marinum and the isolation of the organism from swimming pools.

The purpose of this study is to describe the first isolation of M. matimum from
swirming pool water in Erazil. The isolation of other opportimistic mycobacteria
fram these waters is also reported.

Material and Methods

Waten samples - The collection of samples was made during a 12 month pericd
(November 1984 to October 1985). The samples were taken during the time of high
frequentation of the swimming pools. Fach sample was taken fram about 30cm of depth
in a sterilized propylene bottle, with sodium thiosulfate, in order +o obtain a
final concentration of 100mg/l. For determination of residual chlorine ancther
aliquot was collected at the same time and under the same conditions, but without
sodiun thiosulfate. Residual chlorine concentrations were assayed according to APHA
method (1).

Myccbacteria £ isolation - In order to isolate mycobacteria, water samples were
subnitted to the same treatment than previously applied to tap water samples (i2).
Cne liter of water was filtered through 0.45um filter membrane. The membrane was
broken wup and treated with H,SOz at 4% for 10 minutes and afterward with 30% NaOH
until neutralization was achieved. The material was centrifuged for 10 minutes and
0.2m1 of the sediment was inoculated on ¥ slants of Liwenstein-Jensen medium. The
cultures were incubated at 30°C and 37°C;, and were examined daily for 7 weeks.

Mycobacteria £ identification - Cultures were checked for purity using the
Ziehl-Neelsen technique., Cultures of acid fast bacilli were mailed to the Institut
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Pasteur, Paris, France, for identification. The strains were identified according
methods recommended there (11, 15, 18). The identification was completed by
analysis of the mycolic acid profile of the isolates using methods previously
described (3, 13).

Resuits and Discussion

Table 1 indicates the source of the mycobacterial isolates and the chlorine
concentration of the water samples, Different species could ke isolated from the
same swimming pool. Mycobacteria were recovered at any time of the year.
Chlorination levels of the water samples are all very low, with a maximum of
0.@ng/ml. This is due to the fact that all the swimming pools <oncerned by the
study, clorination was performed only once a week, on Monday morning. All the
samples were taken on Sunday, during the highest frequency of bathing. However it
has been underlined many times that mycobacteria are resistant to chlorination
treatments usually applied to swimming pools. Specially M. marimuosn is resistant to
very high levels of chlorine up to 10mg/ml (9).

Table 1 - Distribution of 24  Mycobacterial
strains, isolated from 72 water samples,
according to the origin and the residual chlorine
content.

Swimming lsolation N9 of the Month/ Mycobacteria Chlorire

ool n? strain veRy (mg/1}

FY 11/84  Momandiun G, 34
23 p 01/85% Undentified 0,22
EET 02/8% UnGentificd 0,00
1 5 50 P 04/85 Undentified 0,00
e 06/85 M.ckefoned G,00
KER 4 02/85 M. scnefulaceun ©,00

KN Undentlfied
- 3P 04/85 Undentified 3,44
2 [ £9 P 05/85 M, geadonae 0,00
83 p 06/85 M. av{ti- 0,35

intracellulare

83 p H. geadenae
7P 11/84  H.clelened ¢,38
44 p 03/85  #.chefuned 2,60
51 p 04/85 M. gcadonae 0,28
59 P 05/85 M. geadenae 0,00
3 7 9z p 08/85 M.clefoned 0,40
0t P 09/85 M. geadenae 0,13
104 p 10/85 Undentified 0,00
4 1 24 p 01/85 M. gordonac 0,00
6B 11/85  H.ochefengd 0,34
3B p 02/85 Undeptified 0,28
5 4 45 p 03/85 M. gerdonae 0,63
98 p 98/85 M. gordenac 0,21
& 1 e 02/85 M. gerndosag 4,10

The cultural and hiochemical properties of the mycobacterial strains isolated
during this investigation are descrikbed in Table 2.

M. morinum is easily identified an the basis of the following features: growth in
less than 5 days at 30°C, growth at 30°C and not at 37°C (or strongly inhibited at
this temperature), nitrate reductase negative, photochromogenicity of the
pigrentation. Table 3 shows the key-tests useful for the discrimination of M.
marinum  fraa the cther photochramogenic mycobacterial species M, Kantasii, Tt has
to e noted that same M. maninum strains can present a positive niacin test as well
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Table 2 - Properties of mycobacterial isclates from swimming pool waters
as compared to the properties of vrepresentative strains of the same
species, Types strains used: M. maaimum ATCC 927; M. auvdum-intracellulare
ATCC 139503 M. scaofulaceum ATCC 19981; M. cnelonae NCTC 946; M. goidonae
ATCC 14470,

Symbols; *1 ND = Not done; %% medium base = Léwenstein—Jensen; %% NHZ0H
250ug/ml of hydroxylamine; ** Capreo = 40ug/ml of Capreomycine; #5 Cyclo =
30ug/ml of D-cycloserine; *® EMB = Zmg/ml of Ethambutol; x7 pAS = 2ug/mi
of p-aminosalicylate; #*® TCEB = 2pg/ml  thiophen—2-carboxylic  acid
hydrazide; *° TB1 = 10ug/ml chiosemicarbazone; *1% PNB = 500ug/ml of
p-nitrobenzoic acid.

A warisua K. avius-Intra M. scrofuliceus A, chelonal A. goragnaa Soecius Gngeatified
I * geiisiire - = e AL LAY
T.sTreda Vater T.strafn Marar T.sorein Yaker T.strain Vatar T.stritn dter Watzr samr
satatad 130tazad 1s0lated izalated 130l ated fsolated  fsolated
EBrowth atT 1 . - w - ©
g : : w : ® - : 106 - 0. ] [
3o, L yu;—‘ : - . . . - 100 - 100 100 100
3775, <S¢ = - L - n 2 - 9 ¢ ¢
Crawth on
Eutrieal dgar . © © o
. - . 0 - L] . L] X
i o ooR ooF Do M ; ;
Plgmentaticn . o 100 .
dark - - - - - - - ¢
H;n: - - - - - - - [ - 0 0o 0
Rlacin - - - - - - - [ - [ L] ]
Enryss activity . . . . . . 100 a 2 .5
Cetrlase .
2z°C . - - - - - . 100 . }g :g :g
§3*C - - - + - - - & . o - -
&-7lucosfdase - L - - - ] - g - b x X
Ritrate-reductaze - - - - ~ - - M - A
Pentcillfaase - Ko - a0 = IE M &, : Iﬁ Bd -
T TR : : : : : o= I @ % b
y = L]
Iron uptike 2 Lo L. - L] - 0 - L
Sroeth oA _
Mc Corcey sgar - ] 2] o - ol - &0 o ] ]
§rowth ia prasence
of o
5 % Magy - ] X0 e o - L - o 100 100
aHz2ey ** - - . + - ] + 00 . 100 o 0
Cagreo T™ - w0 . o - .M - *w - nm 3 °
Cycla =4 - 0 - - - " - 13 - H H
£Ng +* - ] - - - - - 0" - 8 X0 o
PAS o7 - ] - w - w0 + [ . 0 Par 160
TCH o . . . - . . . 106 - 100 e s
81 0 . - - " - »n o6 m i e 100
HE w1é o . . . . - ] 19 0 100

as a thexmolabile catalase. For these latter strains misidentification with M.
fubercufosdis could occur if identification is performed at 379C only. At 379C, M.
marlnum growth is strongly inhibited, a few <olonies could appear in two weeks on
Iowenstein-Jensen mediun. As the key-tests for M. fubercwlosds identification
included a positive niacin test and a thermolabile catalase, it is of importance to
pirform mycobacterial identification in parallel at the two temperatures, 30°9C and
37eC.

The saprophytic species, M. goadonae (previously referred as "M. aquae"), as well
as the potential pathogens M. gquium-intracellulare, M. scrojulaceun and M. chelenae
have been extensively reported to ccour in the environment including swimming pools
2, 10, 19).

The properties listed in Pable 2 are unable to discriminate M. gondonde frae the
two  unidentified groups of mycobacteria of 4 arxd 3 strains respectively. These two
groups are differentiated from each other and fram M. jordonae only on the basis of
their mycolic acid profiles. M. goadonae contains o-, methoxy- ama keto-mycolates
whereas the two unidentified groups present different profiles with o=, keto-, and
dicarbory-mycolates or o-, methoxy-, keto-, and dicarboxy-mycolates. Such a profile
with these four mycolates has been described for only one species, the so called
Ay {anmadillo derived myccobacteria, 18). The determination of mycolate patterns by
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Table 3 — Key tests for the differentiation of M. marinum
and M. hansasdii

Symbols: #*v = Variable. Some strains of M. marinum can
present a positive niacim production as well as a
thermolabile catalase,

Growth on .
Growth at on  Nitrate iomi. Catalase
Specles “3p00, sa m;ggcagar Tol  reductase RCIR T gec
M. mandaum + + + - v vk
M. harsasdii - - - + - -

thin-layer chromatography has already proven its usefulness for the identification
of mycobacteria (3, 13, 16). This now all the strains of a same species share the
same pattern and thus different wrofiles correspond to different species. By now we
verify that these two wnidentified groups represent new species by using DNA/DNA
nybridization.

This method of determination of acid mycolic content is of particular interest
for the study of mycobacteria in the environment as many species other than those
isolated frem man can ke encountered. Mycolic acid determination by such a simple
technique as thin-layer chromatography constitutes a useful screening for the Ffirst
step identification of these mycobacteria and can be the only means to recognize
new species undetectable by classical tests.

In conclusion we ‘would like to stress the usefulness of nycolic acid
determination for the identification of mycobacteria. In addition owr study
stronyly underlines the necessity to control carefully the potential sources of #.
mardinum in the huran environment specially in swimming pools, where a lot of pecple
can be simultaneously infected.
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Resunn

Dois meios de cultura disponiveis comercialmente (Cary & Blair e
Amies) e recomendados para o transporte de material fecal foram
comparados gquanto 2 capacidade de conservacdo de enterobactérias
patogénicas, em periodos nac epidémicos. 0 emprego dos meios de
trapsporte nao provocou queda significativa nos isolamentos de
Salmonella e Eschenichia, enquanto maior percentusl de isolamento
de Shigefla foi obtide com as fezes processadas "in natura®.

Summary
Comparison of some franspont culiune media for Mhogem endeno—
bacteria

Twe cuiture media commercially available (Cary & Blair and Amies)
recommended for shippment of fecal material were compared for
their ability in the preservation ¢f pathogenic entérchacteria
during non-epidemic period. The use of the transport media
brought no significant loss in the isclation of Safmeneflfa and
Eschenichia, while higher rates of isolation of Shigefla have
been obtained when the stools were analysed "in nature”,

Introedugdo

A eficiéncia da an2lise bacteriolégica de espécimes clinicos, em particular das
fezes, esta diretamente relacionada ao transporte e/ou conservagio do material até
a execugao da tarefa laboratorial.

0 emprego de meios de cultura no transporte de fezes se tornou um Processo comum,

* Trabalho financiado em parte pelo CNpg.

Rev. dicrobiol., Sac Paulo, 19(4):360-364, Cut./Dez. 198.
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indicade e aplicade principaimente quando dz ocorréncia de surtos epidémicos em
locais distantes dos grandes centros (13). Na situagSo epidémica, o percentua_l de
patbgencs € elevado de medo que uma perda relativa de eficiéncia do meio de
transporte na conservacdc das bactérias n&o chega a inwvalidar o diagnbstico do
acontecimento.

Mo Brasil, grande parte dos processos diarr@icos apresenta carfter endémico,
podendo também oS agentes bacterianos ser encontrados em portadores sdos. Nesses
casos, as enterobactérias patogénicas aparecem em nimero relativamente pequeno, e
ndc raro & impossivel a realizagdo das coproculturas com fezes "in natura®,
tornardo-se necessario conserva-las para transporte e exame posterior.

De um modo geral a bibliografia sobre o comportamento de melos de transporte para
fezes & escassa, tanto no Brasil como no exterior. Quanto 3 eficiencia dos meios de
cultura caomercializados e propostos para acondicionamento e transporte de fezes
para coprocultura, falta comprovagdo em nossas cordigoes ambientais.

A proposta do presente trabalho & comparar a eficacia de 2 melos de transporte
disponiveis comercialmente para acordicionamento de fezes, por periodos e an
temperaturas diferentes, para ver:.flcagao do melhor processo de preservagic fecal
para cultura bacterlologlca am épocas ndo epidémicas.

Material e Métodos

e novembro de 1982 a novewbro de 1983 foram examinadas 238 amostras de fezes
diarréicas de criancas até 5 anos de idade, residentes em &reas de baixas condicoes
sanitarias, que cornvergem para dois hospitais de reidratagso do Recife, Pernambuco.

0 trabalho foi dividido em trés etapas: a primeira, no pericdo de novembre/82 a
abril/83 durante a qual, 91 espécimes foram acondicionados em Cary & Blair (2),
Difco, a 4°C por 24 e 48 horas; na sequnda etapa, de abril/83 a agosto/83, 98
amostras foram wmantidas em Zmies (1), Difco, a 49C por 28 e 48 horas e finalmente
na 32 etapa de setembro/83 a novembro/83, 49 espécimes foram conservados nos melos
de Cary & Blalr e Bnies a temperatura ambiente (x 28°C) por 24 e 48 horas. Como
controle, as amostras foram anglisadas "in natura”, paralelamente ao
acondicionarento nos meios de tramsporte,

As fezes "in natura® e o wmaterial retirado dos meiocs de transporte foram
hemogeneizados em salina glicerinada tamponada e apds 6 horas a temperatura
ambiente foram plagqueados em adgar eosina azul de metileno (EMB-Difco), agar SS
(Difco), imoculados em caldo tetrationato de Xauffmann (Mexck) e incubados a 37°C
por 24 horas. O crescimento a partir do tetrationato fol posteriommente plagueado
em Agar Hektoen (DL fcole incubado a 379C por 24 horas.

Adotou-se repicar 10 colonias lact crescidas em 3gar BMB, para TSI (Difco} ns
tentativa de isolamento de E. cofl e cutras cinco coldnias lac- de cada um dos
meios seletivos indicadores para TSI e agar-lisina-ferro (LIA-Difco), wvisando
identificagac das outras enterchactérias pesquisadas.

Bs E. coli, Safmonellfz e Shigells reconhecidas bioquimicamente foram em segléncia
caracterizadas sorologicamente, utilizando-se a técnica de aglutinacdo ripida em
presenga de sSoros hiperimunes, somaticos e flagelares, provenientes do Instituto
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), de acordo com as orientacdoes de Kauffmann (6), Edwards &
Bwing (4) e Costa & Hofer (3).

hs cepas de Shigella identificadas bloquimica e sorologicamente foram submetidas
ao teste de Sereny {10), para verificar a agao invasiva.

A analise estatistica foi procedida pelo método do qui-quadrado, ao nivel de
significancia de 10%, p=0,1 {(12).

Resultados

Nas 238 fezes analisadas "in natura" (sem passagem ros meios de transporte) 48
(19,75%) ampstras apresentavam pelo menos w dos agentes etioldgicos pesqm.sados.

Na Tabela 1 procurou-se associar as freguéncias de isclamentos as varias
cordigbes impostas ao material clinico.
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Tabela 1 - Distribuicac dos percentuais de  positividade das
coproculturas em relagdo as wvarias condicdes impostas ao material
ciinico,

Simbolos: * = Nesta etapa as fezes foram implantadas simultaneamente
nos dois meios e apresentaram idénticos percentuais de positividade.

Andlise Estatistica: a.yx? 6,07 p>0,%1: b.x® 3,70 p>0,%1; c.x? 0,38

p<0,1: d.x? = 1,46 p<0,i; e.x? = 0,63 p<0,1.

Fezes
"in patica® 24h 48h
Periodos Ioordicionamento
W de % rosi- M de % posi- W de % posi.o
exames tivos exanes tives exames tivos
Nov. /82
a 91 14,28 (b,c) Aunies.deC 91 10,20 {a,c) 91 14,28
Abre. /83
Bor. /83 .
a 98 25,51 {b,d) Cary & Blair.4eC 98 23,46 {a} 98 18,36 (d)
Ao, /83
Set. /83 Amies e*
a 43 18,36 {e) Cary & Blair 49 10,20 48 8,16 (e)
Mo, /83 Terp, amb,

As Tabelas, 2, 3 e 4 exgressam oS Tabela 2 -~ Fregllencia de enterobactérias
resultados scbre a fregiéncia e patogénicas isoladas de 99 amostras de
distribuigdo dos isolamentos das fezes diarreicas, analisadas "in natura"
enterobactérias patogénicas segundo as ¢ zpds conservagao ¢m meio de Amies,
diferentes condiches de tratamento dos S8imbolos: * = Manitol+; ODC-,
espécimes fecais,

Todas as Shigeffa, inclusive aguela

Feio de AEmles-49C

em fase rugosa, submeticas ao'tes"c.efle nterchactérias , P88
Sereny produziram cerato conjuntivite in patura® a4y 48 h
em cobzios, Sat. tgphimini
Saf. memden
Sh. 4Lexneri
Discussao Sk, semned

Shigelfs (rugosa)*
A . . ) E, coli 0111 K58
O ensaio realizade wvisou avaliar a . cold 055 K59

E

eficacia dos YOCESSOS de E. coll 0112ab K68
acvondicionamento da matgria fecal até a E. coll 0124 ¥72
analise no laboratorio.

Este estudo tormou-se oportunc, aama
vez que, em trabalhe anterior, Ieal
& Col. {em publicagdo} utilizando
meio de Cary & Blair a 4°C para
conservagao de fezes provenientes de
processos diarréicos de pacientes da
cidade do Recife, obtiveram

L e ek BB b e
| ey R
PO I X RN

Tabela 3 ~ Fregiéncia de enterobactérias
patogénicas 1isoladas de 99 amostras de
fezes diarréicas analisadas "in natura" =&
apos comservacac em meio de Cary & Blair.

percentuais de isolamento inferiores Pezes Melo de Cary & Blalr—AsC
aos achados por cutros autores, com Entercbactirias = o oa - :
fezes "in natura”, em outras cidades 24 h 48h
do Brasil (5, 7, 8, 9). Naguele Sal. typhémunium 16 16 12
experimento nac  foi realizado S, frexneri 5 4 1
controle * com fezes "in natura®; Sh. sonnet 2 1 !
tretanto, éncia no meio de Do IAR e 1 1 ]
en » & perman . E. cofi 055 ¥59 1 1 1
transporte por pericdos que variam E. cold 03119 K89 1 1 1
. B, cold 028 K73 - - 1

de 3-7 dias, n3o modificou o
percentual de isolamento.

No presente trabalho o material
permaneced nos melos de transporte por 24 e 48 horas, nas tamperaturas de 49C e

i+
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Tabela 4 - TFreqliéncia de enterobactérias
patogénicas isoladas de 49 amostras de fezes
diarréicas, analisadas "in natura®” e  apds
conservacac simultanea em meios de Cary & Blair e
Amies.

Temperatura ambiente
Fezes
"in pnatura® Meio de Amies Medo de Cary & Blair

Entercbactérias

24h 48 h 24 h 48 h

Saf. Lyphlmuiom
Sal. panoma
Sal. albany
Sak. I

s 3
| R P
1] ==
LI R ]
Pl =N

Grigo
6,7;x:-)
Sh. sonned

. coll 0111 K58
. eold 0119 K69
. cofi 026 K60
. coli 0142 K86

1 = b b
S | =
Ll
=151 =

LI S

m frmm

280, fazendo-se em paralelc um controle com as fezes examinadas "in natura”.

nalisando conjuntamente os resultados das tr@s amostragens de fezes examinadas
“in natura” (Tabela 1), verifica-se que o percentual de Iisclamento de
enteropatdgenos {19,75%) & cospardvel ap obtido no trabalho de Ieal & Col. (19,02%)
no qual as fezes permancceram no Cary & Blair por 3-7 dias (em publicacao) .

Por cutro lado, cada meio de transporte e temperatura de manutengao, apresentou
um percentual de positividade similar ac do processo de semeadura diveta,
Entretanto, quando se compra na Tabela 1, a eficacia do Cary & Blair com o meio de
Imies, ambos a 49C, apds 24 horas de acondicionamento, encontra-se uma diferenca
significativa {x* = 6,07 p>0,1), o mesmo ocorrendo com as fezes examinadas "in
natura” nas duas etapas do experimento {x* = 3,70 p»0,1}). Este achado sugere uma
modificacio sazonal nos indices de infecgles bacterianas estéricas, uma vez que a
elevagao do nimerc de isolamentos fol cobtida nos meses de maior intepsidade de
chuvas, provocando alagamento e consequente deterioragdo  das condigoes
higiénico-sanitirias da populagao.

Com respaldo nos resultados cbtidos no presente trabalho constata-se que o5 meios
de transporte avaliados para a conservacao de fezes destinadas a isclamento de
bactérias, nio proporcionaram diferencas significativas nos isclamentos de
Salmonells e Escherichda. Todavia em relagdo ao isoclamento de Shigeléa, a malor
eficidncia ocorre quando as fezes s30 processadas apds envio recente. Resultados
semelhantes, foram obtidos por Wells & Morris (11}, avaliando o comportamento de
Shigella em meioc de Cary & Blair.
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Resumo

Bactérias fixadoras de nitrog8nio, aerdbias, de vida livre, foram
isoladas de solo de cerrade e identificadas pela morfologla e por
testes bioquimicos. As diferentes bactérias foram comparadas
quanto a velocidade de crescimento e eficiZncia de fixacao de ni-
trogénio.

Sunmary

Mongo-physiofogical aspects of free-fiving bacteria isofafed from
s0il updern ceanado

Free~living aerobic nitrogea fixing bacteria were isclated from
soll under c¢errado and characterized by morphological and
biochemical tests. The values obtained for growth rate and
efficiency of nitrogen fixation were compared.

Introducdo

Un aproveitamento economicamente adequado dos cerrados samente poderda ser
efetuado quando wum amplo conhecimento de suas potencialidades j& houver sido
estabelecido, Cerrado € um tipo caracteristico de vegetagac que recobre 20 a 25% da
area do territdric brasileiro (14), cujo solo apresenta muitos problemas para a sua
utilizacao.

Até o presente, os varios estudos realizadops conduzen gpenas a i caracterizagdo
parcial dos cerrados. Apesar da grande interferéncia dos microrganismos na biologia
dos sclos, os cophecimentos sobre a microbiclogia dos cerrados carecem de dados
fundamentais, Uma avaliagao de bactérias totais (13) demonstrou que comparado com
outros solos, o nimero é baixo, porém o nimero de actinomicetos & relativamente
elevado (5). Especificamente em relagdo a0 grupo de bactérias fixadoras de
nitrogénio, Dobereiner (7) analisou 9 amostras de solo de cerrado cam vegetacgio de
ervilha, capoeira e eucalipto e encontrou 2 amostras positivas para bactérias do
género Bedfeninchia e quatro para o género Azoicbacter. Nao foram isolados os dois
géneros da mesma amostra. Bedjendinchia foi encontrada nos solos com pH 5,1 e
Azofobacten em solos com pH 5,9 ou superior.

Este trabalho teve por Objetlvo isolar de solo de cerrado bactérias fixadoras de
nitrogénio, aerdbias, de vida livre e utilizando de caracteristicas morfoldgicas e
bioquimicas, identifici-}as a nivel de género. BAs diferentes bactérias foram
comparadas quanto a velocidade especifica de crescimento {u) e eficiéncia de
fixagdo de nitrogénio (E.F.).

¥ev. Microbiol,, Sao paulo, 19{4):365-368, Cut./Dez. 1988,
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Material e Métodos

Foram coletadas 25 amostras de solo superficial, de diferentes pontes de uma
regiao delimitada em 100m* , em Emas, Pirassununga, SP. Dez mg de cada amostra foram
secados a 30°C e depositados em uma placa contendo meio de silica-gel isento de
fonte de nitrogénic {9). Apds incubacdo das placas a 30°C an camara Umida, as
coldénias deserwolvidas foram transferidas para meio de wmanutencao {1) para a
obtencac de culturas puras, das quals fol determinada a atividade da nitrogenase
(11). Aguelas capazes de reduzir acetileno foram identificadas utilizando-se
caracteristicas morfolégicas e provas bloguimicas. Coloracdes de granulos de
gordura, capsulas e flagelos foram feitas pelos métodos de Bordon (16), Hiss e
Zettnow {4) respectivamente, A caracterizagac bioguimica "oi feita utilizando-se
diferentes condicoes de crescimento: a) em meio de manutencao em asro € anaeroblicse
(atmosfera de N2):; b) em caldo e agar peptona; c¢) em meio MacConkey. As culturas
realizadas nas condicdes a, b e ¢ foram incubadas tanto a 30°C quanto 379C; &) em
meic de manutencdo acrescido de KO3 10mM + 0,1% de metilamina a 30°C (17), A
determinacdo das E.F. (my N fixado/g de glicose consumida) foi feita medindo-se, em
fase estacioniria (apds crescimento em meio Qe manutencao com glicose a 0,23), o N
celular pelo método de Kieldahl (15) e glicose do meio pelo método da O-toluidina
(8}. Os valores de velocidade especifica de crescimento foram detemminados a partir
de curvas de crescimento realizadas em meio de manutencao liquido medindo-se Aggpnm
X tempo,

Resultados

0 desenvolvimento das coldnias no meio de silica—gel foi lento {10-20 dias).
Quando iscladas em melc de manutencdo liberaram grande quantidade de muco muito
tenaz e elastico, tornaram-se gigantes (cerca de 1,5cm de diametro) e acidificaram
o meio de cultura. Nac ocorreu formacac de pelicula em meio liguido. ¢ teste de
reducac de acetileno fol positivo para oito isolamentos. Estas bactérias apenas se
deservolveram a 30°C, As coloragdes evidencigram bacilos Gram negativos,
capsulados, sem flagelos, cistos ou esporos. Grandes. corpos polares lipidicos
refringentes intracelulares foram observados desde o inicio do crescimento. Todas
as pactérias isoladas apenas se desenvolveram am aeyobicse, utilizando glicose ou
sacarose como fonte de carbono e energla e ndo cresceram er caldo ou agar peptona e
em meic MacConkey. Apesar de crescerem en melo contendo KNO3 foram inibidas quando
a este fol acrescentada metilamina, indicando inibigao da nitrogenass (18).

2s caracteristicas morfoldgicas foram indicativas de que as bactérias fixadoras
de Ny isoladas, pertenciam ao género Bedljerinchia. A confirmacdo da identificacao
foli feita pelas provas bioguimicas. Cs valores de E.F. e de u encontram-se na
Tabela 1.

Tabela 1 - Valores de eficiencia de fixacio e de

velocidade especifica de crescimento dos oitoe

isolamentos.

Isclamento oo 1 2 3 a 5 6 7 8
E.F.

{mg.971) 10,7 11,6 11,9 9,6 7,8 9,3 7.4 16,3
y. 1077 2,09 3,13 3,82 3,02 1,13 3,23 2,28 1,20

Discussac

A E.F. de determinada bactéria & um parametro fundamental na medida em que
reflete o custo energetico de seu processo de fixagao e sua deteminacdo fornece um
dado importante para se avaliar o papel dos microrganismos fixadores de Ny no
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ampbiente en que vivem. A velocidade de crescimente formece, paralelamente, dados
para se estimar a capacidade competitiva das bactérias. Becking (3) encontrou para
Bedjendnokia valores de E.F., entre 16,9 e 6,0, classificando-as como “beoas™,
"moderadas” e Tpobres" fixsdoras. Portanto, as bactérias estudadas neste trabalho
se enquadram entre as "moderadas" e "pobres". Assim também podem ser classificadas
bactérias do género Bedlfeninchig isoladas de varias séries de solos de area
territorial restrita do Brasil (6) que apresentaram E.F, que variaram de 12,4 a
5,9. 1Nossos resultados nio mostraram renhuma relacdo entre welocidade de
crescimento e E,F.. No entantc, Becking (3) descreveu uma relagdc inversa e
Groszmann & Dobereiner (10) encontraram uma relagao direta.

Neste trabalho apenas o genero Bedferinchia foi isolado. Este fato n3o pode ser
explicado pelos valores encontrados para E.F. e p, una vez gque s&o relativamente
mais baixos que os de outras bactérias aerdbias fixadoras de nitrogenio (12).
Portante, a predominincia desta bactéria, mais do que relacionada 3 competicgao,
deve estar ligada a condicOes ambientais que favorecem o seu desenwvolvimento e nao
o de outras bactérias, A laterizacdo e a lixivia que, segunde Becking {2) conduzem
respectivamente zo actmulo de jons towicos como ferro e aluminio e 3 caréncia de
ions calcic, tornariam o solo de cerrado favordvel ac desenwvolvimento do género
Bedjeninchia,
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Resuno

Foram examinades pele "California Mastitis Test” (CMI) 497 vacas
lactantes em 17 propriedades rurais produtoras de leite tipo B,
na regizo de Ribeirao Preto, Sao Paulo. Entre as amostras de lei-
te procedentes das 59 (11,9%) femeas reagentes a esta prova, o
Staphylococcus awreus foi isolado de 32 (54 2%). A verificagac da
capacidade enterotoxigeénica das cepas isoladas, revelou que 1
{1,3%) era produtora de enterotoxina do tipo B.

Surtmary

Reseanch of enterofoxigenic Staphyfococcus aurnens An milk  from
subelinie masiitic couws

The Californiz Mascitis Test was applied in 497 lactating cows
from 17 dairy farms producing high guality milk (type B), in the
region of Ribeirac Pretec, State of Sao Paulo, Brazil. From the
milk samples coming from the 59 (11.9Z) cows that were reagents
to the CMT, Staphylococeus auneis was isolated in 32 (54,2%).
tests for the detection of enterctoxin showed that 1 (1. 3%) pro-—
duced enterotoxin type B.

Tntrodugao

Varios fatores propiciam condicSes favorivels pera a contaminagdo de leite crf
por Staphyfococcus auwrens, dentre os quais destacam-se, principalmente, a elevada
prevaléncia deste microrganismo como agente etlologlco da mastite bovina, sua
Ubiquidade na natuwreza e O baixo nivel sOcio—econdmico dos ordenhadores,
geralmente possuidores de maus habitos higienicos  {21).  Assim, diversas
investigagles tem evidenciado a presenca do 5. awteus em amostras de Teite cra (2,
4, 17, 21),

Estando presente no leite e encontrando condigles que propiciam a sua
multiplicagdo, o 3. awrews pode, em alqumas horas, atingir mIreros elevados.
Durante o pericdo de multiplicagédo, dependendo da cepa, pode haver a produ(;ao de
enterotoxina estaﬁlococ:.ca (9). A este respeito, algumas mvestlgagoes tem sido
realizadas em varios palses, com a finalidade de verificar a ccorréncia de cepas
de S. awiews enterctoigénicos, isolados a partir de amostras de leite crd {2,

11, 19).

Embora ¢ processo de pasteurlzaqao assegure a destruicao das cepas de S.  awreus

presentes orlglnainx?m:e no leite crii, a enterotoxina pré-formada, responsavel pela

Rev. Microbiol., S&c pauio, 19{4):369-373, Cut./Dez. 1988,
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intoxicacdo alimentar estafilocOcica, pode permanecer no leite pasteurizado e seus
derivaedos, devido a sua caracteristica termoestivel (17). Assim, varios surtos de
intoxicacao alimentar estafilocOcica, atribuidos ao consumo de leite e derivados,
sao relatados em diverscs palses (6, 13).

Diante do exposto, e considerando as poucas iInformagles a respeliito, em nosso
pais, realizou-se o presente trabalho, com o cbjetive de verificar a ocorréncia de
cepas de S. auwneus enterctoxigénicos em leite de vacas mastiticas, de modo a
avaliar o risco potencial de intoxicacao alimentar estafilococica para a populacac
consumidora deste produto.

Material e Métodos

Foram examinadas pelo “"California Mastitis Test"™ (18) 497 vacas lactantes em 17
oropriedades rurais produtoras de leite tipo B, na regiao de Ribeirzo Preto, S&o
Paulo. A escolha destes animais era efetuada ao acaso, sendo analisadas cerca de
60% das fémeas lactantes em cada rebanho,

Diante dos resultados positivos e suspeitos ac "California Mastitis Test",
colhiam-se em tubos de ensaio esterilizados, amostras de 50,0ml de leite dos
quartos reagentes, de acordo com as normas propostas por Veissevre (20).

As amostras, assim cbtidas, eram acondicionadas em caixas de material isotérmico
{isopor), contendo cubos de gelo e transportadas para o laboratdrio do Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva daz Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias
Carpus" de Jaboticabal/UMESP.

Para o isolamento e identificagdo das cepas de 8. awrens, foram utilizados o agar
Baird-Parker e agar Staphyloccccus 110, em placas (10), sendo as mostras de leite
semeadas nestes meios de acordo com a técnica recomendada por Demeter (3).

ApGs a incubagdo por 24-48 horas, havendo o crescimento de colfnias negras,
brilhantes, com zona de precipitacdo ao redor e circundados ou ndo por halo clarc
em dgar Baird-Parker ou de coldnias amareladas ou brancas em agar Staphyfococcus
110, procedia-se a werificagdo microscOpica em esfregagos corados pelo métedo de
Gram. :

As coldnias que se revelassem como sendo cocos Gram—positivos agrupados em  forma
de cachos, eram isoladas e semeadas em tubos contendo agar nutriente inclinado,
sendo estes, a sequir, incubados & 37°C por 24 horas, para a identificacdoc
bioquimica.

A partir destas coldnias, efetuavam-se as provas de producdo de catalase {7), da
oxidagao e fermentagao (O/F} da glicose (1), da coagulase livre, da DMase {i0) e da
termonuclease {12).

A verificagao da capacidade enterctowigénica das cepas isoladas, foi realizada no
Laboratdrio de Microbiclogia de Alimentos do Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Cigncias Bicmédicas/USP.

A técnica utilizada para a producdo de enterotoxing estafilocdcica foi a de
cultura em saco celofane, recomendada por  Dennely (4). Por outro lado, a
verificagao da presenca de enterctoxina nos extratos cbtidos, foi realizada atraves
do processo de imunodifusido em agar, sequndo o método da  "sensibilidade Otima em
placas" (16), sendo utilizadas como padrdes as enterotoxinas A, B, C, D, e E e as
regpectivas anti-enterotoxinas.

Resultados e Discussip

0s dados obtidos referem-se 3 ocorréncia de casos de mastite subclinica, wma vez
qie nos rebanhos estudados nao foi constada a presenca de vacas com sinais da
enfermidade.

Assim, os valores constantes da Tabela 1, mostram a dJistribuicdo das feéneas
reagentes e negativas ao "California Mastitis Test", de acordo com os rebanhos
produtores de leite tipe B, na regifo de Ribeirdc Preto/SP. Observa-se que das 497
vacas examinadas, 59 (11,9%) foram reagentes e 438 (88,1%) negativas.

A Tabela 2 mostra a distribuicdo dos quartos reagentes e negativos ao "California
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Tabela 1 - Femeas reagentes e Tabela 2 - Quartos reagentes e negativos
negativas a0 "California ao "California Mastitis Test” e, quartos
Mastitcis Test', de acordo com 0% Yperdidos", de acorde com o©s rebanhos
rebanhos produtores de leite produtores de leite tipo B, na regiao de
tipo B, mna reglao de Ribeirao Ribeirao Preto/SP.

Preto/SP.

(rartos  Heagentes  Negativos  “pPerdidos"
e —es Hotad

Fleoas  Resgenles  Megativas . oS w0 % 7 + N
genls Yo TR, : : !

Reiaustag kA 3. K n 8 8,3 87 90,6 1 1,0 a5
A ~ . ) n 3 02,1 135 %,4 2 1,4 140
A O S L e 4 2.0 193 %,5 3 1,5 200
o . un ;2'6 r; 0 703,3 202 95,3 3 1,4 232
: > b i 2 I 8 6,9 106 91,4 2 1,% 116
v 712 g6 Ee 5 2 4 31 120 98 4 i 128
# ST o o 433 193 94,2 3 2.5 10
- 3 §D'; S es i 4 2,7 144 97,3 - - 148
o 3 a1 9;'3 [ T 2 46,9 210 97,2 41,9 216
E s Ty J 7 12,5 30 75,6 3 7,50 60
X 5 osad s en'n 10 K 119 S0 %2 1 1,3 52
: S e s I 2 2,6 70 92,1 4 35,3 7%
B ooz p S 62 72 92,5 1 1,2 8O
L = s 1 Bs e : 302,312 $6,9 1 0,8 12
i io20L 36 Hon 20 o 2 1,7 M7 9.5 1 0.8 120
M o942 90,6 a2 r 4 &7 56 933 - L 60
0 2 6,7 28 93,3 30 5 - 2 55 98 2 1 1.5 55
I3 428,37 11 73,3 1% j ’ ’

@ - -~ 14 100,014 Jotal 68 3,4 1886 94,9 34 1,7 1983

ot 590 11,u 438 88,1 gy T T T T e e

"Mastitis Test", de acordo com os rebanhos produtores de leite tipo B, na regido de
Ribeirdo Preto/SP. Verifica-se que dos 1988 quartos examinados, 68 (3,4%) foram
reagentes, 1886 (94,9%) negativos e 34 {1,7%) estavam "perdidos".

Os dados inseridos na Tabela 3, mostram a distribuicdo da fregquéncia de
isolamento de S. awrews, sequndo o nimero de fémeas e quartos :naeugiarrteas ao
"California Mastitis Test", nos rebanhos produtores de leite tipo B, na regido de
Ribeirdo Preto/SP. Observa—se que das 59 f@&meas e 68 quartos reagentes, o 8. awreus
foi isolado em 32 {54,2%) e 37 (54,4%), respectivamente.

Assim, a andlise dos dados inseridos nas Tabelas de 1 a 3, revela que a Propoxrgdo
de fémeas reagentes (11,9%) ao "California Mastitis Test", fOl inferior d8s obtidas
por Harrop & Col. (8) am Pernambuco, Nader FQ & Col. (14) em Barretos/SP e Nader F¢
& Col. (15) em Jakoticabal/sP, cujos wvalores foram de 39,0%, 11,96% e 20,83%,
respectivamente.

Cbserva-se, tanbém, que a preval@ncia da mastite bovina causada por S. auwtgus na
regiao de RleLIaD Preto/SP, foi de 6,4%, valor este que assemelha-se ao verificado
por MNader FO & Col. (14} em Barretos/SP porém, € inferior aocs obtidos por Harrop &
Coil. (8) em Pernambuco e Nader F@ & Col. (15} em Jaboticabal/SP, cujas proporcoes
foram de 5,34%, 10,3% e 9,89%, respectivamente.

Depreende-se, ainda, em relacdo aos dados constantes das Tebelas de 1 a 3, que o
S, awrews foli isolado das amostras de leite de 54,2% das fémeas reagentes ao
"California Mastitis Test", confirmando, portanto, os achados de Harrop & Col. (8)
e Nader F? & Col. (14), que verificaram positividades de 59,2% e 52,08%,
respectivamente.

A verificaciio da capacidade enterotoxigénica das 74 cepas de S, awreus isoladas
em amostras de leite das fémeas reagentes ao "California Mastitis Test", evidenciou
& presenca de apenas 1 (1,3%) cepa produtora de enterotoxina do tipo B. Este achadc
e inferior acs obtidos por Kato & XKume {11) no japdo, Furlanetto & Col. (5) em
Barretos/SP e Schocken-Iturrino & Col. (19} en Jaboticabal /SP, que verificaram
indices de 14,4%, 8,0% e 15,793, respectivamente. Parece nao haver explicaces
convincentes que justlflquem tais variagdes.

Bubora tenpha sido verificade a ocorréneia de  apenas i {1,3%) cepa
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Tabela 3 — Frequencia de isclamente de S. awheus,
segundo © numero de femeas e quartos reagentes ao
“California Mastitis Test', nos rebanhos produtores
de leite tipo B, na regiao de Ribelrao Preto/SP.
Simbolos: (*) Em relagdc zo n? de analises efetuadas
pelo C.M.T.; (*%) Em relacac ao n? de reagentes  ac
C.M.T.
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enterotoxigénica, de modo a representar reduzide risco de intoxicagdo alimentar
estafiloctcica para a populagdo consumidora deste tipo de leite, os resultados
desta mvestlgagao evidenciaram a ocorréncia de falhas na aplicacdo de medidas
higignico~sanitarios a nivel de proprledade rural.

Acredita-se que sejam necessarias novas investigagOes desta natureza em nosso
meio, com o objetivo de avaliar o risco que o leité pode representar para a saiude
piblica e, detectar os pontos criticos de contaminacdo deste produto, de modo a
proporcionar  condicoes favoraveis para a obtencdo de wm leite com qualidade
microbioldgica superior e com menor risco,
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Surmmary

A diffusion in Gel-Enzyme Linked Immunosorbent  Assay  was
developed to study the aatibody response of goats to the exctoxin
of Corynebacterium paseudofubercubosis, the causative agent of
caseous lymphadenitis. Baseline values are considered for goats.
infected and non-infected. The results are compared to titers
recorded with the Synergistic Hemolysis Inhibition Assay.

Resumo

Comparacao de wna Difusas em Gel-Enzume Linked Immunosonbent
Assay (DLg-ELISA} com ¢ Ensaio de Inibigao de Hemofise Sinenglco
pana negistran a resposia humoral de caprincs a exotoxdna de
Corynebacternium pseudotubencubosis

Uma difusdc em Gel-Enzyme Linked Immuncsorbent Assay  foi
desenvelvido para estudar a resposta humoral caprinos a exotoxina
de Conynebacternium psevdofubernculosis, o agente causador de
linfadenite caseosa. Valores sao considerados para caprinos
infectados ¢ nao infectados. Os resultados sao comparados com
titulos achades no ensaio de inibigdo de hemolise simergica.

Introduction

Caseous lymphadenitis is a common chronic disease of sheep and goats caused by
the bacteria Coaynebacterdium pseudofubencufosds. Economic losses are dus to
external and internal abscesses leading o non-specific wasting, condempation of
organs at slaughter and to rejection of hides.

An Erzyre Linked Dmmonosoruent Assay has been enployed to detect the antibody
response  in  goats 0o  a c¢ell well antigen and +o the exotoxin of C.
pseudotubenculesis {5, 6). The specificity of the test was demonstrated by its lack
of cross reactivity with a cell wall antigen of C. pyogenes. The ELISA was shown to
be promising in its ability to detect goats naturally and experimentally infected
with C. pseudotubercufosis. The full sensitivity of the conventional ELISA however
can only be fully exploited when the results are recorded spectrophotometrically.
Few veterinary laboratories within Brazil are eguipped with such elaboarate
machinery. We thus found it feasable to develop an alternative testing method.

Fev. Microbiol., SEo Paulo, 19{4):374-378, Cut./Dez. 1988.
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B simplified approach to performing the conventional ELISA is the dJdiffusion in
Gel-Enzyme Idnked Dmwnosoroent Assay (Dig-ELISa) as first described by Elwing and
nygren {1). The principle of the Dig-FLISA is based on the ability of antibodies to
diffuse through an agar gel and adhere to an antigen coated polystyrene surface,
These primary antibodies can then be detected by either a direct method or by using
the double sandwich technique (2, 3). Visuwalization of the reaction is identical
for the two methods and is achieved by the application of an agar gel containing an
appropriate substrate for the enzyme employed.

In the present paper a Dig-ELISA was developed to record the total serum antibody
response to the ewotoxin of (. pseudoiuberculosdis. Results are compared to those of
the Synergistic Henolysis Inhibition Assay, a test based on the ability of anti-C.
peeudofuberculosds sexum to neutralize the hemolysis produced by the interaction of
C. pseudeiubercutosis exotoxin and erythrocytes treated with a sterile filtrate of
Corynebacterium equi broth.

Materials and Methods

Conynebactenium pseudofubencubosis and exotoxin (Dig-ELISA antigen] - A Ilocal
strain of €., pseudotubercwfosis isclated in pure culture from an abscessed
prescapular lymphnode was used for the preparation of the exotoxin which served as
the Dig-ELISA antigen. The bacteria was grown asrobically on agar plates enriched
with 5% sheep erythrocytes at 37°C, for 48 hours. Isolated colonies were
cransferred into a 250ml Erlenmeyer flask containing brain heart infusion broth
(BHI). This BHI was incubated at 379C aexcbically for 48 hours and transferred to a
refrigerated incubator (8°C) overnight. The supernatant was centrifuged and
filtered through a sterile 22um Millipore filter. This media containing the
exotoxin was dialysed against phospahate buffered saline (PBS), pH 7.2-7.4 and
subsequently treated with thimerosal at a concentration of 1:10,000. .

Goat serna - Twelve sera were cbtained from a single farm with no known history of
caseous lymphadentis and 82 sera were cbtained from various farms from goats with
external abscesses from which C. pseudotfuberculosis was isolated. The Dig-ELISA and
the Synergistic Heamolysis Inhioition Assay (SHI-Assay) were performed on all sera.

Dig-ELISA - Antigen coating - Ten mi of the Dig—ELISA antigen were used to coat
each Dbacteriological polystyrense petri dish. BAdsorption occurred at xroom
temperature for 18-24 hours. The pefri dJdishes were washed three times with
distilled water. These antigen coated plates were either used imediately or frozen
until needed. To cccupy unbound sites on the. plates 10ml of 'a 1% solution of equine
serum were added to each plate and allowed. to incubated for 30 minutes. This
solution was poured off and the plates were washed three times with distilled
water. .

Antibody coupling phase - Fifteen ml of 1% agarose containing 1% equine serum made
up in 0.0% M PBS, pH 7.2-7.4 were added to each dish. Wells, 3mm in diameter were
punched into the agar and 12ul of the undiluted serum sample were added. Each dish
accommedated nine to ten wells. Plates were then covered and incubated in a
hunidified jar at 379C for 18 hours. The gels were then removed and the plates
washed three times with PBS, pH 7.2-7.4., Ten ml of PBS, pH 8.0 containing 0.3 NaCl
and 0.05% +ween 80 (PRS-Tween 80) were added to each dish and incubated at room
temperature for 5 minutes and then poured off.

Addition of conjugate and substrate gel - Ten mi of a 1/500 dilution of peroxidase
conjugated rabbit anti-caprine immunogliobulins {(Dakopatts, Glostrup, Denmark) made
up in PBS, pH 7.2-7.4 containing 0.05% Tween 20 was added to each dish. After a two
hour incubation period at 37¢C. the plates were washed three times with PBS, pH
7.2-7.4 and ten ml of a substrate gel containing 1% agarose, 0.08%
p-phenylenediamine HCl (Sigma) and 0.01% H202 were added to each plate. The
diameter of the coloured reaction zones were read with a ruler after 20 minutes at

room temperature.
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Synengistic Hemelysis Tnhibition Adsay - This assay was performed ag detailed by
Knight (4). The endpoint titer was the highest dilution of each serum which gave no
evidence of hemolysis surrounding the test disc.

Adsonption of antisera - Sera from animals with SHi-Assay titers of 1:512 or
greater were adsorbed by mixing 100pl of the serum with 100ul of the Dig-ELISA
antigen. The mixture was incubated for 2 hours at 37°9C and then transferred to a
refrigerator for 4 hours.

Results Table 1 — Comparison of the Dig-ELISA and the
SHI-Assay.
Primary antigen-antibody Symbols: a = Mean +/- standard error; * =
reactions in the Dig-ELISA were Three goats with casecus lymphadenitis had
visuzlized as dark purple zones SHI-titers of only 1:2.

surrounded by a clear gel which
developec within 10 minutes after

) Diameter of reaction Goats with Total * of .
the addition of the substrate gel T e s Sera ter in
and remained unaltered  in size fren) 2 lymphadenitis  (ig-ELISR)  SPLTISSAY
after a 20 minutes - incubation 9.4 {+/- 0.5) o N 11
period. Identical sermms  tested 9.7 l+/- 0.8) o 3 1:2
on different days  showed a 11.5 {+/- 0.8) 10 1 1:4

. o X . 12.8 (+/- 0.6) 16 10 1:8
maximan variaticn in reaction 1.4 (+/= 6.8) 10 10 1216
zone diameters of 0.5m. 1B (+/~ 0.6) 10 10 1:32

Table 1 shows the values ?4.; H’» gi; 10 1¢ 1:64

: : ; 15.2 {+/~ 0. 10 10 1:128
obta:.ped ~w1t11 the Dig—ELISA and 1823 (1o 0.6} 10 10 1i256
the SHI-2Assay of the sera from 17.4 (+/w 0.7} 7 7 1:512
the 12 non-infected ard 82 18.3 (+/- 0.7} 5 5 1:1024

infected goats. Goats without
abscesses had maximam reaction
zone diameters of 9,7+/-0.6mm and
SHI-tiers of 1:2. Animals with casecus lymphadenitis had reaction zone diameters
ranging from 11.5 to 18.7mm. A3l but three goats with casecus lymphadenitis had
SHI-titers from 1:4 to 1:1024. Three goats with casecus lymphadenitis had SHI
titers of only 1:2.
AMsorption tests removed all sercological activity in the Dig-ELISA,

Discussion

In both the Dig-ELISA and the SHI-Assay antibodies against the exotoxin of C.
pseudotuberculosis arve detected. The SHI-Assay is based on the ability of
antibodies directed against the exotoxin of C. pseudofubenculosdis to inhibit the
hemolysis produced by its interaction with erythrocytes treated with a sterile
filtrate of Coaynebacterium equi broth,

Table 1 indicates that rising SHI-titers were accampanied by parallel increases
in the diameters of the reaction zones in the Dig-ELISA. Animals without external
abscesses had maximum reaction zone diameters of 9.7+/-0.6. It is most probable
that these "background" wvalues are crossreacting antibodies as adsorption tests
removed their serological activity, It can ke argued however that these animalg
could have been harbouring internal abscesses and that these are homologous
antibodies but this possibility appears remot as the sera fram all the negative
animals were from a single farm that had no history of caseous lymphadenitis. Also
our preliminary data gives a strong indication that animals with internal abscesses
caused by C. pseudotudbercufosis have very strongly positive sera,

Three animals that presented extermal abscesses from which €. pseudefuberculosis
was isolated had SHI-titers of only 1:2 whereas these same animals had Dig-ELISA
reaction zone diameters of 12.4, 13.6 and 15.4 respectively. These sara wers
retested and gave identical results. It was thus not totally apparent why the
SHI-Assay such a low titer for these goats., It is possible that the animals whers
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tested at atime inwhich their titers were just beginning to rise. It would have thus
been desirable to have retested these animals in order to compare the new values
with the initial titers. Unfortuanately this was not possible. The other
possibility is that the Dig-ELISA was actually able to detect smaller quantities of
anti-exotoxin antibodies and represented a more sensitive serological assay. It is
interesting to note that when these three sera were tested with the Dig-ELISA using
the double sandwich technique to typify the individual IgG and IgM responses
(anpublished data), kboth isotypes gave consistently high positive results. Besides
for the fact that the Dig-ELISA gave supericr results in clearly defining positive
animals it was also simpler to perform and more appropriate for the conditions of
our laboratory. The sensitized blcod agar plates used in the SHI-Assay could not be
stored for long pericds of time without problems of contamination and the strains
of C. egui{ that we had preserved began to lose their ability to produce adequate
amounts of toxin to sensitize the erythrocytes used in this assay.

Of major concern to a small scale veterinary laboratory is the fact that the
Dig-ELISA is considerably cheaper to perform than the conventional ELISA. Most of
the reagents are readily available within Brazil. Bacteriological polystyrene petri
dishes can be found easily and are much cheaper than conventional ELISA plates.
Enzyme conjugated antibedies can be produced in most instances with the
colliaboration of larger laboratories of biocchemistry or immunology. The Dig-ELISA
has the advantage of simplicity and suitability for analysis and screening of large
numbers of sera and the test can be scaled up or down to suit the needs of sach
individual laboratory. As the diameter of the reaction zones are proportional in
sizeé to the concentration of the antigen specific antibodies there is no need to
carry out tiresgme dilution series. The antigen used for coating the polystyrene
dishes can be reused a number of times without epparent loss of sensitivity. Also,
the peroxidase conjugated antioody solutions can be reutilized several times after
their recovery from the petri dishes with no apparent loss in sensitivity
{unpublished data). This makes the test economical to perform. Finnaly, after a
twenty minute incubation period the diameter of the Dig-FLISA reaction zones did
not change, thus unlike in the conventional ELISA the time for reading the
endpoints is not critical after the time of development of the maximun diameter of
the reaction zones has been established.

In conciusion, the Dig-ELISA appears to be a simple and sensitive assay to detect
the antibody response of goats to the ewotoxin of C. pseudofubercufosdis. Field
tests presently underway will determine its usefullness to detect animals with
subclinical infections and internal abscesses.
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Resumo

Foram feitas pesquisas de Mycoplasma hominis e de Ureaplasma
wiealyticum em material cervical de gestantes, A identificacio de
Ureaplasma wrealylicum baseou~se nas provas bioguimicas das ati-
vidades da urease e da fosfatase e na observacac da morfologia
colonial caracteristica. Mycoplasma hominds fol caracterizado pe-
lz observagao da morfologia colonial de "ovo—frite", pelo compor—
tamente bioquimico frente as seguintes provas: utilizacio da ar—
ginina, determinacac da atividade da fosfatase, reducao do tetra-
zoiio em aerobiose e anaerobiose, utilizagao da glicose, produgdo
de filmes e "spots™, e foi identificado sorologicamente através
das reagoes de inibicdo metabdlica e de imunodifusio dupla. Todos
o8 micoplasmas isolados foram inicislmente submetides a prova de
sensibilidade a digitonina, 1,57 em solugdo alcodlica, antes de
serem submétido  as provas de identificacdo. Dois grupos de ges-
tantes foram estudados: grupe de risco, constituide de 37 gestan-
tes que possuiam historico anterior de alteracoes perigestacio-
nais tais como: abortos, natimortos, prematuros, ete... e grupo
controle constituido por 37 gestantes com gestacdes anteriores
normais. As taxas de colonizacac encontradas foram: 73,0% de
Ureaplasma uwrealylicum e 21,6% de Mycoplasma hominds no grupo de
risco; no grupo controle os resultados foram: 65,07 de Ureaplasma
wrealyticum e 16,2% de Mycoplasma hominis., Estatisticamente as
diferencas entre os dois grupos nao foram significantes (o = 5%).

Summary

Mycoplasma hominis and Unreaplasma urealyticum: research in preg-
nants cervical muecus specimens

This presence of Mycoplasma hominis and Unreaplasma wrealyticum
was studied in cervical mucus of pregnant women. The identifica-
tion of Wieaplasma wrealylicum was based in the biochemical tests
as the activities of urease and phosphatase, and by the observa-
tion of colonial morphology. The characterization of Mycoplasma

rev. Microbicl., Sao paulo, 19(4):379-384, Cut./Dez. 1988.
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hominis was done by the typic colonial of "friel-egg" and by the
biochemical preofile of arginine utilization; phosphatase activi-
ty; tetrazolium reduction in aerobiosis and znaerobiosis; glucose
utilization and production of films and spots. The final identi-
fication was came about by metabolic inhibition and double immu-
nodifusion tests with specific antiserum, Before the identifica-
tion every mycoplasmas were tested by the sensibility to digito-
nin. Two groups of pregnant women were studied: the group cf risc
was composed by 37 pregnants that had had abortions, malformed
children, stillborns, prematures or other gestacionmal preblems,
etc.. and the group comtrol composed by 37 pregnants without his-
tory of gestacional problems, The rates of colonization 1in the
group of risc were 73,07 of Urneaplasma wrealylticwm and 21,67 of
Mycoplasma hominds, and in the group control were 65,04 of Urea-
plasma wrealyticum and 16,27 of Mycoplasma hominis, The diference
between these two groups were not statisticaly significant (o =
5%).

Introducao

A grande dificuldade no isolamento, cultivo e caracterizacdo dos micoplasmas foi
evidenciada desde 1882 por Iouls Pasteur, o primeiro a reconhecer que a
pleuropneumonia bovina {doenca respiratdria grave que atingia rebanhos inteiros com
altos Indices de mortalidade), era causada por um microrganismo incomum  {25). Tal
agente nac podia ser observado através da microscopia usual e t3o pouco se
desenvolvia nos meios nutricicnais awregados rotineiramente em Bacteriologia (11,
16). Seu intenso polimorfismo ficou evidenciado em 1910 por Bordet, Borrel & Cols,
com o auxilio do ultramicroscipic e seu cultivo em meio livre de células s foi
consequido em 1923 por Bridé & Donatien (3, 4, 8). A partir dail, muitos micoplasmas
foram isolados de animais, até que em 1962 Chanock & Cols. conseguiram o cultivo de
Mycoplasma pneumondae, agente etioldgico da prnewmonia atipica priméria hamana {6).

fosteriormente, wvarios outros micoplasmas foram. isolados do  homem e
caracterizados, principalmente os associados com o trato geniturinario.

Muito questionado tem sido seu enwvolvimento nas chamadas "falhas da  reprodugao
humana" tals come abortos, natimortos, mal-formados, ete..., (5, 7, 9, 10) e
portanto este trabalho teve como proposicdo al&m do isolamento e identificagao dos
micoplasmas genitais, verificar as taxas de colonizacac de Mycoplasma heminds e de
Uneaplasma wrealylticum no cervix de gestantes. Devido ao fato do proprico estado
gestacional tornar as gestantes um grupo bastante suscetivel as  infecgles
microbianas, a colonizacao micoplasmica tem sua grande importdncia nz possivel
patogenia das alteraches perigestacionais.

Material e M&todos

A amostra ¢linica utilizada foi material cervical colhide cam auxilio de  “swabs"
alginatados neutros, da regiao denominada fundo de saco de Douglas. As gestantes
estudadas tiveram acompanhamento clinico ambulatorial da Ciinica  Obstétrica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP, Estas foram divididas em
dois grupos constitufdos por 37 gestantes: um grupo de risco do qual faziam parte
pacientes com histdorico de alteractes gestacionais e um grupo controle constituido
por mulheres com gestagoes anteriores normais,

Cs meios empregados foram:

1. Meio 2lquido de transponte (MLTr} . Utilizado no transporte das amostras
clinicas e fol baseado mo melc Asyxh de  Shepard & Iamceford (27) cam algumas
modificagoes tais como: as  introducdes da anfotericina B na concentracio de
2,5ug/mL, da penicilina G potassica na concentracdo de 1.000 U,I./mL e da fragao de
soro, em substituigao & albuminz bovina a 30%.
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2. Melo s0fido - Para isolamento e cbservagdo da morfologia ceolonial dos
micoplasmas (melo Ay de Shepard & Lunceford (27).

3. Meio £lguids de arnginina (MIA) - Empregado na verificacdo da utilizacio da
arginina, modificado do originalmente descrito pelo IDMI (24); este meio teve
suprimido da formulacdo original a polimixina, a anfotericina B e a eritromicina e
foi adicionado de suplemento VX na concentraczo de 1ml %.

4, Medio Blguide - Utilizado para o cultivo de Ureapfaswma wrealyficum e para a
determinacac da atividade da urease {meio Uqp descrito por Shepard (26)).

5. Medo 2iquido utifizado para a determinacdo da glicose {MLG) - (Meio preconizado
por Aluwotto & Cols, (1).

é. Medo s0fido para a determinacds da atividade da 4os4atase (MSAF] - Meio baseado
no descrito por Aluntto & Cols. (1) e que teve como modificagbes do meio original,
a substituicao da fenclftaleina difesfato de sddio pelo penitrofenilfosfato a 1,7%
{0,50%) e a introducdo do suplemento VX (1,0mL3).

7. Melo Sofido para neducao do tetrazofico [MSRTI) - Segundo Aluotto & Cols. (1).

8. Melo s0lide utilizado para a defecgdo da formacdo de fifmes e "spets” _  (Meio
MSFFS, descrito por Freundt (13).

Todos os micoplasmas isolados foram submetidos 3 prova de sensibilidade a
digitonina a 1,5% em solucao alcodlica (14).

Foram ainda empregadas as reacoes de imunodifusao dupla de Quchterlony (20) e de
lmblc;ao netabdlica (22) na identificacio final de Mycoplasma hominds utilizando-se
soro imune anti Mycoplasma homindls obtide através da imunizacdo de coelhos com a
cepa padrdo de Mycopfasma hominis ATCC 23,114,

Resultados e Discussao

A identificagdo dos micoplasmas isolados das amostras clinicas foi feita de
acordo com as caracteristicas morfoldgicas e bicquimicas apresentadas na Tabela 1.

Uneaplasma urealylticum pode ser identificado bioquimicamente pela capacidade de
hidrolizar a uréia, com producdoc de amdnia e pela morfologia colonial
caracteristica, o que esti de acordo cum os trabalhos de Dische & Cols. (10), Fovy &
Cols. (12) e Bidet & Minck (2},

Mycoplasma homindis teve sua caracterizagdo definida através das reacdes de
imuncdifusdo dupla e de inibigio metabdlica.

Quanto as taxas de colonizagac verificadas mnos dois grupos estudados, estas
foram: Uneaplasma wiealyfdcum foi isolado de 73% das 37 gestantes constituintes do
grupo de risco e de 21,6% delas, isolamos Mycoplasma hominis, perfazerdo un total
de 94,6% isolamentos de micoplasmas. No grupo controle os Indices de isolamento
foram de 65,0% de Ureapfasma wrealylicum e 16,2% de Mycoplasma hominis no total de
81,2% de isolamentos de micoplasmas. Tais diferencas estatisticamente nao foram
significantes, De 62 gestantes, do total de 74 estudadas, foi possivel coletar
dados quanto aos resultados das gestacdes que estavam em curso. Talis resultados
podem ser observados na Tabela 2.

Tol verificado que 1% gestacdes (30,5%) terminaram anormalmente no grupo de
risco, sendo que Ureapfasma u}am&gtmwn foi isolado de 4 pacientes (11,1%) que ndo
possuiam quaisquer alteracdes clinicas que as Jjustificassem. 'Ibdav:.a, tanto
Uneaplasma_ wiealylticum quanto Mgcopmma hominis foram também isolados de pacientes
que deram & luz conceptos normais,

A proporgzo de micoplasmas isolados no presente estudo, 69,03 de Ureaplasma
wrealyticum e 19,0% de Mycoplasma hominis no total de gestantes, foram concordantes
com oS xesultados chservados por Harrison & BAlexander {15) e Majori & Cols, {20} os
quails trabalhando <om grupos e amostras clinicas semelhantes obtiveram: 72,3% de
isolamento de Ureaplasma wnealyficum, 23,5% de Mycoplasma hominis; e 76,7% de
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Tabela 1 - Caracteristicas morfologicas e
bioguimicas dos micoplasmas isolados de amostras
clinicas,

Simbolos: *T = Colonias diminutas apresentando

coloragao Marrom dourado; S = Sensivel; (-} =
Negativo; (+) = Positivo.

Micoplasmas
isolados Ureapfasma wunealyticum Mycopfasma hominds
Caracteristicas

Morfolngia colonial Colbnias "T" * Coldnias com aspecto

no meio MSM de "ovo-frito”
Sensibilidade &

digitonina s $
Metabolizagdo da

glicose -
Hidrdlise da arginina - +
Prova de atividade da

urease + -
Prova de atividade da

fosfatase + -
Produgao de filmes e

“spots” _ _
Producao de tetraxdlio

em #€/an ~/- /-

Tabela 2 - Dados sobre o produto conceptual nos grupos
estudados,

$imbolos: — = Resultados das gestagées que estavam em
curso; grupoe de risco e controle; (?) = Nao hi registro;
(*) = Sao considerados prematuros 0% nascidos com menos de
37 semanas.

Resultado
dz gestagio o] brortos Natimorios Malformados Prematuwros* Total
Gestantes normal.
grape de risco 25 2 2 1 [ 36
grupe controle 26 ? ? ? ? 26

Uneaplasma wrealyticum e 11,7% de Mycopfasma hominis, respectivamente. Tais
resultados demonstraram que a metodologila por nds utilizada foi eficiente.

No que se refere &s taxas encontradas no grupo controle, Ureapfasma wrealyticum
foi detectado em 18 pacientes (48,6%}); Mycopfasma hominis isoladamente nac foi
encontrado em nenhum (0,0%), enguanto que a presenga simultdnea de Ureaplasma
weealyticum e Mycoplasma hominis fol observada em 6 casos (16,2%). Foi ainda
verificada uma taxa de 30,5% de gestagOes terminadas anormalmente no grupe de
risco, enquanto que no grupo controle nénhum caso semelhante foi observado.

Esses resultados diferem dagueles encontrados por Kundsin & Driscoll (18 que,
utilizando o mesmo tipo de material clinico (material cervical) e meios de cultivo
analogos gos utilizados ne presente estude {weic de Hayflick & Chancck (16) para
micoplasmas classicos e meio de Shepard (26} para lUreaplasma  wiealyficum),
encontraram 67% de positividade para micoplasmas no grupo de risco e 48% no gripo
controle. Desse total, Ureapfasma wrealyticum foi isolado em 42,5% dos casos,
Mycoplasma hominis em somente 1,8% dos casos e o encontxo simaltineo de ambos foi
verificado em 22% dos pacientes do grupo de risco. No grupo controle, os resultados
foram: em 28,0% das pacientes fol isolado Ureapfasma wreafylicum enquanto que
Mycoplasma hominis foi encontradc em 6,0% o ambos em 14,03%. AlSm disso, os autores
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verificaram que 42,0% das gestagbes do grupo de risco e 23,0% daquelas do grupo
controle terminaram anormalmente. Diante desses resultados, sugeriram um provavel
envolvimento dos micoplasmas coamo patdgenos nos cascs de gestagdes anormais,

No presente trabalho, contudo, ndo foi possivel inferir nada a respeito da
patogenicidade desses microrganismos, uwa vez que as taxas de incidéncia nos grupos
de risco e controle nZo foram estatisticamente significantes. Se as pesquisa fossem
voltadas para a sorotipagem das cepas isoladas de Wreapfasma whealifycum alguns
aspectos do real papel patogenico desses microrganismos, poderiam talves ser
elucidados. Idn & <Cols. (19), nos EUA, estudando micoplasmas genitais himanos,
verificou a presenca de mais de um sorotipo de lreapfasma wrealyfycum em uma tnica
amostra clinica. Kapur & Singh (17) tanmbém pressupuseram, devido as variagdes entre
sintomatologia clinica e ¢ isolamento de micoplasmas, haver cepas de Ureapfasma
‘wrealyiicum com diferentes graus de virulencia. E finalmente, Quinn & Shenchuk
{23}, com seus estudos realizados no Canadid sobre evidéncia soroldgica de
Ureaplasma wrealyticum nas infecgbes em mulheres com histdrico de  aborto
espontaneo, observaram que, certos sorotipos de Ureapfasma wrealyficum poderiam ser
mais patogénicos do que cutros. Em vista disso, ha wuma grande necessidade de que se
prossigam as pesquisas destes microrganismos, agqui no Brasil tao pouco estudados,
abordando melhor os aspectos antigénicos e imunogénicos, contribuindo dessa forma
para a determinagdo dos varios sorotipos.
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Summary

Hand carriage of methicillin-resistant 3. auaeus by hospital and
control individuals was studied. Four subgroups of 5 individuals
were sampled by the plastic-bag technique at weekly intervals du-
ring & weeks. A total of 480 samples was collected. Among 349
staphylococei strains recovered, 1%/105 (18.097) and 20/244
{8.19%) were isolated from individuals belonging, vrespectively,
to the intra and extra-hospital groups, and were identified as S.
auwreud. All S, aureuwsd strains produced beta-lactamases and most
of them {35/39; 89.74%) were resistant to methicillin. Fifteen
distinet phage types were isolated. Most of them belonged te the
phage group III. The results showed that methicillin-resistant S,
auieus strains are frequently found colenizing the hands and emp-
hasize the possible role of the hands as source or route in dis-—
seminating those microorganisms.

Fesano

Susceptibilidade a antimicroblanos e fagoiipagem de amostras hos-
pitatenes e nao hospitalanes de Staphyfococcus auneus resdsientes
a meticiling, Laclodas das maos

Foi realizado um estudo comparativo sobre o carreamento de amos-—
tras de Staphyfococcus aurets resistentes a meticilina pelas maos
de individuos pertenceantes a um grupo intra-hospitalar e aqueles
pertencentes a um grupo extra-hospitalar {(grupo controle). Empre-
gando-se a técnica do saco plastico, quatrc subgrupos de 5 indi-
viduos foram analisados, a intervalos semanais, durante & sema-
nas. Entre as 349 amostras de estafilococos obtidas, 19/105
(18.097) e 20/244 (8.197) foram isoladas a partir das maos de im—
dividuos pertencentes, respectivamente, aog grupos intra e ex-—
tra-hospitalar e foram identificadas como S. awteus. Fol verifi-
cado que todas as amostras de S, auwreuws produziram beta-lactama-—
ses e & maloria (35/39; 89,747) se apresentou resistente & meti-
cilina. Quinze diferentes fagotipos foram identificados, sendo a
maioria incluida no fagogrupo III. Os resultados demonstraram que

rev. Microkiol., Sio paulo, 19(4):385-392, out./Dez. 1988.
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amostras de S. awteus resistentes a meticilina sao freguentemente
encontradas nas midos e enfatizam o possivel papel das mdos como
fonte ou via de disseminagao desses microrganismos,

Intreduction

Staphylocous  aureus remains an important hospital pathogen accounting for 15%
to 20% of all onosocomial infections 3, &, 17). The emergence of
methicillin-resistant Sfaphyfococeuws awreus (MRSA) as agent of these infections has
been recognized by several investigaters (4, 11, 18, 22, 27, 30, 31} in different
countries, and has beccne a serious problem in the last few years. (olonized and
infected patients, as well as bhospital persommel, and the inanimate hospital
environment are considered to be reservoirs for MRSA. Contaminated hands of health
care persomnel are reported as major route for the spread of these infections {28).
However, particularly in Brazil, little has been investigated about the carriage
and dissemination of MRSA through contaminated hands., The purpose of this study was
to assess the carriage of MESA on hands of individuals of both hospital and general
populaticn.

Material and Methods

By using a modification of Gaschen's (10} plastic-bag technique we oollected a
total of 480 samples from hands of nursing personnel (groups of 10 individuals) at
the University Hospital of the Federal University, Rio de Janeiro, RJ, Brazil, ard
& group of 10 control individuals rnot involved in medical care services.

The extra-hospital group (EHG) was composed by two subgroups of 5  volunteers.
These subgroups were composed by teaching staff (EHGT) and other emplovees (EHG2)
of the Federal University. The intra-hospital group (IHG) was also composad by two
subgroups: THG and THG4 including nursing staff fram, respectively, pediatric
wards (semi-critical area) and intensive care unit (critical area) at the
University Hospitai. ’ )

aAll samples were obtained both before and after handwashing., In this work the
former was coonsidered as representative of the transient flora and the latter as
representative of the resident flora. Each sampling was represented by three
collects performed in the same day at about 8:00 am, 13:00 and 18:00 pm. Thus, from
each individual 3 samples were taken ircm transient arnd 3 other samples from
resident flora. Samples were taken once a week during four weeks from each subgroup
of individuals.

For transient flora studies, each individual placed each hand, one after the
other in a 150 x 300 x 0.05mn polyethylene bay (Sucaplas, Sao Paulo, SP, Brazil)
sterilized by exposition to ethylene oxide, which contained 10ml of 1,0% coconut
soap suspension in phosphate buffer (PBES) pH 7.0. The fingers and palm of sach hand
wers rubbed for 15 seconds in the suspension.

In order to remove superficial transient flora for resident flora analysis, the
individuals washed their hands with coconut socap ard water (sccial washing) and
dried them on sterilized paper towels. The sampling was performed as above
described except that the fluid of sampling was camposed by 100l of trypticase soy
broth (BEL Microblology System, Cockeysville, MD, USA} containing 1.0% sodiwm
thiosuiphate (E. Merck, Damstadt, Germany), 0,5% soy lecithin (Sambra, Ponta
Grossa, PR, Brazil), and 1.0% Tween 80 (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA).

Amounts of 0.7l taken from each sampling suspensicn were plated on mannitol salt
agar and trypticase soy agar (BBL). Staphvlococci strains were characterized by
catalase and wagulase production (9) and anserohic growth in a glucose—containirg
mediun (8).

Isolates identified as S. awieus were tested for antimicrobial agents
susceptibility by standard disk diffusion method (20}. Additionaly, all S. auteus
strains were tested for beta-lactamase producticon by the chramogenic cephalosporin
technigue (29).
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Phage typing of 5. auwiéus isolates was performed at the Microbiology Department,
Ribeiric Preto Medical School, Sao Paulo University, Ribeirao Preto, SP. S. auwreus
strains were tested with the internaticnal set of 8. aureus phages: Group I -~ 29,

52, 52a,

8o, 88, &%, 90, 92, D11 and HR2)

79 and 80; Growp II - 33, 3C, 55 and 7%; Group III - 6, 42E, 47, 53, 54,
75, 77, 834, 84 and 85; Non—classified — 81, 94, 95 and 96,
and extra phages (42D and 187) were also

Experimental phages

included. Typing was performed at routine test dilutions and 100 times routine test

dilutions (2).

Results

Arong the 349 staphylocceci strains
recovered, 19/105 {18.08%) and 20/244
8.19%) were isolated from individuals
welonging, respectively, to the intra
and extra-hospital groups, and were
identified as $. auwrews. Mannitol salt
agar yielded 33 of the 39 (84.41%) S,
awheus strains isolated.

Table 1 lists those 39 strains
according to the sources: 4 out of the
controls and 6 out of the 10 hospital
individuals were found *to harbour S,
auwreus on the hands, Individuals mumbers
101 and 106 {control), 114 and 116
thospital group) yielded a higher
frequency of S. awrews isolates. About
80% (32/39) of the S. auwreus isolates
were derived from resident flora, i.e.,
they were recovered fran samples
colected after handwashing.

The results of the antimicrobial
susceptipbility tests are shown on Table
2. All the strains were susceptible +to
vancanycin  and lincanycin, resistant to
penicillin G and ampicillin, and
produced beta-lactamases. Most of thea
(35/39; 89.74%) were found to be
resistant to methicillin, and were
therefore considered to be resistant to
cephalosporins, S. aweews  strains
nambers 192 and 193 were only
susceptible to vancamycin and
lincamycin,

Table 3 shows the results of the phage
typing. Cf the 39 strains tested, 37
{94.87%) were typable. The occwrrence of
15 phage types (designated by letters A
to O} was observed. Most of them
kelonged to phage grow IIT. Irdividuals
of the hospital group yielded a higher
diversity of phage types (¢ to 0).

Discussion

Table 1t - Strains (39) of 5. awreus

isclated from the hands (transient and
resident flora) of individuals
belonging to the extra and
intrahospital groups®.

Symbols: a = Groups of 10 individuals.

Bach group was composed by 2 subgroups
of 5 individuals. b = Four samples were

collected at weekly intervals. Each
sample was composed by triplicates of
both transient and resident
microfloras; ¢ = Transient flora; ¢ =
Resident £lora; e =  Extra-hospital
group (subgroup 1); f = Extra-hospital

group {subgroup 2}; g = Intra-hospital
group (subgroup 3); h = Intra-hospital
group {subgroup 4).

Group Strain Sampling Sanple's Individual's
Analysed Number Week Source Number

301 st 2l el
02 13t 21l i
e 948,843 2 158 zp
EHG b el
951-954 2 2rd pe 104
957-939 38d gp
996 3rd 15t gE
1099 12? 1?); rE
n € 1102 15E 2% mp
G2t f
G2 1108 15t 37 gy e
177 ord 3 g
G2 1314 4th 1=t mp 108
e 1265 31 < gr
BHGZ  ya9% 1272 374 3 pp 109
g 90 e FLEg 1
1HG3 192,193 37 15t e 112
74,75 st rd
(HG3 1 fst ol 113
330 Fis 15t op
332,334 4k 158 pr
IHG3 336 4‘“:‘ and g 114
338 4th 2rd g
342 4th 3rd gp
729,730 2:’—? 158 o
gt 535 4t 1w 116
842,843 4tk 3¢ gp
THOA 891,892 4th 3t e 120

Several techniques have been developed for studying the bacterial flora of hands,
The contact or impression plate, the swab and the glove hand or sterile bag
techniques are appointed Ly Iarson & l. {15) as the most cammonly used. The
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Table 2 - Source and antimicrobisl susceptibilities of 39 S.
awiews strains isclated from the hands of 1 individual belonging
to EHG12, 3 individuals belonging to EHGZP, 4 to IHG3®, and 2 to
IHG44,

Symbols: a = Extra-hospital group {subgroup 1: individuals
101-105); b = Extra-hospital group (subgroup 2: individuals
106~110); ¢ = Intra-hospital group {subgroup 3: individuals
111=115); 4 = Intra-hospital group (subgroup 4: individuals
116-120); e = PN-Penieillin, AP-Ampicillin, DP-Methicillin,
CD-Cephalothin, CT-Cefoxitin, EI-Erythromycin, VC-Vancomycin,
S7-Sulphamethoxazole-Trimethoprim, CO-Chloramphenicol,

L¥-Lincomycin, AM-Amikacin, OGN-Gentamicin, KN-Kanawycin, and
TT-Tetracycline; £p= Resistant; gg = Susceptibla.

Antimicrobial ngentse

Individual's Strain
Humber anber BN AP OB (D OF EI VC ST 0D IN AM GR KN T
901,902,948,94% _
101 951-954,957-959 & & R ¥ § 5 s s S S5 S § S s
596
105 109%,1108,1177 ®R R R S S§ S 5 5 $ S5 S $ S =R
1102 R K $ S § S S 5 5 S S5 S5 S5 R
168 1314 R R R § § § S § 5 S S 5 § 8§
109 1265 R R S & S S 5§ § § S S 8§ & 5
3271,1272 R R R § § § § 8 S § % S S 5§
11 90 R R ®B & 5 3 § 5 5 5 § 8 S R
112 192,193 R R R 4 Rr R s R R s R R R R
113 74,75,113 R R 2P & § 5 S5 8 & S5 5 5 5 §
230 R R S § $ S S S $ 35 8§ S5 § 8
114 332,334,336 R R % S $§ S 5 S5 S § $ S S 8§
133,342 R R R S § § S $ $ S § S s 8§
124,730 R R R S & $ $ 8 & S § S § R
118 813 R R § S S S § S § & § S S S
847,843 R # R § § S & S S S S § § 8§
120 891,802 R R R & $ S§ s 5 5 5 $ & S 8§

plastic-bag technique described by Gaschen (10) is a modification of the classic
Price's basin technique and pennits a quantitative and qualitative determination of
bacterial flora of hands. We decided to use the plastic-bag technique due to both
the facility for collection and transportation of the material and bkecause it
allows sampling of the entire hand.

Althowh the carriage of pathogenic or cpportunistic microorganisms by hands is
still a very controversial matter we considered the presence of MRSA strains with
the same phage type in two or more samplings fram resident flora on the hands as
transient carriage. An intermittent carrier was defined as an individual from whon
5. aureus was isolated from hands by the plastic-bag technigque on at least one
occasion. Larson (14) reported as hand colonization the presence of the same
species of Gram—negative bacilli in a minimmm of three out eight, or of 40% out
three or more samples taken over a minimue period of time of two weeks.

Hand carriage of 3. aureus strains by control individuals was more frequent among
those belonging to subgroup EHG2 (3 of 5, 60%) than those fram EHG! (1 of 5, 20%).
mong other possible factors, this differences oould be attributed to their
professional activities and socio-econamic status.

Four out 5 (80%) individuals of pediatric wards {semi-critical area) and 2 out 5
(40%) of those belonging to intensive care unit (critical area) vielded S. aureus
isolates. The lower contamination level of hands, found in the latter grow of
individuals, may be related to a higher frequency of handwashing and aseptic
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Table 3 - Source and phage typing of 39 S. auwrews
isolacted from the hands of 1 individual belonging
to EHG1?, 3 zndLVLduais belonging to EHG2P, & to
IHG3C, and 2 to I#G4d

Symbols: a = Extra—hospital group (subgroup 1); b =
Extra-hospital (subgroup 2); ¢ = Intra-hospital
group (subgroup 3); d = Intra-hospital group
(subgroup 4); e = Identical strains were designated
by the same letter; f = Non-classified; g =
Non-typable; h = Experimental.

Irdividual's Strain Pha .
Klpder Numbor Phage type (:rogz Ldentity®
901,902 6/42E/77/84/+ IIT A
948,951-Y54 - L

101 949 357959 6/ 928/53/83A/84/95/+ ITI+Ne A
896 &/42E/84/+ 111 A
1102 6/42E/53/81/+ TIT+0e B

106 1108 6/32E/81/+ ITi+NG B
1177 6/42E/+ Iry B
1098 42E/+ ITI B

108 1314 6/54 393 o]

109 1265 N.T.9 N,T, D
1271,1272 85 111 E

11 30 42E 111 F
192 N7, N.T. G

1z 193 85 111 E

113 74,75,113 3n I H
330,339 84/+ 1 1

114 332,334,336 3a I, B
342 86 Bt J

29/32/52A/79/80/81/6/

16 729 42E/54/71/84/85/957,  LriIlee K
733 84/81/96 IIT+NC L
835,842,843 o5 N M

i20 891 29/52/528/80/+ I N
892 28/52/520/79/80/428/75 T+II1 Qo

techniques required by activities performed in critical areas, as they may be
related to a higher potential risk of transmission of infections. Individuals
mambers 111, 112, 174 and 120 were intermittent carriers, and number 113 was a
transient carrier of MRSA strains.

Fach transient carrier yielded identical MRSA isolates (same phage type)
suggesting the hands as a, possible site of colonization and as a vehicle of
spreading these organisms in both hospital and cammunity enviromments.

MRSA isolated from hospital and control individuals were resistant to beta-lactam
antibiotics or tetracycline, or both. Strains mumbers 192 and 193 showed wide
resistance patterns similar to those showed by MRSA strains asscciated with
nosocanial outbreaks (2, 12, 23, 29).

Cuthbreaks caused by MRSA are difficult to control and often result in serious
infections (12). These outhreaks are frequently centered in critical care units
{28} of large hospitals affiliated with medical schools (11, 13). Infected and
colonized patients act as reservoirs (28) and transient carriage on the hands of
hospital personnel has been implicated in transmission from patient to an.ent {7,
21, 23), ur flrki:.ngs provide additional indiret evidence that the carriage of MRSA
stra.ms by hands of hospital individuals may represent a risk factor for nosocamial
transmission of these organisms,

The prevalence of MRSA in the general population is a still unknown factor (27).
The carriage of MRSA styains by hands of control individuals, showed in this study,
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may suggest that, at least in our vregion, these organisms are not limited to
hospital envircmment. Purther studies to evaluate the epidemicliogical implications
due to the carriage of MRSA strains by hands of people in the general population
are necessary.

Phage typing indicated that fifteen distinct types of 8. . awieus (designated by
ietters A to ) were isolated in this study. Sane of them were similar to those
phage types reported as important cause of infections in different regions. Strains
belonging to phage type 84 have been incriminated in outhireaks of MRSA infections
in the United States (21). Phage type 85 has caused epidemic ard endemic infections
in Dublin hospitals (4, 5) and has also been reported as a cause of an outhreak in
a demmatology wnit at the University of Munich (19). Phage type 95 strains had
epidemic significance in Denmark {24, 25) and have been isolated fram patients with
staphylococcal  pneumonia in the United States (26). Cur findings showed that phage
type 85 was isolated from both hospital and control individuals, while types 84 and
95 were isolated only from hospital individuals,

The occurrence of intermittent (occasional) and transient hand carriage of MaSA,
particularly among hospital personnel was shown, The high frequency of resistant §.
arher s strains including MRSA could, at least in part, be attributed to the abusive
and undiscriminated use of antimicrobials in Brazilian hospitals and even by the
population in general, without having the isolation and or the confirmation of the
eticlogical agent.

The results show that strains of §. auwreus resistant to g-lactams are frequently
found among 8. awreuws colonizing the hands and emphasize the possible role of the
hands as source or route for the dissemination of those microorganisns.
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Resumo

Estirpe de L. acddophifus foram 1iscladas de materia fecal de
criangas com tres dias de idade, alimentadas exclusivamente ao
seio, e de bezerros com dois dias de vida. Caracterizaram-se o5
isolados por critérios morfolagicos e fislologicos. Do total de
isolados, 2,1% (cinco de origem humana e tres de origem bovina)
foram caracterizados como L. acidophifus e submetidos a testes de
tolerancia a sais biliares, e a avaliaclo de suas capacidades de
produzir acido & ter atividade antagonista a bactérias Gram-posi-
tivas e Grawm-negativas. E possivel que apenas uma das estirpes
isoladas de fezes humana, a UFV HZb20, em meio com teor de oxige—
nio reduzido, possa ser utilizada como adjunto dietético. Esta
estirpe foi resistente a 1,07 de sais biliares, produziu 1,05% de
acide latico em 14 horas e inibiu bacterias patogenicas e sapré-
fitas em alimentos.

surmary

Acidophilus MiLk: lsolaiion and charactenization of lactobaciflus
acidophifus grom brest-fed chifdrien and from young calves feces

Bacteria were isclated from faecal excreta of three days old
children and two days old calves {(fecal excretion). They were
characterized by wmorphologycal and biochemical criteria. Five
strains from human and three from bovine origins were
characterized as L. acidophilis. Their resistance to bile salts,
capacity of lactic  acid production and activity against
Gram-positive and Gram-negative bacteria were measured. Only L.
acidophifies UFV HZb20 had the necessary characteristics to be
used as a dletetic adjunct, as it was resistant to 17 bile salts,
produced 1,05% lactic acid in fourteen hours and was able to
inhibit patogenic and saprophitic Gram~positive and Gram-negative
bacteria. :

Introducas

A prireira tentativa visando o uso de microrganismos coamo adjunto dietético
provavelmente tenha sido feita por Metchnikoff (3, 4). O interesse pela microbiota
intestinal tem sido voltado, principaimente para o lacfobacillus acidophilus,

Rev, Microhiol,, Sao Paulo, 19(4):393-3%98, Out./Dez. 1988.
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isolado de fezes de criancas alimentadas ac seio. Esta bactéria & considerada cam
habitante natural do intestinoe sendo capaz de se estebelecer e beneficiar
terapeutica e nutricicnalmente o hospedeiro (8, 13). BEnbora sejam muitas as
vantagens do uso de L. acddophilies, ha limitagdes quanto a sua utilizacdo na dieta
humana, devido, wprincipalmente, ac sabor youco apreciado de seus produtos de
fenmentacao, da dificuldade de nanutencao destes microrganismos em laboratoric e na
cbtencdo de estirpes que possam sobreviver 3as condicles adversas do  trako
gastrointestinal e de se implantarem no intestino.,

Mo presente trabalho procurou-se isolar o L. acidophifus de fezes de criancas,
aliientadas aoc seio e de kezerros, e selecicnar as estirpes destes microrganismos
oom caracteristicas que permitam o seu uso camo adjunto.

Material e Métodos

Fonte de . micnorganismos -~ O material fecal usado para © isolapvento do L.
acidophifus foi obtide no bercario & Hospital $30 Sebastifo da cidade de
Vigosa-MG, e no estabulo do Departamento de Zootecnia da UFV. Foram coletadas fezes
de criangas, com trés dias de idade, alimentadas exclusivamente ao seio e do
bezerros alimentados caa colostro, com dois dias de idade.

1sofamento dos microrganismos - As amostras fecals em diluigCes decimais foram
preparadas am agua peptonada (1%) esterilizada e transferidas para caldo seletivo
para isclamento de lactobacilos, sequndo Rogosa & Qols. {11). 2pds 24 horas de
incubagao, a 379C, os tubos can orescimento, evidenciado pelo aurento da turbidez,
foram plagueados no meio utilizado anteriormente, acrescido de 1,5% de Aagar.
Placas, em duplicatas, foram semeadas a partir de cada diluicdo e incubadas
asrobicamente e en meio con teor de oxigénio reduzido. As coldnias isoladas foram
transferidas para tubos contendo leite despatado reconstituido ocin 10% extrato seco
desengordurado (ESD), esterilizado a 1219C, durante 15 minutos e a sequir incubados
por 24 horas, a 37°C. O0s tubos que apresentaram crescimento foram estocados sob
refrigeracgc (5°C) para posterior caracterizacdo, sendc as culturas transferidas
para novo melc em intervalos de 10 dias.

Classiflcacdo dos isofados - Samente agqueles isolados gue apresentaram bastonetes
Gram-positivos e catalase negativos foram estocados para posterior identificagac. A
produgao de catalase foi observada pela forimacdo de bolhas ao redor das colOnias em
agar Man, Rogosa & Sharpe (MRS-Merck) guando acrescidas de 1ml de soluc;ao de
peroxido de hidrogénio a 3% (V/V), cowo citado por Norris & Ribbons (8).

A reducdo ¢o nitrato foli determinada em caldo nitrato (Difco), contendo 0,1% de
nitrato de potassio. _

0 meio desenwvolvido por Niven & Cols., (7) foi utilizado para detemumgéo da
produc;ao de amdnia, a partir de arginina sendo a formagio de amdnia evidenciada
apds a adicao de reagente de Nessler. :

A atividade dos lactobacilos no leite foi obkservada em tubos contendo leite
tornassolato {pifco) esterilizado, apds 48 horas de incubagio a 37<C.

25 culturas foram testadas quanto ao crescimento a 15, 22, 45 e 48C em leite
tesnatado reconstituido (10% ESD) e produgdc de gés an caldo MRS (Merck), contendc
5% de glucose, usando os tubos de femmentacao de durham (1).

O caldo MRS desprovido de glucose e extrato de carne constituiu o meio basico
para testar a capacidade fermentativa conforme recanendacio de Man & Cols. (6). Foraw
utilizados para os testes a amigdalina, arabinose, celobiose, frutose, yalactose,
glucose, gluconato, lactose, meltose, manita, mancse, melezitose, melibkiose,
rafinose, rammose, ribose, salicina, sorbitol, sacarose e xilose.

Tokerdnein a sdis biliares - A tolerancia dos isolados quanto a sais biliares foi
testada, oonforme procediventos adotados por Klaenhamer & Kleassan (5); foram
detenainados os nimeros de unidades formadoras de coldnias para cada nivel de sais
biliares.
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Producao de Euldo . Incculou-se 1% da cultura, de cada isclade, em leite desnatado

reconstituldo

(102 ESD) esterilizado. A acidez titulavel, média de duas re:.petic;ées

e expressa em acido latico, foi determinada a cada hora até atingir o maxiro de

producac.

Atividade antagonisia - A atividade antagonista dos isolados foi verificada oom
base nas sugestbes de Shehani & Cols. (12). A capacidade inibidora dos isolados de
L. acidophifus sobre 13 microrganismos diferentes foi determinada pelo meétodo de
difusio e discos, a intervalos de 8 horas, por um periodo de 40 horas, a 37<C.

Resultados e Discussao

oo resultado co plagueamento das amostras fecais
obteve-se microrganismes yue formavam cooldnias do
tipo rugosa e do tipo lisa, sewelhantes a8
antericrments  designadas por Rettger & Norteon,
citados por Smith (13), caso do tipo X e tipo Y,
respectivamente.

selecionarem—se 119 isolados representativos da
familia Lactobacillaceas, coon  base nos testes
bioquimicos, do total de 375 culturas estogues
isoladas de fezes mmanas e de bezerros. Estes
isolados foram agrupados oon base na capacidade dos
heterofementatives produzirem didxido de carbono a
partir de glucose, a amdnia a partir <& arginina.
Foram considerados hamofermentativos 76 isolados dos
quais 29 rforam selecicnados <o base em  suas
temperaturas de crescimento, descritas pelo
"mergey's Manual of Determinative | Bacterioclogy®
{10}; incapazes de crescer a 15°C e capazes de
crescer a 459C (Tabela 1). Os isolados selecionados
foram capazes de acidificar e coagular o leite
tormassolado em até 48 horas de incubagdo a 379C.
Verificando a Tabela 2, citc isolados, <¢inco de
origem hunana e trés de bovinos, apresentaram
caracteristicas proprias do Lactobaciffins
acidophifus, de acorde com © "Bergey's Manual of
peterminative Bacteriology® (10). s isoclados de
pezerros fermentaram a ribose; entretanto, as
caracteristicas apresentadas por estes isolados se
aproximann mais do [, acidophifus que de outros

lactobacilos homofermentativos. Br relacio aos testes

fernmentativos, a Irutose, galactose, glucose,
lactose, manose e sacarcse foram sempre utilizados
enquanto o gluconato, melezitose, welibiose, rafincse
e ramose nac foram rementados. (s isclados de
origem bovina que nao fermentaram a salicina, ndo
foram excluidos; Marrison {2) cita que esta esgécie
pode fermentar ou ndo a salicing, variagio esta gue
depende tanto do meio basico usado como das condiges
experimentais.

Visando a sua utilizagio came adjunto dietético, os
igolados caracterizados cam L, acidophifus foram

Tabela 1 — Crescimentc de
isolados de Lactobacilos
homefermentativos, a
diversas temperaturas.
Simbolos: H = Origem
humana; B = Origem bovina;
1,2,3,4 = Individuos; a =
Condigio de incubacao
aerdbica; b = Baixa tensao
de oxigenio; 1 a 31 =
Numero do 1isolado; + =
Crescimento e — = Ausencia
de crescimento.

Teyperatura (°C)
15 22 45 48

Lactobacilos

HibZ
#1b3
Hipo
Hipll
Hikid
Hip24
Hib31
hia2
H2a3
H2ab
Hzal
Head
1i2ai3
2atd
li2ale
H2a20
1iebl
H2u8
Hibtd
B2020
a2
B3al
B3a2
B3al
#3a5
w3a7
B3al0
B3a13
B3aty
Batls
B4ad

T T S T N N U T U T T T T O Y Y T O N O A
L T T T T T e O T O A T T

I+ + 4+ + 4 + 44+ 1 4+ & &kt + kbbbt
B I I 2 N R N S S

testados quanto a tolerdncia a sais biliares, producdo de acido latico e atividades

antagonista a diversos microrganismos.
A Tabela 3 mistra o comportamento dos .
diversos niveis de sais biliares,

acddophifus em &gar MRS, contendo
os isolados de origem bovina, Bad e B3al3,

resistiram a 1% de sais biliares, camportando-se de maneira similar ac controle e

todas as concentracdes testadas., Un dos

isolados

de  bezerro , B3a3,
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Tabela 2 - Principais testes aplicados aeos lacfobaciffus
acidophifus isolados de matéria fecal. )
Simbolos: Testes biloquimicos: A = Acido, PA = Pouco acido.

L. acidophifus

Testes Origem Huamana Crigem Bovina
H2b4 H4b14  H2b20 HZb21 Hi1b11 Bdad B3a3  83al3

Crescimento a 15<C
Crescimento a 459¢
Gas de glucose
Hidrélise de arginina
Imigdalina
Arabincse
Celobiose

Frutose

Galactose

Glucose

Gluconato

Lactose

Maltose

Manitol

Marose

Melezitose
Melibiose
Rafinose

Ramnese

Ribose

Szlicina

Sorbitol

Sacarose

Xllose

I+

t:ui:h':’l:’:vbvgll||+;
Pl o PR O+
| B Er i MR | ME o+
I Bt ool R EFI]

1
||:u§lg|:u:v:wy|||1+
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1
1
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HIE]
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¥
T

I:n’llllill.'ﬂ?’;tﬁ’l?’ﬂ?:l’:ﬂlll|+1
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R
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Tabela 3 - Crescimento dos isolados de L. audoph(,&us em dgar
MRS, em UFC/ml, coatendo diferentes niveis de sais biliares.
Sz'_mbolos. 1/ UFC/ml = Unidades formadoras de coldonias por

mililitro; 2 NC = Nenhum crescimento na menor diluicac

(i0-5).

Sais Crigam Humana Origem Bovina

Biliares
3 H2ba H2bi4  HZB20  W2b21  Hib11  Bdad al  Rlall

UF/mic/

o 7,908 2,6x10% 1,1a0% 3,00108 57108 §,94108 7,3x108 1, 7108
0,2 NCR/ 175109 4.5%108 G N 6.1x108 1.1x108 1.3%108
0,3 . 2,0x10% 3.9x108 ¢ N 712108 9761107 1.3x108
0,4 e 1.9%107 3/5x108 o N 6.2%108 8, 0x1o7 1,5x108
0,5 N Trex1e? 3.1x108 e o 6,8x108 1,54107 1 4x103
9,6 e 1,6%10° 6.0x107 N w 6,5x108 7.9x107 1.6x108
0,7 W 1,66109 4700108 xo C 6,3x108  8,9x107 1,4x108
0,8 N 1,45109 256108 3¢ e 5,9x10% 9.6x107 1.3x108
0,9 N 1,8010° 213108 n¢ B §.5x108 1, 2¢108
1,0 i 9.8x108 & 8x107 0 e 5.4x108 1,6x108

menos resistente, fol incapaz de formar colGnias em melo contendo mais de 0,88  de
sais biliares. Dos isolados de origem humanz, H2b4, H2b21 e HIb11, foram incapazes
de formar colénias no weio contendo 0,2%; enguanto ¢ H2bid e H2b20, resistiram a
comentrac;oes mais elevadas de sais blllares. Estes isolados capazes de crescer em
concentragoes elevadas de sais biliares, podem ter capacidade de habitar o  trato
intestinal do hamem.

Brn wvirtude da capacidade fementativa das bactérias laticas, numercsos
metapdlitos sac produzidos, prmmpalnente os de natureza ac.lda. A atividade
antimicrobiana do L, acidophilus é atribulda, em grande parte, a produgdo de acido
latico {14), De acordo com as Figuras 1, a ac:_dez maxima produzida pelas culturas
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variou de 0,59 &  1,13%. Os Tabela 4 - Atividade antagonista dos isolados de L.
RETICres valores  toxam acidophifus incubados a 379C por 40 horas, sobre
obtados dos isolados

- ) - diversos microrganismos.
provenientes oo material Simbolos: 4 = Inibigao muito forte da cultura
fecal bovine, em periodos e teste; 3 = Inibicao forte; 2 = Inibigdo moderada; 1

incubagao wais longos. A = Inibigio fraca e O = Nenhuma inibigao.

producio de grandes
quantidades de acido latico -
€ importante, pois o efeito Origem Humanza
pacteriostatico . otu Organismos testes H1bi1 H2b20
bacteriocida deste acido 6 8 15 24 32 40 0 & 16 24 32 4
depende da sua concentragac. 0
As culturas que  produzem Baelffus corgus 00 2 4 4 4 033 3 3 3
eores mis  oleams G Bompbonon 034333 03i
- . -, s onid &8
acido latico, possivelrente Keebaiella 4p 600 0 2z 3 0032 2 3 3
tornam os produtos lacteos Micrococcus futeus 000 3 3 3 0 O3 3 4 4
NEncs pa]atéveis e Pseudomonas aeruginesa 0 3 3 3 3 3 0 2 3 3 3 3
e o Proteus sp 000 3 3 3 000 2 3 3
necessitam  serem estocadas Satmonefla agona 033 3 3 3 000 3 3 3
sob refrigeragac para evitar Safmonefia 4p 000 0 0 3 000 2 3 3
perda de viabilidade. Sevaiia naresscons T 0 4 4 4 4 4 044 i 4 4
Veririca-se gue apenas Shigeifa §Zexneni 033 3 3 3 002 3 3 3
dois isolados do L. Staphyfocoecus auteus 033 3 3 3 033 3 3 3
acidophilis de origem - ; -
hunana, exibiram atividade
inipidorae de moderada a forts sobre o8
microrganismos testados (Tabela 4), en Figura 1 - Produgde de acido latico

fungdo do tempo de  incubagso. (s pelos isolados de L., acddophifus de
resultados da agio antagonista dos origem fecal humana (H) e de origem
}.sqlados nostraram gue oS agentes fecal bovina (B} em fungaoc do tempo de
inipidores apresentam amplo espectro de incubacio.

atividade, atuando contra bacterias
(ran-positivas e Gram-negativas, bem
oono  sobre alguns patogenos,  sendo
ainda necessario detenuinay o recanismo
desta agao antagonista, 1,20

~ 1,104
Conclusoes

Dentre os 375 isolados de  fezes 1P
huvanas e bkovinas, 76 (20,28}, foram
classificadas como lactobacilos 0904
hovofermentativos, oito dos quais foram

s resultados demonstraram cue duas
estirpes de origem hwmana H2bl4 e H2L20 = 0604
e trés de origem bovina, Bdad, B3a3l e
RKal3, tendo am vista a sua capacidade

identificados cano Lactobacilius ?_ 080+
acidophifus, sendo itrés de origem <
boving e cinco de origem hunana. o 070

[n]

5

L4

3

de crescimento em presenca de sais 0507
biliares, podem ter capacidade de
sobreviver e de se implantar no trato 0401
intestinal humano e bovino.
Quservou-se ainda, yue duas estirpes 0,30
de L. acidophdlus de origen humana,
gpresentaram = ‘grange capacidade de 0,204
producde de acido, indicando sua |
possivel uttilizacdac no oontrole de 135 7 9 1t 131517 1921 2325

distirbios gastrointestinais. TEMPO DE INCUBAGED [h)
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0s resultados gpresentados indicaram que a estirpe de origem humana, H2b20, a
partir de agora denaminado L. acidephifus UFV H2B20, camo referencia ao local de
isolamento, capaz de ininir os microrganismos testados, possa ser utilizada cooo
adjunto dietético,
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Resuno

Avaliou—se a-eficizncia de estirpes de lepfospina  biflexa, como
antigenos na técnica de soroaglutinacao microscopica (SAM), para
diagndstico de triagem da leptosplrose aulmal Fol selecionado um
total de 559 soros das especles bovina, suina, bubalina, equina e
canina; de animais provenientes na sua maioria de rebanhos
problemas efou de casos suspeitos da doenga. Esses soros foram
inicialmente submetidos a SAM com 20 sorctipes de lepfospira  in-
ternncgans e posteriormente com as estirpes Buenos Aires, Patoc-i,
Rufino e S3o Paulc. Foram determinados os indices de senszbllzda—
de, especificidade, concordancia, valores preditivos do positivo
e do negativo e resultados falsos, As estirpes aquicolas estuda-
das nic se mostraram eficientes pars serem recomendadas como an-
tigeno unico ou em conjunto, para diagnostico de triagem da lep-
tospirose animal.

Summary

Efficiency evaluation of Leptospina biflexa strains on 3creening
sonological diagnosis of the animal Leplospinosis

Four Lepfospina bigflexa strains were evaluated as screening
antigens on MAT, for animal leptospiresis diagnesis. It was
chosen a total of 559 sera of bovine, swine, bubaline, equine and
canine species from problem catlle and/or sickness suspect cases.
First, these sera were submited to MAT with 20 .serovars of
Leptospira 4infernogant and afterwards to Buenos Aires, Patoc,
Rufino and Sao Paulo water strains., Sensibility, specificity,
agreement, preditive values and false results were determinaned.
The water strains, individeally of 23l together were  not
recommended as screening test.

Introducao

A reacdo de sorcagiutinacio microscOpica se constitul ainda na prova de
referéncia pela Organizagio Mundial Salde (14), para diagndstico da leptospirose.
No entanto, sua fomma laboriosa de trabalho exige manutencdo de grandes estogques de
culturas matrizes, o gue gera intensa mdo de chra técnica e consome elevado volune
de meio de cuitura e drogas, além de subneter o operador ac risco de contaminacdo.
Por essas razdes, fica restrita a rotina de poucos laboratdrios, geralmente
sitwados nos centros mais desenvolvidos.

Diante dessas limitacdes e cam ¢ conhecimento de que certas estirpes agricolas

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 19(4):399-405, Cuit./Dez, 1988.
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s80 aglutinadas por sorcs de individups infectados ou convalescentes de
leptospirese (21), 05 pesguisadores propuseran provas de carater generc-especlficas
utilizando antigenos da espécie L, bi4fexa (1-5, 7-10, 12, 13, 1517, 19, 20}.
Dentre as estirpes agricolas mals estudadas estdo patoc-1, Sdo raulo, Rutino e
Buenos Alres.

B medicina hurana, essas provas que utilizam a estirpe Patoc-1 sdo bastantes
sensiveis, fornecendo  resultados — precoces, sendo empregadas CQR SUCESSO.
Entretanto, en medicina veterinaria, ¢ exprego de diversas estirpes saprofitas nas
diferentes técnicas soroldgicas, até o presente mowento, oferecen resultados
conflitantes e na sua maioria insatisfatdrios (3, 4, 10, 12, 17).

O presente trabalho propde a avaliagdo da eficiéncia de estirpes agricolas de
Leptospina biflexa, camo antigeno de triagem na técnica de soroaglutinagdo
wicroscopica {SaM), padronizada sequrdo as recorendacdes da (MS, para diagndstico
da leptospircse animal.

Material e Métodos

A S fol rigorosamente padronizada pelas normas da QS (14). Procurou-se
selecionar soros de rebanhos problemas, previamente conhecidos, gue contavam o oon
historico de ahortamento ou ocan controle soroldgice anterior, mostrando a
ocorréncia de animais reagentes. Mo caso da espécie canina, como © numero de  Soros
provenientes de animais doentes de leptospirose fol insuficiente, introduziram-se
soros de animais errantes.

Cinco sores; dois da espécie bovina, dois dz suina e wm da canina, foram
incluidos cume controle por serem provenientes de animais sabidamente doentes cam
isolamento e tipificagao de sorotipos. Para as espécies canina e bubalina nfo foi
possivel a inclusfo de soros controle.

Foram examinados 559 soros assim distribuidos: 179 bovinos, 159 suinos, 80
bubalinos, 79 equinos e 62 caninos, )

Qo a finalidade de se evitar amostragem tendenciosa em relagdo ac sorotipo
reagente, foram selecionadas propriedades de regides diferentes. .

0 experimento fol dividido em duas fases. Ne primeira, todos o©s soros foram
testados oon  £0 sorotipos de lepfospira nterncgans: andamana, australis,
autumnalis, ballum, batauiae, brasiliensdis, butembo, candicola, castelfonis,
copenhagent,  grippothyphosa,  deferchaemonthagiae, — javanica, panama, pomond,
pyrogenes, shewmani, tarassovd, whitcombd, welfid.

Na seguia, esses soros foram submetidos as estirpes muenos Aires, Ppatoc-1,
Rufino e Sao paulo.

Para determinagao da eficiSncia relativa das estirpes saprofitas frente acs soros
de cada especie animal, foram calculados os Indices relativos de sensibilidade
(sr), especificidade (8r), valores preditivos positivos e negativos (Vp+, Vi),
concordancia (¢} e falsos positivos e negativeos (F+, F=) (11). O a tinalidade de
verificar se havia concordancia entre as respostas sorologicas obtidas com estirpes
patogénicas e com estirpes agricolas de lepfospina biffexa entre si, uscu-se o
teste de Qochran (18), para K > 2 amostras relacionadas., (uando este teste mostrou
haver discordancia significante entre os resultados, isto &, pelo wenos uma das
estirpes de leptospiras testadas individealmente discordava das outras (¥5),
conpienentou-se & analise estatistica aplicando-se o teste de McNemar (18), para K=
2 amostras relacicnadas, com o objetivo de se identificar qual era a estirpe
discordante da prova de referéncia e se essa discordancia era significativa.

Posteriomente, oan & finalidade de se investigar se havia concordincia entre os
resultados da prova de referéncia e o conjunto de respostas obtidas com as estirpes
acquicolas, empregou-se novamente o 2 teste de  MacNemar para K=2 amostras
relacionadas.

Bu todos ‘os casos, usou-se o valor de ps0,05  para nivel de rejeic¢do da hipbtese
de nulidade.




Fesuitados
Dos 559 SOYros animais
exaftinados pela SaM com 20

sorotipos de lepfospira sp, 325
54,1%) foram reagentes; sendo
127 (71,0%) bovinos, 86 (54,1%)
suinos, 30 (62,5%) bubalinos, 32
{(40,5%) eguwinos e 30 (48,43}
capinos, s demais scros, 234
(41,9%) nao foram reagentes.

Ma espécie bovina o sorotipo

mals frequente foi  pomona
(80,3%), seguido pelo wolffd
(14,9%), panama (2,4%),
Leferohaemorrhagiae ©,8),
copenhagent  (0,8%) e tmrassovd
(0,82). Na suina, todos os soros
reagentes o foram para o
sorotipo  pomona. Na esPeCJ.e
ina, © sorotipo mais
observado fol woffdd (60,90%),
seguido pelo tarnassovd
12,0%), panana (10,0%}),
grippetyphosa, bataviae,
candcola  (4,0% cada) e
australis, javanica e
pyrogenes {2,08 cada). Na
equina, o sorotipo mais
encontrade  foi  copenhagend
{78,1%1}, a seguir pomona
(9,48), icterchaemonrhagiae e
javaniea  (6,2% cada}., Na
espécie  canina, o mais
frequente fol  copenhagend
56,7%), canicofa  (13,3%),
grippolyphosa {10,0%),
pdhogenes (6,7%) e

castellonis, butfembo, javanica
e shewmand (3,3% cadal.

s SOros controle
confirmaram sua positividade
"frente os sorotipos de
leptospira sp, sendo oS dois

de bovino reagentes para o sorotipo pomom com . titulo de

Tabela 2 - Resultados obtidos com soros
nao reagentes
sorcaglutinacao
quatro estirpes de L. b{4ffexa.
Simbolos: R:
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Tabela 1 ~ Resultados obtidos <com soros
animals, reagentes para L. J{nterrogans na
soroaglutinagao microscopica, confrontados com
quatre estirpes de L. 044fexa.

Simbolos: R: reagente e NR: ndc reagente.

Estirpe Buenos Aires faroc | Rufino S30 Pauto
grdicae ) p e R HR R KR R KR
Especie
a?;;;? 25 102 W93 85 62 12115
5‘&2; s 82 13073 20 56 5 8
an?g]lu‘a 5 55 8 42 b 46 [ 3]
Equiina o 2 4 28 4 28
(32) z 3 5 7
v 3z 7 ¢ 30 528

animais,
Anternogans  na
confrontados com

para L.
microscopica,

reagente e NR: nao reagente.

\ Estirpe Buenas Aires| Patoc | Rufiro Sao Paulo
Condigao R T B NR R KR 3 HR

Espécie
B?g?a 5 k7 2 50 ] 2 50
53’_{;; 6 73 ¢ 7 bk LS
3:.;;8)1 ina i 29 T 29 2 28 0 30
E?E;?a 0 47 146 0 47 ¢ W7

1:400 e 1:800,

respecuvaxrente os dois de au_mo ambos reagentes para © sorotipo pomona,  cam
tirtulo de 1:400 & o soro de cao positivo para o sorotipo coperhagendi, cam tituio de

1:400.

As fabelas 1 e 2 apresentam os resultados obtidos com estirpes aqu:.oolas frente
aos SOros reagentes e nao reage.ntes para lepfospiha interrogans.

O soro controle da espécie canina foi reagente para as estirpes Patoc 1

e S&o

Pavio com titulo de 1:100; was apenas un dos soros controle da espécie bovina foi
reagente, estirpe Rufino com titulo de 1:100. MNenhum dos soros controle da espécie
suina aglutinaran frente as estirvpes aguicolas.

Ut fendreno frequentemente cbservado durante a leitura fol a auto-aglutinacéo
apds o permdo de incubagdo, evidenciada através de veuflcagao dos tubos controle

dos antigenos.

Durante a leitura da prova con emprégo de estirpes saprofitas,

observou-ss

diminuigao da proporgdo de leptospiras livres, sendo consideradas negativas por nao
estaren de acordo com o critério de 50% preconizadc pela QMS.
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Tabela 3 - Resultados relativos de semsibilidade (Sr) especificidage (Ex),
concordancia (C), valores preditivos (Vp+Vp~)}, falso positive (F+) e falso
negativo (F-) dz reacdo de soroaglutinacao microscopica dos soros animais
frente a quatro estirpes de L. b{ffexa, comparades a prova de referéncia.
Simbolos: * prova de referéncia: soroaglutinagac microscopica com 20 sorotipos
de Lepfospina sp.

Estirpe Busnos Airas Patec | Aufing 530 Paulo

ecivlpay  suf. Bus. £QU. CAN. | BOV. sul. BUB. EQU. CAN.  80V. SUI. Bue. EQU. CAN. |80V, Suf. -BUB. EQU. CAN.
Cwrast.

sr 19,7 4,6 10,8 6,2 10,0{26,8 35,1 36,0 15,6 23,3)|5%1,2 ¥3,2 B0 12,5 o] 9,4 5,8 02,5 133
Er 98,4 300 95,7 106 100 {96,2 100 96,7 7,9 93,8] 96,7 Sk5 93,3 100 96,5|96,2 98,6 180 388 180
I 4,2 48,4 42,5 62,0 56 4)46,9 S4,1 4,2 64,6 5%,7] 64,2 56,0 L0, 646 50.0)3h,6 48,4 37,5 646 SB

vpr §3,3 0 &3.3 100 09,k toe 88,9 83,3 77,8 57.0 83,3 66,7 1w 0857 8.3 & 188 00
v 11,5 k7,1 39,2 61,0 s54,2135.0 50,6 40,B €30 S56,6f4h,8 St 37,8 62,7 508|769 L7, 0 37,5 62,7 552
Fr 9.6 o 3.3 3 0 3,8 g 3,3 2,1 6,21 48 55 6,7 o 300 L0 1.k PO i)

#- 8,3 95,3 96,0 93,8 90,0{73,2 84,9 84,0 83,4 75,7( 48,8 76,7 9%,0 87,5 160906 9,2 180 87,5 86,7

Nao houwve  correlacao .. ) . .
entre os titulos obti.gos Tabeia 4 ~ Analise conjunta dos resultados das reagoes

- . = ; 30 mi opica cobservados com Ssoros
g oies % ot sicceies ot e o
e ocas saprofitas. Os g g ¢

£itulos obServados Com as estirpes de l. biffexa.

estirpes aguicolas foran Simbolos: R: reagentes e NR: nio reagentes.
baixos, raramente

Ultrat‘?a’ssm 1:10Q' \ Espécie Sovina

s Indices relativos de w5t
sensibilidade, San Aciici R R T [R mx iR wg T|R MR T|R MR T|
especificidade, c/teptosnira s 1
aoncordancia, valores i
preditivos e falsos R 8 4z 127]33 53 8|12 38 solm 2 32|11 13 30
resultados _calculados i
wara cada espécie animal NR Moy os2f 4 69 7303 27 30 1 46 47| 3 29 32!
frente a cada una das ;
estirpes aguicolas sao i
apresentados na Tabela 3. T % 83 173137 122 158{15 65 801z 67 7915 43 62!

A analise conjunta dos
resultados obtidos rrente
as estirpes saprofitas mostrou ligeiro aurento na sensibilidade do teste, cam se
observa nas Tabelas 4 e 5.

05 caleulos estatisticos do teste & (ochran mostraram haver discorddncia
significativa entre as respostas sorollgicas obtidas na prova de referéncia (SAM) e
na de +triagem entre si, ar cada usa das espécies estudadas. Os valores da
estatistica ¢ foram significa.ntes sendo 227,6; 218,6; 140,6; 85,8 e 18,4
respectn_varzente para as espécies bovina, suina, bubaim equiing e canina; onde 0 Q
critico para o nivel de significincia adotad era igual a 9,49. (ompletamentando-se
a andlise com o teste de MclNemar, observou-se dlscordamz.a significante entre os
resultados obtidos com cada wna das estirpes de lepfospira_ biflexa analisados em
relagac a 52M, quando comparados dois a dois, em cada espécie estudada. Os valores
da estatistica ¥ foram significantes, para % critico igual a 3,84, cano mostra a
Tabela 6.

Quando se analisou o conjunto de resultados, os valores da estatistica ¥ foram
tal'iliﬂl‘l significantivamente discordantes, oomo mostra a Tabela 6, para © mesmo X2
critico.

Suina Bubalinag Eglfina Canina




Discussio

0 processo e dlagnistico requer
dois passos essenciais. No primeiro,
ha o estabelecimento de varias
hipiteses  diagndsticas, sequido da
tentativa de reducdo do niamerc dJdessas
hipbteses, através de progressivas
decistes de exclusao {11}. Esse
processo necessita de  testes muito
sensiveis que guando fornecem
resultados normais, pexnitem excluir,
com alto grau de confianga, a doenca a
gue foram destinados identificar. O
sequndo passo, objetiva provar uma
forte suspeita clinica. Nesse processo
aplicam-se testes altarente
especificos gque quando  anormais,
confirmam a presenga da doenga
suspeita,

A aplicagao de testes de triagem
se enquadra no primeiro passo pols tem
por finalidade descobrir entre os
individucs aparentenente sadios,
aqueles que estejam infectados ou
aoentes, e deste mode sulmete-~ios a0
tratamento adequado; se for doenga
transmissivel permite adotar
precocemente medidas de oontrole e
prevencac {22).

T teste de triagem aceltavel deve
formecer em elevada porcentagem,
resultados alterados em individuos
doentes e resultados confidveis em
individuos livres da  doenga. A
especificidade torna-se importante mm
teste de triagem quando se tenta
diagnosticar enfermidades raras {11).

O teste de triagem estudado
apresentou  irdice de sensibilidade
muito abaixo & esperadoc (Tabela 3),
demonstrando a ineficiéncia das
estirpes aquicolas erpregadas
separadamente ou em conjunto; uma vez
que a prova de referéneiz confirmou a
alta prevaléncia dJde leptospirose,
esperada nos soros selecionados.

Supondo—sz a falta de conbecimento
prévio do painel soroldgico, o indice
de sensibilidade apenas de per si, nao
pepnitiria wa interpretagao acurada
dos resultados, pois este indicaria
apenas os resultados de uma bateria de
soros provenientes de uma populagao,
sem contudo indicar a possibilidade do
resultado positive corresponder a um
individuo doente, Essa probabilidade e
determinada pelo estudo do wvalor
preditivo {6).

0s elevados valores preditivos dos
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Tabela 5 =~ BResultados relatives de
sensibilidade {51), especificidade
(Er), concordincia (cy, valores
preditivo  (Vp+,Vp-), falso positive

{F+) e falso negative (F-) da
soroaglutinacdo microscopica,
empregando-se soros animais frente a
quatro estirpes de L. biffexa,

comparados a prova de referéncia.
Simbolos: * prova de referencia:
soroaglutinagac microscopica com 20
sorotipos de Lepfosping sp.

Especie

fovina Sufpa Bubalina Eqliina Canina

Caract. %
sr 66,9 38,4 24,0 34,4 36,7
£r 78,8 oh,5 90,0 97,9 90,6 §
c 70,4 84,6 48,8 72,2 84,5
Vp+ 88,5 8%,2 80,0 9,7 78,6
Vp- 49,5 56,8 41,5 68,6 60,4
Fr 21,2 5,5 10,0 2,1 9.4
- 33,0 61,8 76,0 £5.,6 £3,3
Tabela 6 — Resultados de analise
estatistica obtidos no teste de

Menemar (X) aplicades mno estudo do
diagnostico sorologico da leptospirose
animal com estirpes de L. biffexa, em
relacao a prova de referencia,
Simbolos: X% critico = 3,84,

Estirpe
BA PA Au SP SA+PALRUASP

Especie

Bovina 8g9,8* 89,1* 39,2*% iy, 1* 19,3~
Sulna 84,0% 75,0% 56, 7 BO,L¥ 43,8»
Bubalina Bh,0* b41,0% L42,2% 5%, 0F 31,6%
EqUina 12,0*% 26,0 34,0% 30,0¢ 20,0%
Canina 29,0% 19.4* 29 0% 28, 0% 33.1%
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resultados positivos observados sugerem que aubora o teste de triagem apresentasse
baixa sensibilidade, seus resultados positives possuem alta probabilidade de
corresponderem acs verdaéeuos infectados. Por outro lado, o mesmo teste de triagen
mostrou-se hastante eficiente quando ao Indice de espec:.flc:r_dade mas ao se impor o
mesmo  raciocinio antericrmente enpregado, o©s baixos valores preditives dos
resultados negativos revelaram que o8 Soros nao reagentes resta prova possulam
baixa probahilidade de corresponderem a individuos nfio doentes, E mals uma vez
esses dados foram confirmados cuando comparados aos resultados obtidos pela prova
de referéncia.

Diante desses conceitos, concluiu-= pela ireficiéncia das estivpes Rienos Aires,
Patoc 1, Rufino e S3o rawic imndividualmente ou em conjunto no diagnéstico de
triagem da leptospirose nas espécies animais estudadas,
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Resumo

Quatro animails da espécie bubalina, maches, mesticos, com aproxi-
madamente seis meses de idade, foram infectados experimentalmente
com uma amostra patogénica de Llepfosplra infertogans sorotipo po-
mong. Outros tres animals, com as mesmas caracteristicas, foram
utilizados como grupo testemunha. O objetivo do trabalho foil pes-—
quisar, atraves da prova de soroaglutlnagao mlCrOSCOplCa, a evom
lucao dos titulos de anticorpos séricos nos animais infectados.
0Os anticorpos homologos comegaram a aparecer em titulos detecta—
veis a partir do 59 diz apds a inoculacao. A média aritmética dos
titules de anticorpos neste dia foi de 1:33,7, sendo que no soro
de dois animais os titulos encontrados foram de 1:50, Tedos os
animais infectados apresentaram uma elevacao des titules de anti-
corpos até o 199 dia, quande a média desses titulos foi a mais
alta, 1:450, O maior titulo aglutinante encontrado durante a pes-
quisa foi de 1:800, revelado no 149 e no 199 dia, Apds o 199 dia
os titules comegaram a cair, chegando a valores muito baixos no
1009 dia, quando a media aritmetica dos titulos aglutinmantes foi
de 1:17,5. Um animal do grupo infectado spresentou tambem titulos
de anticorpos aglutinantes contra o seorotipo canicola,

Summary

Evolution of antibody Litnes in sera of goung water buffaloes ex-
perimenially infected with Leptospina interrogans serovar pomona

* Projeto Financiado pelo Conselho Nacional de Desenwolvimento Cientifico e
Tecnolbgico - CNPg.

Rev. Microkiol., Sac paulo, 19(4):406-411, Out./Dez. 198%.
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Four male, crossbred water buffaloes, about six months old, were
experimentally infected with a pathogenic strain of Llepfospina
Anlennogans serovar pomond. Three other uninoculated animals,
with the same characteristics, were used as a control group. The
purpose of the work was to follow the seralogical conversion ex-
pressed by an increase in antibedy titres in the infected animals
as detected by the microscopic agglutination test, Homeologous an-
tibody titres increased from the 5! day after the inoculation,
On this day, the arithmetic mean of antibody titres was 1:33,7
and in the sera of two animals the titre found was 1:50. All the
infected animals showed.an increase of the antibody titres until
the 19%h day when the mean of these titres was the highest one,
$:450, The highest agglutinating titre found duripg the _research
was 1:800, revealed on day 14CR and 19%h. After the 19%P day the
titres began to decrease, reaching very low values on the 100th
day, when the arithmetic mean of antibody titres was 1:17,5. One
infected animal also showed agglutinating antibody titres against
serovar candieofa.

Introducaoc

A leptospircse & uma infecgio largsmente disseminada entre os animais domésticos
e silvestres.

a suscept:.bllldade do biifalo & infeccdo pelos diferentss sorotipos de leptospira
ainda € pouco conhecida. Bun inguéritos sorologicos e isolamentos realizados em
biifalos, a ocorréncia do sorotipo powona foi demonstrada na UniZo Soviética (3), na
Bulgaria (6}, na It alia(1), na India (8, 14) e na China (15).

No Brasil, j& foram registradas na espécie bubalina, aglu’c_mlnas anti-Leptospina
infenncgans sorotipo pomona. Sandoval & Cols. (11) examinaram varios rebanhos, no
Estado de Sdo Paulo, e constataram 6,85% de positividade para leptospirose. Giorgi
& Cols. {2) encontraram, em soros sanguineos de bifalos de diferentes idades, 6,71%
de animais com titule positivo. Em ambos os trabalhos, o sorotipo pomona foi o
segundo mais prevalente, sendo que o mais frequente fol o sorotipo wolfil.

Sdo poucos 08 estudos sobre infecgao experimental na espéeie bubalina, Ryu & Idu
{10} infectaram 14 animais Jjovens, oito ocom o sorotipo ausdralis e seis com o
sorotipo canicofa. Os anticorpos homdlogos foram detectados somente em um  bGfalo
inoculado com o sorotipo ausiralis e o titulo agiutinante maximo encontrado foi de
1:500. Com o objetivo de prepararem soro hiperimune, Palit & Sharma {7) inoccularam
culturas avirulentas do sorotipo pomoag. em blifalos jovens. Os soros foram testados
frente ds reagdes de soroaglutinacao mcroscoplca, flxa(;ao do camplemento e
h&maglutlnagao irdireta. A prova de soroaglutinacac microscopica foi a que revelou
maiores titulos e o titulo maximo encontrado foi de 1:1.000. Ratnam & Cols, (9)
inocularam tré@s blGfalos jovens com 0 sorotipo {oferchaemonnhagiae. Bs aglutininas
contra esse sorotipo alcancaram titulo maximo de 1:200.

Podem ser encontrados na literatura varios trabalhos sobre infecgdo experimental
na espécie bovina. Em animais jovens, os autores relatam que a grande maicria dos
animais ipoculados com o sorotipo pomona responde sorologicamente 3 inoculacdo a
partir do 59 dia apds a infeccac {4, 13).

Diante da relativa escassez de trabalhos de pesquisa sobre a leptospirose
bubalina, o _presente estudo teve por objetivo acompanhar a evolugdo dos titulos de
anticorpos séricos, em bifalos jovens experimentalmente infectados com o sorotipo
pomona, de modo a se obter dados que permitam conhecer melhor o conportamento
soroldgice dos bubalinos infectados por esse sorotipo.

Materiazl e Métodcs

1. Inoeulo - A arostra de leplospira inferrogans sorotipo pomona, utilizada na
inoculacao -dos bifalos, fol cedida pelo Fromm Laboratories (SUA) , através da
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Salsbury Laboratdrios do Brasil. Esta amostra fol cultivada em meio liguido BEMIH*
(Ellinghausen, McCullough, Johnson e Harris), enriquecido com soro de coelho, na
proporcac de 10%, Entes de inoculagdo, a viruléncia da amostra de leptospira foi
ativada em cobalos jovens. 2pds duas passagens, as leptospiras foram cultivadas
durante cinco dias 3 temperatura de 28°C e posteriormente usadas como indculo.

2. Animals - Utilizaram-se sete animais da espécie bubalina, machos, mestigos, com
aproximadamente seis wmeses de idade. BPos 21, 14 e 7 dias antes da inoculagdo,
colheu-se o sangue de todos os animais e seus respectivos soros foram submetidos &
pesquisa  de anticorpos  anti-leptospiras, pela técnica de sorcaglutinagao
microscOpica (SAM), utilizando-se oomo antigeno os seguintes  sorotipos de
Leptospina {nternogans: australis, autumnalls, balfum, batavdiae, butembo, canicola,
ghippotyohesa, Actenvhaemorrnhagiae, favanica, panama, pomona, pyrogenes, shermand,
tarassovd, whiteombd e woffil. Procurou-se, ainda, investigar o estado de portador
renal de leptospiras, através da cultura de wrina em meio de Fletcher*, Os animais
utilizados estavam clinicamente normais, livres de anticorpos contra qualgquer um
dos antigenos de leptospira empregados, e ndo se caracterizavam como portadores
renais. Posteriormente, os animais foram distribuidos em dois grupos e submetides a
idénticas condigoes de mangjo.

Foram feitas tentativas de reisolamento de Lepfosdpira a partir da urina,
diariamente, dJdesde o primeiro até o 409 dia pds-infeccio e nos dias 549, 729 e
1002,

. Andmais Jdnfecfados - Quatro bGfalos foram infectados com a Lepfosplaa
interhogans sorotipo pomona. Esses animals receberam, por via subcutBnea, Sml de
cultura viva contendo, aproximadamente, 1,0 x 10° leptospiras por mililitro.

2.2, Animats testemunha - Tres blfalos foram mantidos como grupo testemunha e
receberam, através da via subcutanea, Sml de meio EMIH estéril.

3, Cothedita do sangue . Amostras de sangue para oS exames sorcldgicos foram obtidas
de todos os animeis, inclusive do grupo testemunha,. no 219, 149, 79 dia e
imediatamente antes da inoculagdo, e mo 19, 39, 59, 79, 109, 149, 199, 239, 379,
549, 729 e 1009 dia apds a inoculacdo.

4. Resposfa sorofdgica - Mo soro sanguineo de cada bubalino, inclusive os
testemunhas, pesquisou-se anticorpos contra o scrotipo pomona, através éa prova de
soroaglutinagdo microscopica — SAM (12). Além disto, foram pesquisados titulos de
anticorpos contra o©s sorotipos audtralls, aulumnalls, baffum, bafaviae, butembo,
canicola, ghippotyphosa, — Lictenshaemoirhagiae, — favanica,  panama, — pyrcgenes,
shermand,  Larassovd, whilcombi e wolfli, mna tentativa de verificar a eventual
ocorréncia de reagdes paradoxais.

Resultados

Os resultazdos revelados pela prova de SAM nos  Soros sangulneos de Dbifalos
infectados com a Leplospina m;.tmogané sorotipo pomona, $a0 mostrados na Figqura 1
e na Tabela 1. Os anticorpos séricos comegaram a aparecer em titulos detectaveis a
partir do 59 dia apds a inoculagao, A wédia aritmética dos titulos de anticorpos
neste dia foi de 1:33,7, sendo que, no soro dos animais de nimeros 2 e 3 os titulos
encontrados foram maiores, 1:50 e no animal de nimero 4 o titulo fol menor, 1:10
Todos 0s animais infectados apresentaram ma elevagao dos titulos de anticorpos até
o 139 dia, quandc a média dos titulos encontrados foi a mais alta, 1:450. pela
Tabela 1, observa-se ainda que o maior titulo aglutinante encontrado durante o
experimento foi. de 1:800, revelado no 149 e no 199 dia, no soro dos animais 3 e 1,
respectivamente. Apds o 199 dia, os titulos comecaram 2 declinar, chegando a
valores muito baixos no 1009 dia, quando a média aritmética dos titulos
aglutinantes foi de 1:17,5.

Un dos animais infectados apresentou também titulos d&e anticorpos contra o
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Tabela 1 - Titulos de anticorpos séricos® revelado$
pela reagde de soroaglutinagao microscopica, contra a
leptospina inferrogans sorotipo pomona, em bufalos
incculados com o mesmo sorotipo.

Simbolos: * = Reciproca da diluicao; *%* = Reciproca
da dituicae correspondente 2 média aritmeética dos
titulos obtidos.

Dias apds a inoculacao

Mrmal O 01 305 7 HY 4 1% 23 37 54 72 100

- - - 25 50 100 460 800 400 200 100 50 25

1

2 - ~ - 50 100 200 400G 400 200 100 100 50 ¢

3 - - - 30 W00 200 800 400 200 200 100 50 25

4 - - = 10 25 50 100 200 200 100 00 25 0
S o - 33,7 68,7 137,5 425 450 250 150 100 43,7 17,5

Figura 1 - Médias aritméticas dos titules de anticorpos
revelados pela reacdo de soroaglutinagdo microscopica,
contra Lepfospina interrogans sorotipo pomona, em
bifalos inoculados com o mesmo sorotipo.

400 <

Titulos ey antienmpos Dealproca dy diluiglal
"
8
S

33T omon 3 5 ; ;
= 2 ]

Dia apds a incculagdo

sorotipo canicola. Esse titulo surgiu no 149 dia gpds a inoculagao atlnglu seu auge
(1/200) no 239 dia, declinado em sequida, até o 729 dia, quando ndo foi mais
obsexrvado.

O reisclamentc de leptospira somente foi possivel a partir da urina de um dos
bifalos do ogrupo infectado, e em apenas una coportunidade, no 179 dia apds a
infeccao.

Fm nenhuma ocasido foram observados titvles de anticorpos aglutinantes no soro
sanguines dos animais do grupo controle, contra os 16 scrotipos estudados, assim
como nac foi isolada leptospira a partir da urina desses animais.

Discussao

Mo grupc de bifalos infectados com  lepfospirna  Anteregand sorotipo pomona, ©OS



£10

anticorpos séricos apareceram no 59 dia apds a inoculagao e os maiores titulos
aglutinantes, 1:800, foram detectados no 149 e no 199 dia apds a inoculagdo. Entre
o 79 e o 549 dia, animais do grupo infectado apresentaram titulos aglutinantes
suficientes para serem classificados como positivos na rotina do diagndstico
soroldgico para leptospircse, através da prova de aglutinacio microscdpica (Tabela
1). BEm trabalhos experimentais realizados anteriocrmente, Sleight & Cols. (13}
encontraram anticorpos homdlogos no soro de bovinos Jjovens no 59 dia apds a
inoculagao com ¢ sorotipo pomona, tendo verificade titulos superiores a  1:1.000
entre o 129 e o 239 dia, enguanto que Hoges & Ris {4) observaram ¢ inicic da
resposta soroldgica em bezerros ro 79 dla apds a inoculagdo, e o malor titulo,
1:30,000, fol determinado no 109 dia. Wa espécie bubalina, Ryu & Liu (10} e Ratman
& Cols. (9) verificaram, através de seus experimentos, que os sorotipos awstralis e
Ledenohaemennhagiae, respectivamente, induziram em bUfales, niveis baixos de
anticorpos. O maior titulo aglutinante fol cobservade, em ambos os experimentos, na
segunda semana apds a inoculacdo. Resultados diferentes foram encontrados por Palit
& Sharma (7) ém soros sanguineos de bifalos jovens que receberam varias inoculacses
com amostras avirulentas do sorotipo pomona. Através da prova de SAM, estes autores
observaram titulos homdlogos de 1:1.000 a partir da segunda semanz apds a Oltima
inoculacan. Essa diversidade entre os varios estudos realizados, incluindo o
presente trabalho, pode ser explicada por diversos fatores, entre os quais, a
espécie estudada, as diferengas individuals de resposta imuncldgica ao mesmo
estimulo, a imunogenicidade da amostra wtilizada na inoculagdo e os critérios
adotados nas diluicbes do soro.

Outro lado interessante verificado ro trabalho foi o fato de um dos animais
infectadsos com © sorotipo pomond ter apresentado titulos soroldgicos também contra
o sorotipo canicofa entre os dias 149 e 549 apds a infecgde, sendo que estes foram
inferiores aos titulos obtidos contra o sorotipo homdlogo. De acordo com Kmety (5)
essas reacdes ocorrem mals frequentemente entre o 69 e o 149 dia da doenca. Embora
o titulo tenha surgido em apenas um animal e o sorotipo canicofa ndn seiz Jos mais
frequentemente encontrados em bubalines, nzo se pode assegqurar que tal titulo
deva~-se a uma reagao paradoxal, uma vez que n3o se pode excluir a possibilidade de
o animal, mantido sob condigdes de campo, ter se infectado naturalmente com O
sorctipo candicofa. :
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Fesumo

Em amostras de Escherdichia coldi isoladas de urina e fezes deter—
minaram-se os niveis de resisténcia 2 ampicilina (Ap), amicacina
(dm}, canamicina (Km), estreptomicina (Sm), gentamicina (Gm), te-
traciclina (Te), ao acide nalidixice {Nx) e cleoranfenicol {Cm);
pesquisaram-se plasmideos R e a capacidade de producio de colici-
nas. Nas 120 amostras analisadas, 22,57 forawm sensfiveis, 20,0%
monorresistentes e 57,5% polirresistentes aos antimicrobiancs en-
saiados. O0s modelos de resitencia mais freqientemente observados
foram: ApCmKmSmTe (11,8%), Te (10,8%) e AplwSmTe (8,6%). NiZo foi
constatada diferenga significativa entre amostras monc e polirre-
sistentes quanto a origem. No entanto, a proporgao de amostras
resistentes isoladas de urina fol maior que a de fezes, em rela-
cao a ampicilina, estreptomicina e ao cloranfericol. F01 observa-
da associagac de marcas nos casos de simultaneidade de resisten—
cia a ampicilina, canamicina, tetraciclina e ao cioranfenlcol, e
transferéncia parcial e total destas através de conjugacao. Foram
produtoras de colicinas 18,37 das amostras, naec tendo sido encon-
trada diferenca significativa na fregiiencia de colicinogenia
guanto a origem. Entretante, foi observada uma maior tendgncia da
capacidade colicinogenica nas amostras monorresistentes, particu-
larmente estreptomicina~resistentes.

Sumnmary

Daug hesistfance and coficin production in Escheriohia coli isola-
Zed fromurnine and faeces

The present research was carried out to test FEécherichia eold
from wurine and faeces for resistance level to ampicillin, amika-
¢in, kanamycin, streptomycin, gentamicin, tetracycline, nalidixie
acid and chloramphenicol. The presence of R plasmids and colicin
production was also investigated. Of 120 samples tested, 22.5%
were sensitive, 20.0% were resistant to one drug and 57.5% to se-
veral drugs. The most frequear profiles were; ApCmKmSmTe (11.87),

Te (10.8%) e ApCmSmTe (8.6%). There was no statistical difference
between the frequenc1es of single and multiple resistance regar—
ding the origin of the material. Nevertheless, the proportlon of
resistant samples was hlgher among those taken from urine than
the ones from faeces in relation to ampicicillin, streptomycin

* Resumo da Tese de Mestrado apresentada a0 Curso de POs-Graduagao em CGenética da
UFPR.

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19(4):412-417, (ut./Dez. 1588.
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and chloramphenicol. A positive correlation was noted among ampi-
c¢illin, chloramphenicol, kanamycin and tetracycline as well as
partial or total transfer of these resistance markers by conjuga—
tion. 18.3% of the samples were colicin producers. No statistieal
difference was found concerning celicinogenic frequency between
the samples from urine and those from faeces. However, a certain
assoclation between colicinogeny and single resistant samples was
noted, particularly those resistant to streptomycin.

Introdugao

A modalidade de resisténcia a  antimicrobianos conferida por  genes
extracramwssdnicos €& denoninada de resisténcia infecciosa. Em geral & miltipla,
envolvendo simultaneamente, dois ou mais antimicroblanos n2o relaciconados e de
importancia terap8utica (5). A resisténcia infecciosa & detemminada por elementos
genéticos denominados de plasmidecs R {11, 14,} o8 quais s8> passiveis de
transferéncia entre células bacterisnas, a semelhanga dos plasmideos
colicinogénices ou (pl. Estés condicionam a produgdo de  colicinas (12},
sintetizadas por Escherichia coli & outras enterobactérias, que atuzm sobre o
crescimento de linhagens da mesma espécie ou diferentes.

Fm amostras de £. cold isoladas de urina, como agente infeccioso, e de fezes,
camo  integrante da flora intestinal normal, o presente trabalho objetivou: (1)
determinar os niveis de resisténcia das amostras frente a cito antimicrobianos; (2)
verificar a natureza dessa resisténcia atraves da pesquisa de plasmideos R; (3)
investigar a produgdo de oolicinas; e (4) comparar os resultados entre as amostras
isoladas de urina e fezes,

Material e Métodos

Amostnas bacteniangs - Foram utilizadas 120 amostras de béchendchie coll isoladas
de urina (64 amostras) e fezes (56 amost:ras) de 120 pacientes ambulatoriais, com
idade entre 0 e 15 anos, do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana,
Hospz_tal Pequeno Principe e Hospital da Santa Casa de Misericdirdia de Curitiba,
durante o periodo de agosto a dezembro de 1583.

s awostras isoladas de urina foram selecionadas de pacientes cuja contagem de
colonias en urinccultura foi igual ou superior a 10%/ml, e as de fezes de pacientes
sem infecgdo uriniria, foram caracterizadas cono integrantes da flora normal,
Salientando-se que aquelas oriundas de criangas com até 5 anos de idade, foram
diferenciadas de £. cold{ enteropatogénicas classicas (EPEC) através de sorotipagern.

A linhagein £, cpli K12 (n3o fermentadora da lactose, . resistente a 500ug/ml de
estreptamicina ¢ lpg/ml de ampicilina, e sensivel a 1ug/ml de canamicina,
tetraciclina e cloranfenicol) foi empregada como ryeceptora no processo  de
conjugacso e indicadora na verificagio de producao de colicinas.,

Resistencia a an,twme)z,ob’t.aﬂoz; - Os antimicrohianos ensaiados, cuja poténeia foi
controlada através da linhagem E, cof{ BHI00, foram: &cido nalidixico (&) -

Winthrop Products Inc.; ampicilina sddica (Ap) - laboratdrio Iepetit 8.A.;
cloran_t'em;.col (Quy - Famitalia Carlo Erba S§.,A.; sulfato de amicacina (am) —
Lakoraterapica Bristol S.4.; sulfato de canamicina (Km) - Iaborterdpica Bristol

S.A.; sulfato de estreptamicina (Sm) -~ IndGstria Farmacsuticas Fontoura-Wyeth S.A.;
sulfato de gentamicina (Ge) - Abbott Iaboratdrios do Brasil Itda. e tetraciclina
(Te) - Iaborteraplca Bristol S.A.

Os niveis de resisténcia foram determinados pela témica d& diluigdc em placas
(20),  utilizando-se Agar nutriente Merck), adicionado das solugbes de
antimicrobiancs preparadas de acordo com Biagi (2), e obtendo-se as concentragdes
finais de 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 e 1000pg/ml. Considercu—ge como
concentragao inibitdria minima (CIM} a menor concentracdc do antimicrobiano que
impediu © crescimento da amostra bacteriana e cang nivel de resisténcia a
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concentragao imediatarente inferior (15). As amostras foram classificadas COMD
sensiveis cu resistentes segundo o método descrito por Trabulsi & Qol. (21).

Thans fenencda das marcas de resisténedia - Foi realizada através do processo de
conjugacdo, de acordo com a t&cnica de Moreno {15) modificada. A amostra receptora
E. coli K12 e as possiveis doadoras selecicnadas foram cultivadas a 379C por 18 a
20 horas em caldo nutriente (BBL) sem agitagao, e posteriormente, aliguotas das
culturas mistas foram semeadas em placas comtroles e seletoras. O nmedo ampregado
resta etapa fol &dgar EMB (BEL) adicionado de 20pg/ml de estreptaricina, 50ug/ml de
ampicilina, 50ug/mi de cloranfenicol, 2pg/ml de cenamicina e T0ug/ml  de
tetraciclina. A leltura das placas foi feita apds 24 horas de incubag3o.

Producao de eolicinas - Procedeu-se de acordo ocom a témica de Costa (7)
modificada, utilizando-se como linhagem indicadora £. cofd K12, As amostras foram
semeadas em placas contendo agar nutriente (Merck), incubadas a 37C por 48 horas,
e posteriomente irradiadas ocam luz wtravicleta durante 10 sequndos e reincubadas
& 37°C por 24 horas. Adicionou-se & placas Agar nutriente semi-sdlido  (BEL)
previarente inoculado com E. cofi KI2, e apds incubagio a 37°C por 24 horas,
observou-se a presenga ou auséncia de halo de inihicBo.

Analise estatistioa - Foi realizada através de aplicagio do teste de Gqui—quadrado
(x*), aceitando-se o nivel de significdncia de 5%, e emprego de coeficiente de
correlagao £i (¢), como medida do grau de associacdo de variiveis.

Resultados e Discussao

Resistencda a antimibrocianos - A Takela 1 spresenta a frequincia para cada nivel
de resisténcia de 120 amostras de F. cofi frente aos antimicrobiancs ensaiados. Sua
analise revelou gue as amostras gpresentarvam we ampla variabilidade de niveis de
resisténcia frente & ampicilina, canamicina e tetraciclina, uma vez que se
encontrara amostras enquadradas e quase todas as concentracoes do antiwicrobiano.
Cutros antimicrobianos revelaram menor variabilidade em relagio aos niveis de
resisténcia. Para o cloranfenicol, a distribuic3o das amostras apresentou-se mais
intensa nas concentragbes intermediirias e altas, indicando ser elevada a
resisténcia de £. cofi a esse antimicrobiano. J& para o Acido nalidixico, amicacina
e gentamicina as awostras apresentaram-se  essencialmente sensiveis ao efeito
inibitfrio desses antimjcrobianos. Com base nessa constatagdo, pode-se sugerir que
esses antimicrobiancs seriam efetivos contra E. cofd. B observagio do efeito
inibitdrio do Acido nalidixico e da gentamicina foi concordante com os  resultados
gpresentados por Trabulsi & Col. (21}, Souza (18), Silva & (ol. {(17), Teixeira &
1. {19), Dias & Hofer {8) e Cisnercs-Benavides & Comes-Eiche lmann {6).

Tabela 1 - Numero de amostras de Escherdichia cold isoladas
de urina e fezes, dispostas segundo o0s univeis de
resisténcia apresentados fremte 2 oito antimicrobianos.
Simbolos: ( ) = Amostras isoladas de urina.

diveis de Antimicrobianos
Resisténcia
{pg/ml} N Ap G Am Km Sm ce Te
<1 83(47) 2(2) 0 115(62} 83(40) 45{16) 110{56) 47{21)
1 25013} 7{%) 0 401} HoY 114 2(2) 2{0)
2 712)  38{1d) © ¢ 242} 14(8) 61(4) 2{n
5 0 41(2) 0 1} 1148} 12(6) N {1}
10 [i] 301 1(1) 0 12(8) 35027 HD {1
20 T 440)  52(21) 0 2{1n 3HH o 17013)
50 2(1) o 9(5) 0 6(5) G 0 28016}
100 2{0) 4(0} 201) 0 1{1) 0 4] 121(6)
200 0 3(2) 2(2) 9 13 0 o] 49{4)
500 ¢ 13(9) 2{1) 0 [ 0 0 141}
1000 ¢ 42(29) 52433 ¢ 1(0} 0 [} ]
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Tabela 2 — Nimero e porcentagem de Tabela 3 - Nimero de amostras de

amostras de Fschenichia  coldl Eschendichia cofli resistentes e

classificadas como sensivels, mono sensiveis frente a oito

e polirresistentes £frente a oito antimicrobianos, classificadas

antimicrobianos, dispostas segundo segundo o material de origem, e
¢ material de origem, valor do teste de X2,

Simbolos: as = Nao

- significativo; * = p<0,05; *% =

Nnostras Origem Total p<0,01; { ) = Amostras

classificadas como sensiveis.

o

Urina Fezas N9

Sensiveis 8 19 27 22,5

Monorresistentes 12 12 24 20,5
folirresistentes 44 25 69 57,5 nntimicrobiancs Orlgem w

Tatal 54 56 120 100,0 Urina  Fozes

S Nx 2(62) 333}  ns
Ap 40(24) 22(34) 3,55%
Mo presente trabalho, os niveis @ de - -
resistencia das populagoes sSensivels e Km 24(40)  12(44) ns
resistentes aproximaram-se dos descritos por ? 32{‘22; g!gg; 13, 09w
. ns
Trabulsi & Col. (21), excetuando-s= © o 4123} 27129) ne

cloranfeniccol. Neste caso os autores relataram
wa  distribuicdco preferencial das amwostras nas
concentracdes baixas e intermedidrias. Tais
resultados indicaram gue, duranie o periodo de 1970 a 1983, processou-se a selecio
de ampstras resistentes ao cloranfenicol.

A frequéncia de amostras resistentes (Takela 2), comparativamente a relatada por
Souza {18}, «gue realizou pesquisa semelhante em Belo Horizonte, foi
consideravelmente maior, Talvez tivesse sido ainda maior, caso a resisténeia a
sulfas fosse ensalada, peraitindo detectar amostras  exclusivamente
sulfa-resistentes, dentre as consideradas sensiveis. Portanto, os dados obtidos
estariam mais proximos dos relatados por Silva & Col. (i7), Dias & Hofer {8) e Dias
& ol. (9), gue constataram elevadas frequencia de resisténcia em enterobactérias.

0s resultados demonstraram cue a proporcao de amostras res:.ste.ntes isoladas de
urina foi maior do que a proporgao das isoladas de fezes (X .~6 68 p<0,01}.
Entretanto, caomparando-se © nirerc de marcas de cada amostra res:LStente guanto -a
origem, ndo se observou diferenga entre mono e polirresisténcia (x2=2,04 p>0,05},
Analisando-se as marcas isoladamente, constatou-se que a freggéncia diferencial de
resisténcia foi devida a vm maior nimero de amostras de urina resistentes 3
ampicilina, estreptamicing e ao cloranfenicol (fabela 3). A frequéncia dessas
marcas nas amostras teria resultadc de presszo seletiva decorrente do grande
exprego  de  ampicilina na  terapSutica de infecgles urindrias. 2s marcas
estreptamicina e cloranfenicol estariam sendo selecionadas indiretamente, na
suposicac de estarem presentes o mesmo  plasmideo. O maior nimerc de amostras
resistentes foi observado com relagdo & tetraciclina, sequindo-se em ordsm
decrescente, a ampicilina e o cloranfenicol. Concordantemente, essas marcas foram
destacadas por Sant'Ana & Souza (16), Dias & Hofer (8}, Dias & ®i. (B) e
Clanercos—Benavides & Gomes-Ficheimann (6} entre as mais freglentemente observadas.

Nas 93 amostras classificadas coomo resistentes, pdde-se detectar 32 modelos
distintos de resisténcia, variando os perfis de resist@ncia a um até seis
antimicrobiancs. (s modelos mais frequentes foram: ApCnKnSnTe {(11,8%), Te (10,8%) e
ApCmSmTe (8,6%). )

Nura tentativa de se verificar o grau de assoclagdo entre marcas de resisténcia,
os antimicrobianos foram correlacionados dois a dois, tendo sido constatada
associagio fraca a moderada nos casos de simultaneidade de resisténcia 3
ampicilina, canamicina, tetraciclina e cloranfenicol. Essa correlagdo poderia ser
explicada supondo-se que essas marcas ebtariam proximas no mesmo plasmideo R.
Contudo, procedendo-se a conjugagao, foi observada transferéncia parcial e total
das mesmas para receptora E. cofd K12, nmuma proporgdo considerada baixa, 38 que de
16 amostras selecionadas cam possiveis doadoras, apenas quatro trensferiram as




418

Tabela 4 — Numero e porcentagem Tabela 5 - Nimero de amostras de Géchenichia
de amostras de Eschenichin cofd cgfd  sensiveis, mono e polirresistentes

colicinogenicas e nao classificadas como colicinogenicas e nao
colicinogenicas frente z colicinogenicas.
Eschendchia el K1z,
classificadas segundo o material
de origem. . nmostras Colicinogénicas Nao colicinogénicas Total
Sensiveis ’ & 27 27
Qrigem Total Monorresistontes G 15 24
fmostras Polirresistontos 7 62 &9
Urina TFezes N %
Total 22 98 120
Colicicogénicas 13 9 22 18,3 -
W3 colicinogdnicas 51 47 98 81,7
Total 64 56 120 100,0
2
X = 0,13 p>0,05

marcas de resisténcia, das juais, duas transferiram o modelo campleto., Inlmeros
fatores podew explicar a dificuldade na transferéncia de plasmideos R, tais como: a
linhagem receptora utilizada; perda expontanea de marcas; presenca de dois ou mais
plasmideos R na c2lula doadora, sendo um deles incapaz de transferir marca para a
receptora; ocu dissociacao de plasmideos R co-integrados.

A andlise dos resultados demonstra (que o problema de  resisténeia  a
antimicrobianos se estaria agravando devido a0 seu uso crescente e indisariminado,
o por exerplo, no tratamento d&e enfermidade, na swplementacdo de alimentos e
ragbes, na pratica dJde automedicagdo, aliados & falta de orientagio
higiénico-sanitaria & cammnidade.

Producao de coficings - A frequéncia de colicinogenia obtida (Tabela 4), de um medo
geral, foi inferior aos dados de Braude 2 Siemienski (3, 4), Souza (18 & Arai &
omatsu (1). No entanto, ndo se pode descartar a possibilidade de outras amostras
portarem o carater colicinogénico, una vez que se utilizou satente woa linhagem
indicadora para verificagdc da produgdo de colicinas. Com relacio as amostras
classificadas como colicinogénicas, 13 foram isoladas de urina e rnove de fezes, nio
sendo cbservada diferenga significativa quanto a origem (x2=0,13 p>0,05). mal
constatacao fol sugestiva de que a produgdo de colicinas nfo favorece a implantagdo
de linhagens colicinogénicas em ambiente extra-intestinal, particularmente do trato
urinirio. Entretanto, esses resultados diferem dos obtidos por Braude & Siemienski
G, 4), Haxdy (10) e Souza (18). ’

Connelacdo entre hesistincia a antimicrobianos e colicinogenia - Dentre as 93
amostras classificadas oowo resistentes, 16 apresentaram-se, simultaneamente,
resistentes e colicinogénicas, conforme dados da Takela 5. (orrelacionando-ss a
resisténcia con a produgd de oolicines, foi constatada uma malor tendéncia a
capacidade colicinogenica nas amostras monorresistentes (x°=7,53  9<0,01 $=0,29),
particulammente Sm-resistentes. Resultados semelhantes foram apresentados por Iewis
(13} e Souza (18), ue em populagdes de E, cofi. chservaram  simltaneidade de
caracteres relativamente 3 colicinogenia e monorresisténcia a antimicrobianos. De
modo  constante, todos que estudaram as caracteristicas que conferam vantagem
seletiva as populagbes bacterianas, fokam concordantes em colocar que o problema &
de dificil interpretagio. '
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Sumeary

The development of E£fLsomyces anomafus is dependent on  the
mediuvm and carbon source. The radial growth is fairly correlated
to glucose concentration in the medium. It was observed that the
growth is related to chiamydospore formation. Anaercbiosis
presented no effect on radial growth and chlamydospore formaticn.
Continous white light did not influence the development of the

colony, but, chlamydospore formation 1s  accompained by
corotenold-like pigmentation.
Resumo

Condigoes culturals e desenvolvimento de ELLLSomyces anomalus

0 desenvolvimento de ELLisomyces anomafus e dependente do meio de
cultura e da fonte de carbono. O crescimento radial esti
intimamente correlaciomado com a concentragzc de glicose no meio
de cultura. O crescimento radial esta relacionado com a- formacao
de clamidésporos. Anszerobilose ndo apresenta nenbum efeito no
crescimento radial e na formagao de clamiddsporos. A luz branca
n&o influéncia no desenvolvimento da coldnia, porém a formacic de
clamidosporas €  acompanhada pela produgde de pigmentos
carctendide,

Introduction

The preliminary investigation described Effisomyces anomalus as Thamnddium
anomafus Hesseltine & Anderson (10). This species grown on potato dextrose agar
{PDa), soil extract agar, syntheric medium for Mucorales {SMA), Malt agar and
Czapek agar showed on evidence of sporangium formation (10).

Beny & Benjamin (5) redescribed E. ancomafus which differs from the other species
of Thamnidiaceae, mainly by abundant thallospore production from even the earliest
stages of development of the colony, and its referred to as chlamydospores. So, the
authors estabilished the genus Effisomyces for the species, dus to this irregular
behavicur.

Recent investigation (4) has demonstrated ultraestructural detailed of the
thallospore development and thallospore formation and germination. The studies
suggested that the spores in E. anomafus resemble mucorelan athrospore similar to
Mucon nouxii{ described by Barrera (2), Otherwise, the nutricional requirements of

* This work was carried out in the Departament of Plant Biology, The University of
Newcastle upon Tyne, U.K.
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arthrospore formation in M. aouxél were evidenciated by Bartinicki-Garcia &
Nickerson {3). The present study with the effect of different media, carbon source,
and concentration of glucose on the development of E. anomalus attempts to be
involved in the contrel of chlamydospore formation.

Material and Methods

E. apomalus, isolate SPC 0345, used in this work was kindly supplied by the
Instituto- de Botf@nica de Sao Paulo, Brasil. The organism was mantained on SMA at
25¢C, A Smm diameter agar disc obtained from 3 days old culture was used throughout
as inoculum for different media: SMA (4% glucose, 0.2% asparagine, 0.5% potassium
phosphate, 0.025% magnesium sulphate, 0.0005% thiamine, 2% agar); MSMA (1% glucose,
0.4% sodium nitrate, 0.05% potassium phosphate, 0.05% magnesium sulphate, 0,0005%
thiamine, 2% agar); PDA 2% glucose {commercial preparation obtained from DIFQO)
Malt agar (2% malt extract, 2% glucose, 0.1% peptone, 2% agar) and PYE (0.5%
peptone, 0.1% yeast extract, 0.0001% ferric phosphate, 2% agar).

The effect of different carbon sources was studied using SMA and replacing
gluccse  by:  galactose, mannose, xylose, fructose and waltose. Different
concentrations of glucose (0,06, 0,125, 0.25, 0.5 and 1%) were also tested, In all
experiments the pH was 6.5 and the cultures were incubated at 259C under continous
white light or darkness. The effect of supression of aercbic metabolism under N2
atmosphere was analized using different media and glucose concentration.

Carotenoid-like pigments were extracted with metanol and saponified with XOH for
15h. After collection in hexane the pigments were chromatographed on silica. gel
thin layer using the following sclvent system: hexane, benzene; n-butanol: (10:1:1)
and hexane benzene {10:1:5). Carotencids were evidenced by Carr-Price test (9).

The growth was estimated measuring the diameter of the colony.

Results apd Discussion

In general the therm chlamydospores is used to demonstrate that the process of
thin-walled areas of the mycelium are converted into thick walled chlamydospore
(7). The present paper shows the mecanism of chlamydospore induction in F, anomalus
by environmental factors. The radial growth of E. anomafus on different media is
shown in Figure 1. The growth wn MSMA, PDA and PYE was similar although on Malt
agar arxi SMA the develousent was slightly waminished. This inibition of radial

Pigure 1 - Effect of different Figure 2 — Effect of different
media on radial growth of sugars on radial growth of &,
Egtisomyces anomatis , The anomefis. (o- control  without
incubation was carried out at sugar;. A - galactose; & - xylose;
259C under continuous light. ( v - mannose; ¥ -~ fructose;
[0 PYE; @ - 1MSMA;A~ PDAjA- Mal: e - glucose; [ -~ maltose).

agar;o- SMA), Similar results
were found in darkness,
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growth is accanpained by ewergent increase of

the chiamydospore numper. Although the growth
rate is dJifferent it was okserved that
chlamydospore started to appear in the third
day of ingubation, except on PYE where mo
chiaydosgore was fomed. It was observed
that light did not affect the growth of E,

F;igure 3 « Correlation between
concentrations of glucose and
radial growth of E. anomafus,

Incubations were carried out at
250C under  continuous light.
Similar results were found in
darkness.

ancmafus, but the exposition w continuous
lignt undeced carotenoid-like pigmentation
{pcsitive Carr-price test, Hashimoto & Gol.
{9) except on PYE. This pigmentation was
pronounced on Malt agar and SMA suggesting
the chlawdospore rfommation under light is
accadpdined by carctenoid production.

The hiosynthesis of carctenoid pigments is
vhotoregulated in a wide range of organlsm.
8¢ several different types of photoreceptors
are used in nature to regulate ~
carctenogenesis (8). In fungli and bacteria, sol e . o
photocontrol of carctenocgenesis, except to o 0.25 o5 075 10
Verticdliium aganiednum (17}, 1is controlled
by phophirin or a blue light absorbing
pigrent (8). In Phycomyces, a large amount of
carctenoid pigwent is produced in the dark and the light exposition increase the
level of pigment produced (12). In other fungi, such as FRwsatiun agquaeductum,
Neurospona crassa and V., agarndieium the carotenoid production is under strict
photocontrol {(13).

Hashimotog Col. (9) observed the same correlation between arthosporulation and
carotenogenssis  in Tadchophyton menfagrophytes. However, they did not find
correlation between light exposition and pigmentation. The same fact was observed
in E. anomafus bebtween chlamydospore formation and carotenogenesis, However, in
this fungi, the results suggested that the continwous light induces carotenoid
bicsynthesis under strict ghotocontroel, but the growth and spores formation are not
affected,

The fungi can utilize a wide range of carkon sources to supply energy and carbon
needed for the synthesis of compounds which comprise the living cell (16). It was
observed that mannose, xylose, fructose and mainily maltose and gluccse presented
pronounced  effect on radial growth and induced abundant chlamydospore formation.
However, E. anomafus incubated with galactose presented the same growth when
compared  to  coptrol without sugar, but induced emergent hyphae and poor
chlamydospore formation while control produced only submerged (Figure 2} McDaniel
and Hindal {13) reported that the growth of Mucoralean fungl is dependent on
carbohydrate utilized as carbon source and alsco gquality of nitrogen source. Clausz
(6) observed that in Achfya {Lagellafa C:W ratio affects the mycelial growth and
that different sugars present a promotive effect and glucose at 0.125% presented 10
times promotion compared to control without sugar.

The effect of different concentration of gluccse on radial growth of E. anomalus
is shown in Figure 3. The calculation of linear regression {y = 59.66 - 17.98x)
revealed that the radial growth is fair, which shows a negative linear regression
{r = =0.97317) over the glucose concentration range tested i.e., rhcreasing the
sugar concentration, proportionally decreases the radial growth, Light had no
effect on growth using dJdifferent concentrations of glucose, when compared to

darkness. However, increasing the glucose concentration, increase in
carotenoid-like substances and chlanydospore formation was cbserved, suggesting
that carotenogenesis under light is related to chlamydospore formation. The oxygen
tension possibly plays some role in chlamydospore induction (7)., Miller & Col. (14)
suggested that the oxygen tension induced to a chlamydospore fommation in 92% ot
the isolates of Candida afbicans. However, the incubation of E. anamalus under Ny
atmosphere did not effect growth and chlamydospore production.

Bkerspiegel (1} observed that some strains of Candida afbicans
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chlamydospore at a concentration of glucose 500 times the concentration known to
iphibit chlamydospore production by cbter strains.

In £. anomafus the same fact is cobserved and the oonsequence of chlamydospore
formaticn is a decrease in the growth rate of submerged vegetative hyphae while the
emergent hyphae is enhanced.

The studies with E, anomafus defined that glucose as the carbon source and, in
particular asparagine as the source of nitrogen are responsible for chlamydospore
formaticn. The results showed that chlamydospore production in £, anomafits requires
an exogenous carbon souwrce, conclude that this formation is not simply a response
to starvation. Hughes (11} defined -chlanydospore secondly as spore produced on
specialized branches and this having a specific function in the 1life (e.g. the
azygospores of mucoralean}. So, in E., anomalus the thallospore formation has a
primary function of prennation,
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Resumo

Foram examinadas 18 amostras de fungos procedentes da colegao de
culturas da BSegao de Micologia do Instituto Adolfo Lutz de Sao
Paulo e mantidas por processo de liofilizagae durante 34 anos. Na
técnica utilizada os fungos foram suspensos em leite desnatado.
Dentre as leveduras estudadas, amostras de Candida albicans,
C/‘Lylt)ftO'C.OQC.uA neofoamans, Rhodoforula glutinds, Saccbmomgau ae-
revisiae, e dentre os bolores, amostras de Pemdlclllium chrgsoge-
num e Spo&ctaﬁ&x schencki{ permaneceram viavels, conservando suas
caracteristicas morfologicas e fisiologicas. As culturas de C.
afbicans, C. neogonmana e S. schenchil mantiveram sua patogen1c1~
dade, observada através de incculagdes experimentais.

Surmeary

Maintenance of fungd by Lycphulization [(Observation after 34
yeasns) ,

The examination of 18 fungal cultures. which have been preserved
for 34 years in a lyophylized state in the culture collections of
the Mycology Section of the Adoifo Lutz Institute in S3e Paulo is
reported. The preservation techniques invoived the suspension of
the fungi in dried milk. The yeast species studies Candida albi-
cand, Cayptococeus neofommans, Rhodotforula glutinis and the two
filamentous fungi, Penled Leium chaysogemem and Spoiofhnix schenc-
kil all retained their morphological and physiological - characte—
ristics. Moreover, the cultures of Candida alhicans, Cryplococcus
necdorumans and Sporcthrix schenckil were found to have retained
their pathogenicity, as demonstrated by experimental inoculatiom.

Diversos métodos para a CONServagao ce rungos téa sido enpregados, gpresentando
caca um aeles, vantagens e cesvantagens. Ate © presente monento, nao existe um
wétodo padrBo utilizadc para as varias espécies de funyos,  sem ser ainda
estabelecido o tempo maximo de viabilidade, (Kirsopb & Shell, J.J. Maintenance of
Microorganisms, Academic Press, Landon, ‘5984; cnions, AJH.S. Preservatinn on fungi,
Arademic pPress, Lorndon, 1971}).

O metodo de l;orlllzacao a0 sido utilizado na uanutencdo de culturas de bolores,
cao tambim de leveduras, obterdo-se, de nodo geral, resultados satisfatfrios para
a conservagao desses microrganisios por periodo de tempo gue variou de trés meses a
23 anos (Asncar, H. Rev. Inst. Adolfo ILutz, 29/30:81-4, 1969/1970; Ashcar, H. Rev.
Inst. Molfo Ia tz,33:7-11, 1973; atkin, L.; Moses, W. & Gray, P.P. J. Bact.,
57:575-8, 1949; Femnell, D.Y.; Raper, K.B. & Flickinger, M.H. Mycologia, 42:135-47,

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 19(4):422-424, Qut./Dez. 1988.
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1950}. O presente trabalho relata a manutencdo de varias culturas de funcgos, apds
processe de liofilizagdo por tempo pmlongado (34 anOs} .

Foram examinadas 18 amostras de fungos origindrias da colegio de cultura da Secdo
de Micologia do Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo que hid 34 -anos haviam sido
submetidas a processo de liofilizacdo A partir de cultivos em _agar Sabouraud
dextrose foram feitas suspenstes dos fungos, e leite desnatado em PG, a0 qual se
adicionou &gua destilada na proporcdo do leite comm.  As suspensSes foram
dlSterUldaS em pequenas ampolas de vidro {0,5m1 en cada wma). Em seguida, as
preparagoes foram rapidamente ocongeladas em mistura de neve carbdnica e dlcool
etilico e secadas no aparelho de Flosdorf. Apds a secagem a vacuo as ampolas foram
fechadas e oconservadas em refrigerador a 49C. O contelido das ampolas foi
transferido para tubos de ensaio contendo caldo Sabouraud dextrose, acrescido de 2%
de extrato de levedura, os quais foram incubados a 25°C e 37¢C, durante no madmo
30 dias. A medida que as suspensCes apresentavan crescimento foram plagqueadas em
agar Sabouraud ‘dextrose e incubadas nas mesmas temperaturas. As colonias foram
igoladas « em ftubos de ensaio com o mesmo meio de cultura. O estudo das
caracteristicas macroschpicas, mwmicroscipicas e fisiolOgicas das leveduras foil
realizado segundo tecnicas padronizadas (Lodder, J., The yeasts. A taxonomic
study, Elsevier. North Holland, 1970; Xreger-van Rij, The wveasts. A taxonomic
study, N.J.W. Elsevier. N. York, 1984). Os bolores foram identificados através de
suas caracteristicas macroscOpicas e microscopicas (Von Arx, J.A., The genera of

fungi. Sporulating in pure culture, J. Cramer. Vaduz, 1974).Para o estudo da
patogenicidade das culturas de Candida afblcans, Cryplococcus  neoformans
{Saccharcmyees  blanchardi) e Sposothidix zmhana!u,c foram feitas inocculagces

experimentais, respectivamente, em veia marginal da crelha de coelho, cérebro de
camundongo € testiculo de rato.

Das 18 culturas liofilizadas, 10 permaneceram viaveis (Tabela 1)}, apresentando
caracteres morfoldgicos e fisiolOgicos compativeis com as drescrigoes padrfes
{McGinnis, M.R., Laboratory handbook of medical mycology, Bcademic Press, New York,
1980; Kregerwvan Rij, N.J.W. The yeasts. A taxonomic study, Elsevier. N. York,
1984).

As culturas de C. .afbicans, C. necfonmans e S. schenckid conservaram a sua
pategenicidade, verificada atraves das inoculagCes experimentais.

Tabela | - Viabilidade de fungos apos 34 anos de

liofilizacao.
Simbolos: - = Nio wviaveis; + = Vidveis; #* =
Nomenclatura atualizada segundo Mc Ginnis, 1980;

Kreger—van Rij. 1984,

Culturas de fungos

Viabilidade
Denominacao criginal nenominacac atual
Iygosacchanemyees pastonds Piohia pastendy -
2ygusaccharomyess ballid Iygosacehaiomgens baifdd -
Saccharemees chodatd Sacelwomgees cexivis{ae -
Sacchanempees vinlantz Sncchmomgcc-s cerevisire +
Sacsharenyees blanchardl Crgptococeus newiowats +
Sacchatumyres Jrmubdlatus Su LCf’ﬂr‘LLJ"(jCCS ceagvisre +
Hawsenufa befgica Pichia membianaefacizns -
Candi{da afbicans Cand{da albicas +
Candida afbicans Candida afbicans +
Candida gulffl{eamendiL Candida guittienmonlil -
Candida hausel Cand{da Rrused -
Rhedotonula glultindis Riwdotosula glurinds .
Riodetonala ménta Riwwdotonufa minuita -
Pendedliinn chrysogenum Pendedléum ¢ usegenun +
Aot ponwn Cails Hierospoitm er.zés -
S,uofwth foham dchenek il Spoavthiln schenclid +
Snoerothichum Achenchid Spoaethniz sehe +
Sposathichum schenckid Sporedindy seleieh (£ +
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Comparando-se 0s tempos de viabilidade de fungos liofilizados e cobservados por
alguns autores (Ashcar, H. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 29/30:81-4, 1969/1570; Ashcar,
H. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 33:7-11, 1573) o tempo observado neste estudo (34 anos)
& um dos mais prolongados.

Este processo de liofilizagdo mostrou-se pratico, eficiente e ecnomico para a
manutencao de algumas espécies de fungos. Além disso, todas as caracteristicas
morfoldgicas, fisiolfgicas e a patogenicidade foram conservadas integralmente,
evitando-se © plecmorfismo habitual de certas culturas fingicas. Este método de
preservagao de culturas pode ser indicado tanto para algumas espécies de interesse
medico como industrial.
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DESCOLORACAD MICROBIOLOGICA DO EFLUENTE DE UMA INDUSTRIA DE CELU-
LOSE BRANQUEADA®
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Caixa Postal 9

13400 Piracicaba SP, Brasil

Fesuno

Determinou-se o efeito do valor de plH inicial do efluente de uma
industria de celulose brangueada sobre a producao de biomassa,
biodescoloracido e redugdao da DQO por tres espécies de fungos cauw
sadores de podridao-branca (Polyporus sp, Cordofus sp e Polyporus
sangudneus). De uma maneira geral, as eficiéncias da biodescolo-
ragac e da redugao da DQO foram muito elevadas, atingindo valores
de até 85 e 80%, respectivamente. O pH otimo para a biodescolora-
cdoc do efluente foi inferior ao &time para producao de biomassa.
Pelyponus sp fol a especle que apresentou a malor taxa de cresci-
mento, além de uma grande eficiencia de descoloracdo.

Summary
Bicdecolonization of the effluent of a bleached pulp plant

The effect of the imitial pH of a bleached pulp plant effluent on
biomass production, biodecolorization and COD reduction for three
white-rot fungus species (Pofyporus sp, Conilolus sp and Polyponus
sangudneud) was evaluated, In general, the efficiency of biodeco~
lorization and COD redution was very high, sometimes up to 85 and
80%, respectively. The optimun pH for effluent biodeceolorization
was lower than the optimun pE for biomass production. Polyporus
sp was the species that showed the greatest growth rate, besides
a great efficiency for biodecolorization.

Introdugao

Un dos grandes problemas para a disposicdo dos efluentes hidricos das  indistrias
de celulose krangqueada & a sua ooloracé, além de sua elevada carga organica. A
carga organica, caracterizada por wma elevada demanda hioguimica de oxigénio (DREO),
pde ser facilmente reduzida pelos processos microbiolOgicos convencicnais de
tratamento de efluentes, mo entanto a cor ndo sofre alteragoes significativas.

Isto pode ser explicado pelo fato da cor do efluente ser causada principalmente
por fragmentos poliméricos cocloidais, clorados e altamente oxidados de lignina
oriundos do processo de brangueamento da eelulose (12}, que nfo s&o degradados
pelas bactérias que crescem rormalmente nesses sistemas.

Porém, fungos causadores de podridao-kranca, apodrecedores de madeira, possuem
sistemas lignoliticos que podem degradar tanto as ligninas naturais (8) quanto as
ligninas altamente modificadas, como a lignina kraft e as cloroligninas (7).

* Trabatho realizado na RIPASA S.A. — Celulose e Papel (Limeira), durante o amo de
1985, ,

Fev. Microbiol., Sio paulo, 19(4):425-420, Out./Dez. 1988.
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Desta mareira, a ucilizacao desses fungos, sob condigbes culturais controladas,
para © tratamento dos efluentes de irdlstrias de celulose hramgueada & altamente
promissora em relagdo aos tratamentos fisicos e quimicos convencionais, reduzindo
tanto a carga organica quanto a cor (9, &, 3).

Varias espécies de fungos ja foram testadas visando a descoloragdo desses tipos
de efluente, dentre elas Polyporus versdeolon,  Pleohofus sapldus, Phebda
brevispora, Phebia subsenealis, lentinus edodes e Phanerochaete chrysosperium {4,
11). A eficiéncia das diferentes espécies € bastante variavel, destacando-se
Phanerochaete chiysosponium como a mais eficiente. _

O presente trabalho visa estudar ¢ efeito do pH inicial do efluente na produgao
de bianassa e na eficiéncia de descoloragds por espécies de fungos causadores de
prodridao-hranca.

Material e Metodos

2s amostras do efluente utilizadas, apds passagem por um sistema de tratamento
biclogico ({lagoa aerada), possulam em média uma demanda bioquimica de oxigeénio
(DBO) de 125mg de Oy-1%,uma demanda quimica de oxigénio (DQO) e 315my de 0,-17%,
PH 6,60 e 1350ppm ¢e Pr de woloragao.

O efluente utilizado para os ensaios foi suplementado com 14,7iM de P, na forma
de KHZPO4, 3,74mM de N, nz forma de MHJND, e 1% de glicose. Os valores de pH foram
corrigidos para 3,50, 4,00, 4,50, 5,00, 5,50, 6,00, 6,50 e 7,00 com NaOH ou HCIL.
Volumes de 50ml de efluente suplementado por parcela foram distribuidos em frascos
erlenmeyer de 125ml e autoclavados a 120°C por 15 minutos. Em seqguida, subamostras
de cada parcela foram filtradas em membranas de 0,45im de porosidade para
determinagao da wor por espectrofotometria a 465nm, apds correc® do pH para 7,6,
comparando-se con padrdes de clorcplatinato.

0 indculo consistiu de 50mm® de micélio retirado da periferia de colfnias com 15
dias, crescendc em meio agarizado de efluente suplementado com N, P e glicose.
Foram utilizadas trés espécies de fungos causadores de prodridac-hranca (Pofyporus
sp, Corlolus sp e Polfyporus sanguineus), isolados de matas do Estado de SZo Paulo,

2pCs incubagdo por 9 dias a 300C, sem agitacZo {10), as amostras foram filtradas
para determinagio da quantidade de hiamassa produzida {2), do pH, da cor e da DQO
final. A DQO foi determinada sequndo metodologia da APHA (1), Juntando-se volunes
iguais das 4 repetigdes dos tratamentos, determinando-se assim a DQO por
tratamento, antes e apds a incubagao.

Foram mantidos controles ndo inoculados para se verificar a possivel ocoorréncia
de auto-oxidagao das cloroligninas e consequente redugac da cor.

Resultades e Discussao

2s trés espécies fungicas mostraram conportamentos diferentes, quanto a produgdo
de bidamassa e a descoloragao do efluente, em diferentes valores de pH (Figuras 1 e
2}. Polypriws sp e Condofus sp spresentaram mixima produgso de hicmassa no efluente
com pH inicial 6,0, enquanto que para P. sanguineus, esse valor foi ligeiraments
superior, ficando entyxe 6,5 e 7,0 (Figura 1). Mo geral, a producdo de hicmassa por
Polyponus sp foi significativamente superior, em relagio as outras duas espécies,
principalmente em valores de pH maiores & que 5,0. P, danguineus produziu as
mencres quantidades de biomassa, devido provavelmente & sua baixa taxa de
Crescimento micelial, que em efluente suplementado e agarizado foi aproximadamente
2 vezes menor do que a de Pofyporus sp, a 30°C e pHE 6,0 (Lanbais, 1985, dados nfo
publicados) .

A descoloragao do efluente foi mixima em valores de pH inferiores aos valores
otimos para crescimento micelial (Figura 2). A descoloragio maxima por Polyporus sp
ocorreu entre-pll 4,5 e 5,0, diminuirde sensivelmente em valores extremos,
principalmente em pH 7,0. Condofus sp apresentou wma alta eficiéncia Qe
descoloragao nuna faixa mais ampla de pH; com o aumento do pH, houve uma diminuicao
dessa eficiéncia, permanecende no entanto superior as outras duas espécies, mesmo



em pH 7,0, o gue pode ser muito
interessante do ponto de vista
industrial. P. sanguineus
praticamente nao apresentou

diferencas significativas na redugao
de cor em valores de pH menores do
que 5,0; acima de pH 5,0 essa
espécie ndo fol capaz-de descolorir
e} efluente, nAO diferindo
significativamente do controle nao
ineculado.

B ensaios com P, chuysosporniem
tampénm  foi observado gue o pH Stimo
para crescimento & ligeiramente
superior ap pil Otimo para degradagao
da ligina em meios de cultura,
estandc o primeiro em torno de 4,5 -
5,5e 0 segundo entre 4,0 - 4,5
{10), ja& em efluente da extragao
alcalina, o otimo para crescimento
estava entre 4,3 e 4,8 e para
descoloragao entre 4,0 e 4,5 (5).

A descoloracac fingica envolve a
deyradacao dos fragmentos
poliréricos de lignina a produtos
soliveis ou volateis, efou a
destruicde dos  cramdforos nos
polimeros (12). A degradagao
microbioldgica desses polimeros &
hastante significativa, pois em
experimentos com P. chaysosporlum,
aproximadamente 50% das
. cloroligninas marcadas  ocom 14C,
contidas no efluente da extragao
alcalina, foram convertidas a (g
(6). Sendo um processo enzimatico, a
bicdescoloragdo & dependente do
potencial genético dos
microrganismos envolvidos para a
producdo das enzimas lignoliticas,
potencial esse oue pode apresentar

grande variabilidade
interespecifica. Nas condigOes deste
experimento, Coniolus sp

provavelmente produziu uma maior
gquantidade de enzimas lignoliticas
por unidade de bianassa produzida,
j& gue mostrou uma alta eficiéncia
de descoloracao, produzindo pequenas
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Figura 1 - Produgao de biomassa por
diferentes fungos causadores de
podridao~branca em efluente de uma
inddstria de celulose branqueada a

diferentes valeres de pH inicial.
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Figura 2 — Reducdo da cor do efluente de uma

indastria de celulose brangueada com
diferentes valores de pE inicial por
diferentes fungos causadores de
podridao-branca.
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guantidades de bicmassa, em relagao a Polypoaus sp principalmente.

De maneira

geral, a descoloragao por Polyponus sp e Cornipfus sp tendeu a
amentar oar o amento da hiomassa produzida.

Noe caso de P, sanguinews o

comportamento foi oposto, possivelmente pelo fato dessa espécie produzir wa
pigmento vermelho que pode ter se difurdido para o meio.

As anostras sem inoculacio nio apresentaram uma redugdo significativa da cor,
demonstrande que a auto-oxidacdo das cloroligninas nao & de grande importancia no
processo de descoloracao como um todo (Figura 2).

Polyporus sp

e Coniofus sp além de serem muito eficientes na descoloragdo do

efluente foram também muito eficientes na redugdo da DQO, atingindo valores de até
80% de reducao em relacdo ao valor inicial (Figura 3), Isto poderia favorecer sua
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Figura 3 - Redugcde da DQ0D do %o ;
efluente de uma indistria de sa.] R |
celuleose branqueada por diferentes ol £ _ I ’L . - ™ |
fungos causadores de podridao-branca TP F EREN = Ny
a diferentes valores de pH inicial. E SO ’ . g SIS
.10 WA B
' . - a 40 8 4 ‘. - —E bl
aplicagac nam Processo 2 L NS L - ; .
bioctecnoldgico para diminuir dois gLt o el 1
dos principais problemas para a =l SRS ERNS e
disposicdo dos efluentes hidricos : E BNy . % l SSRGS
das indistrias de celulose 9y f | SeRRs
brarcqueada, sua carga organica e oor o p il I i Lk Lt
elevadas . . 30 4,00 450 E::l " C‘E‘;io EoC £50 T80
O Cre.sc}.REnto deSSES fng(_:}s FD C’Zﬂdmorus £ RRY corvorus Er ja—y ranguineds
efluente resultou na produgio de
metabolitos  extremamente  Acidos, Tabela 1 - Acidificacde do ‘efluente por
fazendo com que o pH final atingisse Jiferentes fungos causadores de

valores muito baiwxos, independente podridao-branca.
do valor inicial (Tabela 1).

locais mais favoravels & atividade
lignolitica e a otimizagdo das 123

A obtengdo de novos isolados em

Ph Tinal

condicdes culturais sao aspectos a Inicial Polypanus sp Cowiofus sp P. sanguinens Controle

sereain considerados para a

= - " 3,50 3,16 2,86 5,13 3,45
maximizagao  do processo de 4,00 3,02 2,68 2,99 4,01
biodescoloragan, ja. que a ggg g:gé g-g; ;-gg 4,35
s .. ) s , , 4,90
Yar.tg.b:.l:.dade genetlcg desses fungos 550 2752 28 3020 5 10
e muito grande e muito pouco foi 6,00 3,29 3,13 3,26 5,48
explorado até agora. 6,50 4,33 4,29 3.81 6,43
7,00 4,45 4,80 4,51 6,97
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Resumo

Saccharomyces cerevisdae Fi cultivada em meio contende 150g/l de
sacarose e teores variaveis de etanol (0 a 100g/1) apresentou di-
nminuicao da biomassa e do alcool produzidos e aumento do teor de
aclicar residual com a crescente concentracdo de alcool adiciona—
do, As células foram permedveis ac etanol e ndo fol detectado
acdmule intracelular.

Summary

The process developed by Saccharomyces cenevisige Fi were carried
out in 150g/l of sucrose with variable ethanol concentration (O
to 100g/1). Biomass and -ethanol produced were decreasing with the
increasing of alcohol added while residual substrate was decrea-
sing. Cells were freely permesble to ethanol and was not detected
accumulated intraceliular ethanol.

Véarias influénclas sdo observadas por agao do teor alcodlico em microrganismos
(Iroyer, J.R. - Micologia, 45:20-39, 1953; Novak, M. & Cols, Biotech. Bioceng.,
23:201~211, 1981; Rodney, P.JT. & Greenfield, P,F, Biotech. Ietters, 6:471-476,
1984; Ingram, L, O'Neal & Butke, J.M, Advances in Microbiol. FPhysiol., 25:253-300,
1984},

Foram empregadas células de Saccharomyces cerevisiae F1, isoladas de fermento
Fleischman, ocultivadas em KpEPOs 1,0g, (NHg)o S04, 1,0q, MgSO4 7H20 0,5g, extrato
de lewedo 1,0g e agucar cristal 30,0g por litro de meio em oH 5,5 a 30°C.

ApGs 24 horas de crescimento, 0,02g dessas células serviram de indculo para 50ml
de meio de fermentacdo, cque foli o megmo do cultivo, exceto o teor de aglcar que fol
de 1509/1, com adicao ainda de etanol em concentragtes varidveis — 0 a 100g/1.

Nesses experimentos realizados a 30°C/72hs,, foram quantificados a concentracio
celular por absorbancia a 400nm relacionada com o péso s8co, o substrato apds
hidrolise acida pelo método da glicose—oxidase e o etanol por cromatografia gasosa,
sequnde Goel, S.C. & Pamment, N.B, (Biotech, Ietters, 6:117-182, 1984). © etanol
intracelular foli obtido através da equacdo inicialmente proposta por Novak, M. &
Cols, (Riotech., Bioeng., 23:201-211, 1981) e o volume celular medido pela técnica
de Borzani, W. & Vairo, L.R. Marina (Biotech. Istters, 5:247-252, 1983).

Observou-se gue guanto maior o teor de etanol inicial mencr foi o crescimento
celular e maior o teor de agucar residual; o alcool parece ter afetado diretamente
esses parametros. A acdo fol muito significativa na concentracdo inicial de 85g/1
de etanol, quando ndo houve aumento da bicmassa e o substrato ndo foi conswmido. A
diminuigac do consuro de substrato foi colaborado por Gray, W.D. (J. Bacteriol, .
52:703-709, 1946). A diminuic3o nas eficiéncias de fermentacio demonstra o efeito
schre ¢ metabolismo microbiano. Pode-se motar também uma difusio do etanol através

* Trabalho realizado com auxilio do ONRg.
fev. Microbiol., S&o Pauic, 19 (4):430-431, Cuc./Dez. 198&.
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da membrana celular, pois quando se adicionou 39,75g/1 de Alccol, houve producac de
apenas 37,76g/1 e o teor de etarw]l intracellular foi de 70,09g/1.

Guijarro, J.M. & Lagunas, R. (J. Bacteriol., 160:874-878, 1984) dawonstram a
livre permeagde do etanol por simples difusdo através da membrana celular.
Provavelmente essa difusdo se deu nas primeiras horas do processo determinando
assim a acdo marcante do alcool; nas conoentragdes crescentes, sem divida, o efeito
prejudicial fol também crescente,

N3o foi detectado acimule de etanol intracelular, oconforme referéncias de
Guijarro, J.M. & Lagunas, R. (J, Bactericl,, 160:874-878, 1984), Goel, 5.C. &
Pamment, N.B. {(Biotech. Letters, 6:177-182, 1984), Dasari, G. & Cols, (Biotech,
Ietters, 7:541-546, 1985) e Dombeck, K.M. & Ingram, L.O. (Applied and Env.
Microbiol,, 51:197-200, 1986).

Tabela 1 — Dados obtidos em fungao do etanol adicionade na
fermentacio por Sacharsmyces cerevisdiae Fi.

Simbolos: {*} = Desvia padrac da wmédia; S/C = Sem
crescimento; Agdcar iniecial = 150,00 + 4,04g/1; Celulas
iniciais = 0,40 = 0,07g/1.

Detarminagoes 0 13,30+0,11  39,7540,49 85 ,00+0,36 105,94£1,82
ACaC?;,f?Sid“al 8,22:0,27(*) 27,58:3,00 67,58+2,48 149,27:3,36 151,00:1,60
calutas fa/l) 2,84:0,14 2,4150,28  1,58+0,12 $,38:0,01  0,34:0,02
L“@‘:;/E?tai $8,7612,98  62,40:1,07 57,513,392 85,35:2,52 100,17:5,05
Etanol produzi~

a g/ 88,76 45,50 17,76 - -
Eta”?é,i?ter“O 61,12:3,37 58,094,027 70,00:4,40 s/c 8/C
Eficidncia de gy 15 65,43% 40,05%

‘fermentagac
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Resumo

Relata-se a ocorrencia de saprolegniose em trinta 2 dois (32) gi-
rinos de Rapa catesbeiana mantidos em aquario de vidro (oito ani-
mais por litro de agua desclorada, constantemente aeradsz e 2 tem-
peratura ambiente). Os animais foram tratades cirurgicamente para
o estudo da resposta inflamatoria, isto é, transfixacdo do tecido
muscular da cauda. Tres dias apds, os girinos apresentaram mudan—
gas comportamentais, despigmentacdo generalizada e o desenvolvi-
mento de tufos cotonosos (},0mm de diametro) em ambos os lados da
cauda. Em 24 horas a wortalidade atingiu 100%. Os resultados ob-
tidos através de exames histopatoldgico e microbicldgico confir-
maram a presenca de um fungo, identificado como Saprvlegnia sp.

Summary
Saprolegnicsis outbreak in tadpofes {Rana catesbeiana)

An outbreak of saprolegniosis was observed in thirty-two (32)
tadpoles kept in a glass aquarium (eight animal per litre of de~
chlorinated water under constant aeration and environmental tem—
perature). These animals havaed been treated for the surgically
for the study of inflammatory response, i.e., transfixion of the
tail's muscular tissue, Three days after surgery the animals
showed behavior changes, general depigmentation and development
of cotton 1like bunches (1,0mm diameter) at both sides of the
tails; on the following day the death ratic reached 100%., The
histological and microbiological examination of the collected ma—
terial revealed the presence of a mould that was identified as
Saprolegnia sp.

Introdugdo

Dentre as formas alternativas de producio de proteina animal, a ranicultura & uma
das mais pramissoras (3). Apesar do crescente interesse despertado por esta
atividade, faltam subsidios gque possibilitem a instalagdo de tecrologia capaz de
obter indices mais elevados de produtividade. Muito wvem sendo feito quanto aos
aspectos zootécnicos da criacdo de RA Touro Gigante (Rana catesbeiana) no Brasil
(2, 6, 11). Por outro lado, pouco se conhece scbre aspectos que envolvem a sanidade

Rev. Microkiol., Sao Paulo, 19 (4):432-437, Out./Pez. 1988.
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desses animais, como microbiota nommal e patogenica, epidemiologia, patologia e
controle das infecgdes., O presente trabalhw visa relatar o isolamento de
Sapnolegnia sp, como responsavel por alta mortalidade observada em girinos (Rana
catesbelana).

A saprolegniose € uma dermatose causada por fungos do ganerc Saprofegndia.
Macroscopicamente caracteriza~se pela presenga de tufos brancos cotonosos, gue se
projetam acima da pele dos animais, podendo produzir ulceracdes démmicas
superficiais e profundas {4, 8, 13, 14, 18), algumas vezes camprometendo também o
esqueleto (4, 13). As descricoes histopatoldgicas referem lesSes do  tipo
degenerativo e necrotico, acompanhadas de  wm quadro inflamatdrio agudo
caracterizado por edema e celularidade aumentada {4, 14).

Acomete animais de agua doce, sendo que am peixes teledsteos a infecgio tem sido
frequentemente relatada (4, 8, 14}. Tiffney (19), 1939, sugere a associacddo entre a
saprolegniose e injirias inespecificas, incriminando as espéceies S, ferax e S.
parrsitica como o agentes causais, Recantes estudos ewperimentais em peixes
confirmaram que a infecgdo natural ocorre primariamente por abrasio superficial
(16} .

Em outras espécies animais, como o camardo de  Agua-doce  (Macrobrachium
acanthunus), esta infecgio fingica vem despertando crescente interesse, por seu
surgimento estar diretamente relacionadc a ocondicdes insatisfatdrias de criagdo
cano superpopulacao, deficiéncias rnutricionais, tamperatura inadequada e
manipulagdao traumatica (9).

Em anfibios esta dermatomicose &€ pouco referida, tendo sido feita a primeira
descricdo em girinos em 1887 {13). Mok & Morato de Carvalho {(i2), 1985, em
levantamento de fungos patogénicos realizado am 450 anurcs capturados na Reglao
Amazonica, nao isolaram Saprofegnia sp a partir de Orgdos internos (figado, pulmao,
rim, baco, coragdo e gbnadas).

Material e Métodos

Trinta e dois girinos {estadic 25) (7) de Rana catesbedlana foram +tratados
cirurgicamente para o estudo da resposta inflamatdria. O procedimento experimental
consistiu na transfixagdo do tecido muscular da cauda apds anestesia dos animais
com  solucio aguosa de benzocaina (1:10000) {(B). Os materiais Utilizados foram
agulha reta atratmé.tlca n? 12 e fio trangado de algodéb nimero 4-0 estéreis. A
seguir, os especimes foram acondicionados em acquario de vidro, 8 girinos por litro
de 3gua desclorada, mant:.dos sob asracdc constante e temperatura ambiente (TP média
229C = 1). A limpeza do aquario e filtros era realizada diariamente ¢om a troca
campleta da &gua e posterior alimentagio oo ragfo, fragmentada em partlculas de
0,42m de difmetro’. Nenhuma substincia antisséptica foi utilizada na dqua durante
o experimento,

Os materijais encaminhados para examne h;.sto;)atologloo e microbiolbgico foram
colhidos de quatro animals sacrificados quando do surgimento das lesdes. Para os
cortes histoldgicos, os fragmentos de cauda foram fixados em formol 10% isotdnico e
neutro, inclufdos em parafina e corados pelas técnicas de Hematoxilina-Fosina, PAS,
impregnacido com prata. Para os exames microbicldgicos, material semelhante foi
colhido e cultivado em agar BHI?, &gar Sabourawd dextrose? cam cloranfenicol
(100mg/ml} a temepratura ambiente e a 37°C.

1. Purina
2. Difco

Resultados
As primeiras lesOes perceptiveis surgiram ao téminc do 3¢ dia, acometendo a

totalidade dos animais utilizados no experimento. As alteragles conslstiam em
lesOes puntiformes, esbranquigadas, localizadas em ambos os lados de cawda, junto a
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Figura | - Tufos cotonosos juntc Z base do fio de sutura na cauda
dos girinos.

base do fio, com aproximadamente (,5-1,0mm de
e modificactes comportamentais por parada no consumo de alimentos e permanéncia dos
animais em grupos nos cantos do agquaric, sem reagir 4 manipulacdo.

No quarto dia, com a evolugac, dbservaram-se tufos cotonosos esbrancuigados, de
aproximadamente 1,0cn de diametro, ektramamente delicados que se desfaziam ao
toque, ocorrendo neste dia alta mortalidade, gque posteriommente atingiu  100%
(Figura 1). X

O exame histopatoldogico damonstrou intensa necrose das fibras musculares, severo
edema  intersticial evidenciado pelo esgargamento dos tecidos adjacentes ao foco
necrotico, presenca de células polimorfo e mononucleares estranhas ac tecido e
celulas do microrganiamo (Figura 2).

Quanto ao exame microbioldgico, apds 10 dias de  incubagdc observou-se em  Agar
Sabourawd ocom cloranfenicol a 37°C e & temperatura ambiente, coldnia de cor creme
cam micelio aéreo cotonoso, de crescimento exuberante. Através  do  exame
microscipico, corando-se © fungo pelo azul de lactofenol algoddo, © foram
visualizadas hifas cenociticas e esporangics terminais cilindricos, pouco mais
largos que as hifas, contendo em seu interior zodsporos arredondados ou piriforwes
de parede espessa e espiculada (Figura 3), caracteristicas do género Saprofegnia
{1, 17), fungo pertencente & ordem Saprolegniales @a subdivisfo Mastigomycotina
{15).

Discussac

Embora & saprolegniose, uma vez instalada, represente sério risco para a criagao
podendo  ocasionar alta mortalidagde (8, 13, 16), na auséncia de fatores
predisponentes como os ja citados, todos os autores oonsultados (4, 8, 14) que
relatam o Saprofegnia sp como patdgeno, S&0 undnimes em afirmar que os proprios
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Figura 2 - Corte histoldgico corado pelo HE, onde se observa necrose
das fibras musculares, edeme intersticial, presenga de infiltrado
celular inflamatério e estruturas do microrganisme (aumento 80X).

animais apresentam alta capacidade de controlar a infecgac.

Os resultados obtidos no presentse trabalho estdc de acordo com agqueles da
literatura {13, 19), em gue esta afeccBo em anfibics apresenta aspectos quanto &
epidemiologia, patogenia e anatomia patoldgica muito semelhantes aqueles observados
em cutros animais de dgua—doce, principalmente nos peixes telebsteos, nos gquais
assume particular importancia (4, 8, 16}.

Estando a ranicultura brasileira em franco desenvolvimento, considera~-se face &
alta mortalidade observada neste relato, aconselhavel manter-se severa vigilancia
nos criatdrios nacionais, a fim de se evitar quebras na produtividade decorrentes

desta dermatomicose.
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azul de lactofenci-algodio,
e esporazngio terminal cilindrico,
parede espessa. (aumente 500X).

Figura 3 ~ Lamina corada pelo
visualizando-se hifas cenoticas
contendo zoesporos arredondados de
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Summary

A total of 28 wild type strains of Aspergiflus niger were tested
for cellulelytic activity comparatively with the strain Talcheo-
derma reesed QM 9414, Twenty-one of them (71%) did not differ
statistically from T. #eesed QM 9414, Some strains of A, niger
are non—toxic and their cellulases are used in the fodd indus—
tries. These results are important since the cellulases of Thi-
choderma spp are suspiciocus to be used in the food industries be-
cause they produce mycotexins.

Resumo

Avatiacao da atividade cefufolitica de algumas Limhagens do grupo
Aspergllins nigen

Foi ensalada a atividade celulolitica de 28 linhagens do grupe A,

niges em comparagaoc com a llnhagem industrial de T. nreesed M
9414, Vinte e uma linhagens nao mostraram diferenca estatistica
significativa de 7. neesel QM 9414, Algumas linhagens de A. nigen
nao sao toxicas e sao usadas na industria alimenticia. Os resule
tados obtidos saoc importantes levando-se em consideracio que as
celulases de Thdichodeima spp ndo sao recomendadas na inddstria de
alimentos, ja que ha produgao de micotoxinas,

Introduction

Cellulase productlon has recently attracted great attention due to its potential
importance in saccharification of cellulose to glucose. However, no 51gn1f3.cant

Rev. Microbiol., SZo Paulo, 15(4):438-441, Qut./Dez. 1988.
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process utilizing cellulase has been launched to date because of the high cost of
the enzyme (3). To make enzymatic hydrolysis more competitive, research leading to
increased enzyme production by cellulolytic microflora has been emphasized (10).
Thus, genetical improvement programs were developed to select hypercellulolytic
microorganisms (12), mainly fungi belonging to the Trichodema genus {4, 5, 11}.

One of the most basic and simple methods of genetic breeding is the search for
already existing natural variability. This methed has been applied to cellulolytic
microorganisms to isclate strains and species from different habitats (1, 4, 7, 8,
12). In tropical countries such as Brazil, a more rational screening of the
microflora may reveal promising cellulolytic species. As the result of one study
carried out in our country, a themmophilic strain of the genus Humicofa was
isolated which produced more B-glucosidase than Talchodeima reesed (M 9414, In
another work, Coldman & Azevedo (7) have tested a total of 88 isolates of
Trichodesms spp isolated from Brazilian soils. Twenty-one of them {23,9%) did not
differ statistically from T, reesed (M 9414 (9).

Cellulase of Asperglifus nigen represents a significant part in the commercial
japanese production of 45 ton per year (6). The black aspergilli are known to be
good producers of 8-glucosidase, while the production of this enzyme in T. 4eesel
is relatively low (15). Stermberg & Cols. (15) showed that when Tnichodenma
cellulase preparations are supplemented with s—glucosidase from Aspergilfus  during
practical saccharifications, glucose is the predominant product and the rate of
saccharification 1is significantly increased. The stimulatory effect of
B—glucosidase appears to be due to the removal of inhibitory levels of cellobiose
(11), which inhibits the cellulase enzymes. Nybergh & Bailey {13) also showed this
in the batch hydrolysis of cellulose by T. reesel: the addition of only very small
amounts of Aspergllfus nigen R—glucosidase was sufficient To increase considerably
the gluccse yield, )

In view of these considerations, the cbjective of this work was o compare the
celiuloiytic activity of a total of 28 wild type strains of Aspergiflius niger group
with that of Tadlchoderma neesel (M 9414, This investigation is part of a major
program concerning cellulolytic fungi in tropical regions.

Materials and Methods

A total of 28 wild type strains of Aspergillus niger group stored in Aspergiffus
complete medium described by Pontecorvo & Cols. (14) pE 6,8 at 42 centigrades were
assayed for cellulolytic activity. For this, conidia of each isolate were
inoculated with a lcop in 210 x 1imn tubes containing 15ml of Acid-Swollen
Cellulose medium (ASC). The inoculation was made on the bottom of the medium, The
composition of the medium is as follows (in g.2-1): KCl, 3,8; Xyp0s, 2,0;
MgS04.7Ho0, 0,1; {MH) 4504, 1,0; malt extract, 0,6; acid.cellulose, 8,0; and agar
15,0, pE 7,0, Acid-Swollen Cellulose was obtained by acid hydrclysis of filter
paper {16). 7. reesedi QM 9414 was used as a control. After inoculation, the tubes
were maintained at 28 centigrades. Also another control tube without inoculum was
maintained at the same temperature. The wvolume of cellulose degradation was
estimated by neasuring the clear zone in the tube at intervals of fiwve days for a
period of 15 days. Data were analysed statistically by the Tukey test. In the
screening the design used was randomized blocks with subdivided plots.

Results and Discussion

Table 1 shows the cellulolytic activity expressed as volume of degradation.
Analysis of variance was performed and demonstrated that the cellulolytic activity
of 21 strains did not differ at the 5% level (Tukey test) from 7. #eesed Q4 9414
(Table 1). The cellulolytic activity was hicher during the first five days than
during the other periods of time, with the difference being statiscally significant
at the 5% level (Tukey test).

Lutzen & Cols. {9} have tested cellulase from Asperg{ffus spp in comparison with
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this enzyme in T. 4“eesed. They concluded that
the Trichedewne system is not unique and more
effective enzyme complexes can be produced from
different Asperglflus  spp. Our results
partially confirm this conclusion since 21
strains (71%8) of Aspengiflus nigen group tested
did not differ from T. hAeesel QM 9414. The
latter strain is the product of genetical
improvement program, while these 21 isclates
are non-improved ones. Further genetical
improvement of these isolates may may
potentiate the production of cellulolytic
enzynes. Another interesting aspect is that
Aspengllins nigen has already been
traditionally used by the industries for . the
production of enzymes, for example pectinases,
gluccamilases, glucose oxidases,
and including cellulases (2). Some strains of
this species are approved by the Food and Drug
Administration in the United States (FDA-USA}
in order to accomplish this production; these
strains are non toxic and are used by the food
industries. This is important since the
cellulases of Tralchoderma spp are suspicious to
be used in the food industries because they
produce mycotoxins.
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Resumo

Verificou-se a produgdo de hialuronidase, condroitin sulfatase,
lecitinase e gelatinase, por amostras de leveduras do género (an-
dida, isoladas da cavidade bucal. Todas as amostras de C. alfbi.
cand, produziram hialuronidase e condroitin sulfatase, mas ndo
lecitinase e gelatinase. Das 17 amostras de C. parapsLlosis tes—
tadas, apenas 2 produziram lecitinase e 4 produziram gelatinase.
Das 6 amostras de (. Rawsed, 4 produziram apenas gelatinase. C,
Lrnoplealis e C. guillenmondi, nio produziram qualquer das enzimas
estudadas.

Sumary
Hysfobytic enzygmes produced by yeasis of genus Candida

The purpose of the experiment was to verify the production of the
enzyme hyaluronidase, chondroitin sulfatase, lecithinase and ge-
latinase, "in vitro", from strain of yeast of genus Candida, iso-
tated from the saliva. All the strains of C. afblcans tested pro-
duced hyaluronidase and chondroitin sulfatase, but pot lecithina-
se and gelatinase, From the seventeen strains of (., pairapsifosis
tested, only Z of them produced lecithinase and 4 gelatinase. On-
ly 4 from six strains of (. kausedl, produced gelatinase. C. #no.
picalis e C. guiflenmondi did not produce any of the enzymes
searched.

Introdugio

Diversas enzimas como a hialwonidase, condroitin sulfatase, lecitinase e
gelatinase, szo produzidas por bactérias. A hialuronidase e condroitin sulfatase
sao capazes de despolimerizar o &cide hialurdnico e sulfato de condroitin,
importantes constituintes da substancia fundsmental do tecido conjuntivo (5, 15,
31). A lecitinase & capaz de hidrolisar a lecitina das membranas celulares e ‘causa
a lise de celulas teciduais, eritrécitos e leucdcitos (19), enquanto que a
gelatinase revela a atividade proteclitica de determinados microrganismos (8).

Essas enzimas tem sido descritas em varias espécies bacterianas (4, 9, 11, 12,
21, 23, 24) mas nac em leveduras do gEnero Candida.

O _objetivo deste trabalho é verificar a producdo daquelas enzimas por diferentes
espécies da levedura em questio, iscladas da cavidade bucal,

Material e Métodos

1. Mlcronganismos testados - C. albicans, C. porapsifosis, C. hausel, C. tropicalis

Rev. microbiol., Sao paulo, 19(4):442-445, cut./Dez. 1988.
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e C. guilffeamond4, isoladas da cavidade bucal de criangas portadoras de aparelhos
ortodonticos,

2. Pesquisa das enzimas - Para a pesquisa de hialuronidase e condroitin sulfatase,
empregou~se o mwetodo descrito por Smith & Willett {27); para a pesquisa de
lecitinase, a técnica descrita por Paiva & Ito (20) e para a pesquisa de
gelatinase, utilizou-se o método descrito por Hoeffler {12).

Resultados e Discussdo

C. afbicans & o agente causal da candidose, micose superficial de maior
frequéncia na boca @ se origina Ge infecgdes enddgenas, devido a alteragoes locais
ou sistémicas do hospedeiro, traduzindo portanto em parasitismo ocasional (14).

A destruicio de tecidos & uma caracteristica primaria pa iniciagdo de genglvites,
podendo posteriormente, levar & doenca periodontal (30). Esse mecanismo destrutive
nE0 estid bem claro, mas determinadas enzimas, especialmente hialuronidase e
condroitin sulfatase, produzidas por bactérias, tém sido sugeridas por varios
autores, come possiveis mediadores (1, 10, 29, 32).

Estudos realizados por Takeuchi &

Col. (30}, wostram que tais enzimas

quando localizadas na superficie do

epitdlic gengival ou tecido conectivo Tabela 1
sub-epitelial, hidrolisam as
substancias intracelulares do
epitélio, pepetram na camada profunda
do tecido gengival e iniciam a reacac
inflamatoria.

Mo presente trabalho, Tabela 1,
verificou-se gue todas as amostras de
€. afbicans produziram hialuronidase - — —

e condroitin sulfatase, enquanto que Microrganisne TLaitro- TRoroitin ISl Gelati-
as demais espicies nao apresentaram

—  Eialuronidase, condroitin
sulfatase, lecitinase, gelatinase,
produzidas por diferentes espécies de
leveduras do genére Candida.
Simbolos: * = NO de amostras testadas; %
= N9 de amostras positivas.

atividade sobre o acide hialurcnico C. akbieans  25%/25*x  25/35 25/0 25/0
£ A ndroiti ) C. parapsilosdis 17/0 17/0 13/2 11/4
sulfato de condroltin. . , C. hused 6/0 6/0 6/0 674
Essas enzimas nao tem sido C. tropleatis — 6/0 6/0 6/0 6/0
descritas em levedaras do género C. guiltermondi  5/0 5/0 5/0 5/0

Candi{da, mas sac encontradas em
diferentes espécies bacterianas.

Hialuronidase tem sido observada em Strepfococcus hemoliticos (3, 7)),
Propionibactenium (12, 13, 23), Staphyfococcus auwrews (18}, Streplococcuns milis
(26, 33), 5. miffenl (8), Fusobacterium e Velllonella (17, 31).

Condroitin sulfatase tem sido descrita em S, millerd (8), Fusobacterium,
Bacteroddes e Veilllonella (31). . '

Nephuma das amostras de C. afbicans produziu lecitinase enquanto que apenas 2 das
17 amostras de (. pawpsilosds, produziram essa enzima, EBEsses  resultados,
contrariam o5 de outros autores, que tém verificado a producdo de fosfolipase (2,
6, 22, 28) em (. afbicans e pavece estar asscciado com a viruléncia dessa levedura.

A atividade proteolitica nao fol cbservada em nenhuma das 25 ampstras de C.
albicans, mas fol observada em 4 das 17 espécies de C. parapsilosis e em 4 das 6
amostras de C. hausel, Enzima com essa atividade tem sido detectada em C. atblcans
por outros autores (16, 25) e também parece estar relacionada com a viruléncia para
camundongos pols, amostras mutantes proteinase-deficiente de C. afbleans s&o menos
virulentas quando inoculadas intravenosamente resses animais (16). Essa diferenga
de resultado talvez se deva ao fato de termos utilizade metodelogia diferente para
deteccio dessa enzima., Mo momento, outros trabalhos estio em desenvolvimento em
nossos laboratdrios com o objetivo de elucidar essa questdo.
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Sumary

The growth of Candida utifis in batch and substrate limited con—
tinuous culture was performed on organic acids such as acetic,
propionic and butyric acids &s carbon source. These compounds are
toxic and show high inhibitory effects at relativily low concen-
trations. Biomass yield is depressed when the initial substrate
concentration is increased. Yields in continuous culture were
considerably better than 1in batch culture. Cell maintenance on
the organic acids was studied. The microocrganism can utilize 5%
to 44.8% of substrate for maintenance. Candida uiifis grew quite
well on acid effluent from acidogenic fermentations. The use of
this effluent for SCP production was shown to be possible and in-
teresting.

Resumo

Producdo de proteina de organismes unicelulares a partin de aci-
dos omgandices com Candida wtilis

0 crescimento de Candida utilis foi estudado em culturas em bate—
lada e em culturas continuas tendo como fonte de carbono acido
acetico, acido propidmico e acido butirico. Estes compostos mos—
traram ser toxicos e altamente inibidores em concentracdes rela-
tivamente baixas. O rendimento de biomassa diminue 2 medida em
que a concentragaoc do substrato aumenta. Estudou-se igualmente a
manutengdo celular em dcidos organicos. O microrganisme pode uti—
lizar de 5 a 44,87 de substrato para manutencao. Candida wtilis
desenvolveu—se bem em efluentes acidos provenientes de fermenta-
¢ac acidogenica. Mostrou-se que o uso destes efluentes para pro-
duczo de SCP {proteina de organismo unicelulares) & possivel e
interessante.

Introduction

The use of supernatants rrom anasyobic iementation Ffor SCP proauction  was
proposed Ly henry in 1975 (7) and Henry & Col. in 1976 (8). Acid effluents from
Food industries arve also used for SCP production {16, 17).. Yeast cultures growing
on acid effluents frowm chemical industries is a well studied subject (13, 18). A
hew process for SCP production fraa acid was developed by Kinsel and Ieather (10}
where the inhinition effect by acetic acid was minimized. Cam and Biwards {(2)
suggested SCP prouuction frae the acetic acid of industrial wastes. Edwards & Col.

Rev. Microbicl., sao Paulo, .19(4):446-452, Cut./Dez. 1988.
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{3) stuwiied the ygrowth of Candida wtifis on acetate in rlec-pacch amd continuous
culture. The yields in continucus fermentation were better than in feed-batch
fenrentation. A relatively high specific growth (0.34 h™l) was obtained.

Models of growth and productivity were proposed by different authors (2, 9, 11).

Besides the industrial residue source of crganic acids, they can be obtained rrasa
the acidogenic phase of biological methane production. It is possible and
relativily easy to stop the production of methane in order to accumulate acids in
the digestion broth. This can be wone by the reduction of holding time in the
reactor or by favoring propionic acid accumilation (natural inhibitor of methane
production) by a <rop in the pH (14, 15), by the addition of CCly or CGHCly (3}, by
the addition of monensine (14}, or by the use of a glug-flow femmenter ). Candida
wutifis can grow easily on organic acids (i12) but the inhibitory effect of these
substrates depress the biomass yield and increase the oells maintenance, The
maintenance cooeifficient can ke low in a substrate-limited culture (11} (0.013g
acetic acid/qg dry biomass, h} or considerably higher (5) .17y acetic acid/g dry
bicwass, h) in an excess of substrate. The higher the maintenance coefficient the
nigher is the use of substrate for cell maintenance and this phencmena in SCP
production  beccomes ecomacically more significant., In this article the kinetics of
yrowth and substrate inhibition was studied and the use of substrate zfor ceil
waineenance was estimated. Batch and continuous culture or Candida utifis on acetic
acid, propionic acid, butyric acid, and on mixture of these acids were pertoriced.

Material and Methods Table 1 =~ Carbon  sources for  batch
fermentation media.
Onganism and cultune conditions Symbols: * = Effluent from acidogenic

The strain of Candida utilis used fermentation
in this study was obtained from the
culture of Institut Pasteur., The
crganism was routinely dgrow on
Potato-Dextrose-Agar and stored at

medium

10-152C M1 M2OM3 Mt B 6
- 1. carbon

The mireral medium used in the sources o/ 1)

£ rmnts X had lthe following acetic acid variable - ~  5.40 5.%0 18.%0
composition in g.i77: KHpPO,, 1.0; propionic acid - 446 - - 1.9 0.30
(NH4} S04, 3.0; MgSQ4, 0.244; hutyric acid - - 440 370 2,08 6.00
FeSOy4, 0.00346; IZnS04, 0.00360; resueing SHgats - - - - 350
EDTA, 0.00680; yeast extract, 0.01. Total varizble 4.40 4,40 9.10 9.88 28.50

The carbon source used in the batch —
fermentation had the composition
descriked in Table 1.

In contimpous cuiture the carbon source was a 230g.1™* solution of acetic acid or
a mixture of 60% acetic, 20% propionic and 20% butyric acids, kept in & reservoir
apart from the mineral medium.

The fermentation were carried out in & 302 useful wolume glass stirred pilot
fermenter, operated in a batch and continuous moue at 300C, with 20% of culture
medium. The agitation and geraticn were 500 rpm for the former and 0.42 VUM for ths
latter. The culture pH values were 6.0 for batch fermentations and 3.0, 3.5 and 4.0
for continuous cultures.

Assays - The organic acids in this research were determined gas chromatographically
using a 50an column packed with Porapak Q (Ny carrier gas; detector, injector ang
colunn temperatures were 1809C, 220°C and 150°C respectively).

Dry weights were determined by filtration of cell suspensions in a 0.45y
Sartorius membrane and drying at 60°C in a vacuum drying oven,

Results and Discussion

The results of the growth of Candida wtifis on M1 {4.40g/1 of acetic acid), M2
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Table 2 -~ Maximum  specific Figure 1 - Effect of initial
growth rate (ypay) and average substrate concentration on maximum
biomass yield (Yx/s) on specific growth rate (u),
different organic acids. exponential biomassas vield (Yax),
and average biomass yield (Yy/g).
Carbon source  w max Yors
=) {yg cells.q sws.™h -
RotiT =eid 7.48 739 W O3 o
Broplionic acid Q.20 0.37 ~ [ \.
Butyric acid 0.32 0.40 a, !
o \ -
@,
CA \ -{o8

and M3 media are shown in Table 2. The
micrcorganisms grows fast on acetic acid,
and slower on propionic acid and butyric
acid. The maximmm specific growth rate
changed significantly while the average

ot S e

blomass yields were similar.
When Candida wéifis grew on M4, M5 and M6 o
media, a diauxie effect could be observed, 02 &, Jo4
Also the average vyields in these \m\
experiments are very similar: 0.33 on Mg &‘c:.a._,___o__
mediue, 0.36 on M5 medium and 0.35 on Mé
medivmn, i * B -50.2
In order to study the inhibitory effect i :“
on organic acids, cultures of Candida e
wtlLis on different acetic acid
concentrations were made. Maximam specific = 2[0 3'9
growth rates, average biomass yield 5 g/

coefficients and exponential bicmass yield

coefficients (bicmass yields in exponential

phase of growth) were determined ard plothted against the initial concentration of
acetic acid {(Figure 1}. The curve u = £(8) is a characteristic curve of substrate
inhibition. A clear decreasing of the p values is observed at high substrate
concentrations. Also the biomass yields are depressed when the initial substrate
concentration is increased.

A mathematical model of the rate of microbial growth on inhibitory levels of
toxic substrates was essayed using the equation {2), 1 = upay S/ (Ks + S + S2/Kj) (1)
vhere: u = specific growth rate

S = substrate concentraticn

Umax = maximum specific growth rate
K; = saturation constant

Ki = inhibitor constant

The three parameters, pmay, Kg and K; were determined by the following method:

if 5>>Kg equation 1 becomes: p = pya,  Ki A 2)
S+ Ky
and if S<<Kj it becomes: u = ugax S (3)
K + S

By fitting 1/u vs S from equation 2 and 1/y vs 1/S from equation 3, the values of
Xi, wpay and Kg can ke obtained. The values are: upgy=0.53h7%, K; = 34.469.17' and
Ky = 0.05469.17",
Specific growth rates calculated from equation T are compared with experimental
data in Figure 2. The fitted curve does mot differ from the experimental data,
Studies on cell maintenance were performed using batch and continuwous culture
data in the equation.

(4) where: ¥y/g = average growth yield
i1 .m ¥, = true growth yield
Yu/s ¥, u m = maintsnance coerficient
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Figure 2 - Comparison of simulated and' 'Figure 3 -~ 1/Y,, data plotted against

experimentally determined specific growth  substrate concentration (8) for
rates (1) vs initial substrate determination of m and Y.
concentration.

‘ =3
®.
e \
A
1 8 = m
-
\ P ﬁmaxkl
-
" M, m Y
» ¥x Pmar /I

’
\ P
Q.3

5 [g/E)

I thhy

1/ Yex
]
}0

] L] 11 z
19 28 3¢
S {g/l)

In kbatch cultures during the exporential phase p is constant ard equal to  upay.
If Yy/q and m are also constants, Yy/s in this phase will ke constant. In addition,
equation 1 can be combined with equation 4 te give the fellowing egquation in batch.
cultures, '

1 =1 + m {1 + Ko + S {5)
Yox ¥y  Hmax S K
The plot 1/Yey, vs S must be a straight line with slope, m ard  intercept,
Umax- K

1+ m ifm is constant at S»>Kg.
Yy lmax
This is effectively cbserved Figure 3.

The graphical determination for m and ¥y gives 0.516 {g cells. g sub.” .n™Y) for
the former ard 0,50 (g cells, g sub,~!) for the latter. Also, if m is constant at
S<<K; the plot 1/¥gy vs 1/S must be a straight line with slope m.Kg/ipax. However
the straight line is rmot observed. It is reasonable therefore to consider m not
constant at low values of S. In addition, if Y, is considered constant and
indeperdent o©of S, equation 5 can give the variation of m at different values of S,
In Figure 4 is possible to see the values of m calculated from equation 5. The
maintenance ooefficient increases at low values of S, and kecomes constant at high
substrate concentration. The value m attained 0.51 (g cells. g sub.”*.h™') ard this
represents a very high quantity of substrate used for c=ll maintenance.

If equation 4 is considered in oontinwous oulture, in the steady state, it
becomes,

1 =1 +m
Yx’/s YX D } (&)
where: D = dilution rate

If ¥y and m are constants, the plot 1/Yy/g vs 1/D will ke & straight line. The
slope will give m and the intercept on the ordinate will give 1/¥y. Figures 5 ard 6
show that 1/Yyx is effectively on lirear dependence of 1/D for the cultures on
acetic acid and on the mixture at three different pH values 3.0, 3.5 and 4.0.
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Figure 4 - Simulated variationm of
maintenance coefficient {m) ~vs
substrate concentration (s},
calculated from equation 5 {ugay. =
0.53 h™%, K¢ = 0.0546g sub.17%, K;
= 34.46g sub.1”* and Y, = 0.5g
cells. g sub.”b),

08}

m (hh

(ALY o

The maintenance coefficients
calculated from Figures 5 and 6 are
lower than the estimated wvalues 0.2
from equation 5 for batch cultures.
Alsc in continwous cultures the 1l
true growth yield ({¥Yy) is
independent of the pH. On acetic
acid cultures the value for Y, 16 2
{0.430g cells. gsub.™'}, is lower § tg/t)
than that on the nu'.xtur? culture
égéggggntceiiiées gforsui ;ﬁi 328 Figure 5 - Determination of maintenance

ned i - coefficlent and the true growth vyield at
gebt seen l?ncogabl:)ui cTulhzure] C:'E different pHs in continuous culture on acetic

acid,

value for m is 0.027 {g cells. g
sub.7l.h™Y) on the mikture at pH
4.0. ik
Also in continuwous cultures the
average bicnass vields are higher
than in batch cultures, Table 4
shows the various data for average
bianass yields obtained from ]
continuwous and batch  cultures. o Og-
Continuous cuitures on the mixture e
produce better average yields than s P
both continmous and batch caltures -
on acetic acid. The kest result is oH
0.548 {g cells g sub.”?). I o 30
The percentage of sukstrate uged o 35
for o=ll maintenance can ke & 40
estimated from the equation,

G = m . 100 1 . t H
D/¥%, + m ‘ 5 ) by B oppmy 0

$/ ¥y
3

&l

Table 5 shows the values for ¢ in continuwus culture wder different conditions.
The most important feature of these results is the decrease in substrate
utilization for cell maintenance with increase in the dilution rate. The amount of
substrate used for maintenarnce can vary from 5.5% to 35% on acetic acid and from
6.2% to 44.8% on the organic acid mixture,

onclusions

In this study of SCP production fram organic acids with Candida wiifs, it was
possiblie to verify some interesting facts,

Organic acid can ke used as subsirate for hiomass production in spite of its
strong inhibitory effect. In batch culture this effect is more drastic than in
continuous culture. In fact, substrate limited chemostat cultures produce better
results, such as an increase in average vields, by minimizing the inhibition.
Yields in batch culture vary fram 30% to 40% while in continuous cultures they



Table 3 ~ Data for m and Y, in Table 4 - Average
continuous culture on acetic cultures {BC) and
acid and on an organic acid

vields
continuous
(CC) on acetic acid on an

in

451

batch

cultures

organic acid

mixture. mixture at different 1nitial substrate
concentrations (8).
Moetic acld MExture
-1
= s(g.17")
pll YX m ‘:’x
cells ¢ cells g oells g coils Carbon
g subk.lhv g sub, g sub.h g sub. source/ 3.44 4,62 6.57 8.68 15.9%
culture
3.0 ©8.832 0.430 0.069 0,588
1.5 0.032 0,430 0.049 0.588 Acetic acid BC 0.390 0,380 ©.370 {.380 0.2%5
4.0 0,083 0.430 0.027 0.588 Mixture CC 0.548 0.537 0.518 0.498 0.446
reach 44% on acetic acid and 55% on a Table 5 — Percentage of substrate

mixture of acetic, propionic and butyric
acids. The use of an organic acid mixture,

process, can give high overall hicmass
yields in SCP production.

gontinuous culture

on

and dilution rates (D).

acetilc
like the acid effluent fram an acidogenic and on the mixture at different pHa

(¢ w/w) ‘used for maintenance in

acid

The estimation of maintenance hcetic acid Mixture
mefficients showed that the substrate used 30 35 20 30 5 TG
Yor cell maintenance vary from 5.5% to ; ; ; ; : :
44,8, This depends on the dilution rate -
and substrate conoembration. Ingeneral, o %5 %9 3 243 iy i1
the hlgher the dilution rate and the lower 0.178 7.2 7.2 13.2 18.6 13,9 B.2
the substrate concentration, the lower is 0.238 5.5 5.5 10.2 34.6 10.5 6.2
the use of substrate for cell maintenance.

The use of acid effluent from anaesrcbic
digestion for SCP production is possible and interesting, since good yields can be
obtained in substrate limited oontinous culture, and wastes which can hbe

biclogically converted into organic acids are widely available.

Figure 6 - Determination of maintenance coefficient and
the true growth yield at different pHs in continuous
culture on an organic acid mixture.
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Sunmeary

The birds apparently healthy throughout the investigation peried
had their feces harvested and incculated in fertile eggs. The
identification of the isolates was done by double immuncdiffusion
{DI), hemagglutination inhibition (HI)} and neuraminidase inhibi
tion (NI} tests. The study of an ornamental bird flock resulted
in the isolation of 11 strains of Influenza A subtypes HgNs and
HyN{, in 360 fecal samples examined. The cases of isolation oc-
curred from May to September and from November te January. They
have shown serological relatiomship with A/fHong Kong/68 and
A/FM/1/47 with antigenic¢ pattern H3Ny and HyNy, respectrively.

Resumo

Os passarcs aparentemente saudaveis, durante o periodo de inves-—
tigacdoe, tiveram suas fezes coletadas e inoculadas em ovos em-
brionados. A identificacao dos isolados fol feita por teste de
imunodifusdo dupla {DI), inibic¢Zo de hemaglutinacao (HI) e inibi-
c3o de neuraminidase (NI}, O estudo de uma comunidade de aves or-—
namentais resultou no isolameénto de 11 amostras de virus Influen—
za A, subtipos HgNp e HyNy, em 360 smostras de fezes examinadas.
Casos de isolamentos ocorreram de Maio a Setembro e de Novembro a
Janeiro. Eles mostraram relacdo soroldgica com amostras AfHong
Kong/68 ¢ A/FM/1/47 com formula antigenica H3Np e HiNj,. respecti-
vamente.

Imtroduction

Mmost in every regions, isolation of Influenza virus has been described, from
clinical specimens originating from wild birds which, through migration,
dissaminate the disease to different areas. Studies have been done, demonstrating
the isclation of Influenza virus strains, with distinct antigenic pattern (24, 27,
32, 34, 36, 37).

These strains have also been isolated fram ornamental, domestic or grangs birds
all over world, showing high antigenic diversity, with isolation related or nor to
clinic features {1, 5, &, 8, 13, 14, 17, 22, 30}.

Investigation supported by CAPES/UFRJ research grants.

Rev. Microbiol., SZo Paulo, 19(4):453-458, Qut./Dez. 1988.
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In Brazil, parvicularly in Ric oe Janeiro city, isclation of Intluenza 2 virus
strains have peen achieved, specifically HSN.’Z and HaNg (8, 3). It has been observgd
in the United States (3) and in other countries, significative specific antibody
levels, confirming the iarge scale dissemination of the inrection (4, 5, 7).
It is also observed that, sowetimes, the affected birds show serious or even letnal
clinical diseases {lg, 15, <1, 33).

The signiricative isolatzon percentage of a largye wiversity or viral swains ana
the presence of respective antibodies wo Influenza A and Newcastle aisease virus
M2V}, all over the worid, stimulated our interest in studying the circulation of
these viruses, anmongst brazilian birds.

Material and Methods

360 fresh fecal samples from ornamental birds were harvested over a period of 36
months, 10 per month, from bird cages, in the district of Lins de Vasconcelos,
suburb of Rio de Janeiro city. Several species of birds in a total of 110, were
clasgified in four families; Faringideae, Fringilideae, Psitacideae and Picideae.

Throughout the years, the birds were kept confined in metal-covered cages, in
contact with life-free birds such as sparrows (Passen domesticus), doves (Cofumbia
spdx) and common waxbill (Estallfda cinerea), which frequently wvisited the area
where the cages in which the birds examined birds were.

The cages were cleaned every day, removing fecal material and food residues, and
were supplied with food: birxdseed, vitamin complex (A, B, C, mineral oil and
ground corn}, vegetables and water. All over the investigation period, the birds
seeed to be healthy. The fecal samples were grouped in series of 10 {4, B, C, b,
E,F,G K I,J,K L, 4N 0,P Q, R S, T UV %Y Z 4,8,C,D", E,
F', G', #', I', J') collected each month, from July 1981 until June 1984,

Host - Conventional fertile eggs from Leghorm chicken were used, with 9-12 day old
enbryos (25}, ’

Vinal stnains and standarnd sena - Twelve different standard avian Influenza virus
straing obtaj_ngd from National Institute for Medical Research {Mill Hill, Iondon)
and from Fundagao Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro) were used: A/turkey/Weybridge/79

(H1Nq}, A/duck/Germany/1215/73 (HoN3}, A/duck/Ukraine/63 {H3Ng) ,
Afduck/Czechosliovakia/56 (HgNg) , A/tern/S.Africa/61 (HsN3), A/Shearwater/E.Rust/72
{HgNz ), A/FPV/Rostock/34 (HM1) , a/turkey/Ontario/6118/68 {HgNg) ,

A/turkey/Wisconsin/66 (HgNp), A/chicken/Germany/"N"/49 (H1oN7), A/duck/England/56
(Hy1Ng) and A/duck/Alberta/60/76 (HyyNg). Standard strains and sera for NDV (SO-93
— EMBRAPA and lLasota) were provided by EMBRAPA - Rio de Janeiro. They were grown in
corventional fertile eggs, to obtain viral stock. :

Immune sera prepared in goats for human and avian Influenza virus and viral
hemagglutinins and rneuraminidases were provided by St. Jude Children's Research
Hospital (USA) were related to strains: A/Hong Kong/68 {H3N2), A/Port/Chalmers/1/72
(Harp),  A/BM/1/47  (HNq), B/HR/15/72  (H3N3), Afturkey/Wevbridge/79 (HiN1),
A/duck/Germany/1215/73 (HyN3), h/duck/Ukraine/63 (EjNg), A/duck/Czechoslovakia/56
(HsNg) , Aftern/S. /Africa/61 (HgN3) , A/Shearwater/E.Aust. /72 (Hghis) ,
A/FPV/Rostock/34 (HyN4), Afturkey/Ontaric/6118/68 (HgNa), .. A/turkey/Wisconsin/66
{Eglls) , &/chicken/Germany/"N" /49 (H1gNg) ,  A/duck/England/56  (Hy1Ng) and
A/duck/Alberta/60/76 (H1Ng).

The sera for hemagglutination inhibition test (HI) were treated with receptor
destroying enzyme (RDE) and with a 50% (v/v) suspension of goose erythrocytes and
inactivated at 569C/30 min. These sera for neuraminidase inhibition {NI) and double
immrodiffusion (DI) tests were treated only by inactivation at 569C/30 minutes (7,
11, 20).

Enythrocytes, sofutions and 1.5% agarcse sofution - Erythrocytes suspensions and
solutions were used as in Couceiro (7). 1.5% agarose solution was prepared in PBS,
as in Couceiro (10},
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Methods

For feces collection, the fecal materials were harvested in the morning (frem the
botton of the cages with a spatula}, after cleaning the cages, to be sure of wviral
viability. Materials were then immersed in 5.0m1 of Gey ABC solution with
antibictics and processed, as described elsewhere (7).

. 'All the materials were passaged three times in fertile eggs and submitted to
hemagglutination test (HA}) (31); clinical materials were considered negative if
there was no detectable HA titer after the third passage in fertile eggs.

Fluids were considered positives if they had HA titers egual or higher than 16.
The final titer was considered as the highest dilution with 100% hemagglutination,
Positive fluids were passaged to obtain a minimum titer of 256 for wviral
concentraticn. )

Tdentification of the {sofates - The identification process were started with the
concentration of the isolates and standard viruses by ultracentrifugation (23). The
hemagglutination  inhibition {(HI), neuraminidase inhibition (NI} and double
immmodiffusion tests were used in identification of viral samples, with
utilization of erythrocytes, erythrocytes/peanuts lectin and &garose slides,
respectively {7, 19, 28, 31}.

Results

The examination of fecal samples of the ornamental birds, in a pericd of 36
months, resulted in the isolation of viruses classified as Influenza A, with
hemagglutinnin Hg and By, by DI and HI tests, followed by NI tests, which revealed
the neuraminidase types Ny and Np (Table 1 and 2}.

Figure 1 shows monthly circulation of the strains HeNp and HyNq, throughtout the
thres—year investigation, amongst the ornamental birds.

Table 1 - Identification of isolated viruses by DI and HI tests, with
standard anti-sera, against Iafluenzavirus hemagglutinins.
Symbols: (+) = Titer equal to 20 by HI test.

Standard anti-sera

Isclated strains Group Femagglutinin subtypes {HI)

double
Imnunodif fusion

N? BSeries Month/Year

1

¥
ool
w
ol
b
B
W

Hy g Hy Hy Hg Hyg Hyy

e}
(=2}

Sep/8i
May/82
Jun/82
Sep/82
Sep/82
Nov/82
Nov/82
Dec/82
Mar/83
May/83

- ea DD QO R Q0 O e O
HCROCOCo R0
PEPYP DN
L T T S O T T O B |
20 T T T Y T Y A B |
LI T T S Y T A S
[ T T Y T O B B
| T T Y S I B B |
| T T O O B
+ 4+ + & % + + + | |
| T A T R S O I B |
{ N O T N O A I B |
{ I U N T A O B |
{ I T S O O T A O B |
| N T O O A A S B |
| T O T N N O B |

Discussion

A flock of ornamental birds in cage (sentinel birds} was chwsen for the subject
of this study, in an area susceptible to the incursion of wild birds.

Replication of Influenza virus in intestinal mucosae has been described in ducks,
with viral elimination in feces and in the respiratory tract, comon to Influenza
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virus and MOV (35). In our previous Table 2 - Identification of
experimence, studying 1735 clinical Influenzavirus A by NI test, with
specimens harvested from the cloaca standard anti-sera, against

and oropharynx, we d4did ot obtain Influenzavirus neuraminidases.
sucess in wviral isolation. The Symbols: (+) = Titer equal to 20 by NI
Practice of harvesting feces, directly test using peanuts agglutinin,

from stones in bird reservoir or from
cages, has been regarded as a better
methodology , 50 the present Isolated strains $zandard anti-sera
investigation was carried out by the o geries aonen /vear N, Ny Ny Ng Ng Ny Ng
use of this methcdology (8, 9, 18). R '

-
.-

=

D

Sop/8

Two different Influenza A viruses ¢ ¢ - - - - - - . -
subtypes HgNy and Hpy (Tables 1and ; [ S8 7 ¢+ - Z - - o -
2) were isolated and identified by HI, s o Sop/82 v - - - - - - - -
DI and NI tests. These subtypes were & O Sop/B2 4 - - = - - - - -
observed, in different world regions, ; 8 s LT T T oo
isolated from ornamental birds (5, 8, 2 =R Doc/82 &+ e e e = - - o~ =
9). It was observed in Hong Kong city, ! ¢ e

in a study of assymptomatic ducks,

that there was a hicgher tendency for

Myxo and Paramyxovirus isolation in summrer nonths (29). In contrast, we did not
fipd any significant difference in the percentages of isolation, through different
months of the year. This fact could ke explained by the climate of Rio de Janeiro
city, where temperature is almost constant all over the vear.

Figure 1, shows the number of strains isolated by month, thoughtout the
three-year investigation, in a total of eleven isolates, all of them in the first
and second years. It demonstrates a significant incidence of HyNy7 serotype of
Influenza A virus, with greatest intensity in the second vear of investigation.

Figura 1 - Monthly isolation of Influenzavirus strains (HgN, and HoN{)
during three years of investigation, .

Months of
Munber Year/
of . Year of
G Isolated boE, N:_ Investigation

strains . % o
.'.a h

Influenza A virus strains antigenically similar to those isolated from humans,
have been detected in many countries of the world, In our study, isolated strains
HgNy and #H7Nq showed similarity, in neuraminidase subktypes, to strains isolated in
human infections: A/Hong Kong/68 (H3Np) and A/FM/1/47 (H4Ng). This could be
explained by the contact with humans, in which the strains unfergo a genetic
recombination {5, 16, 18, 26, 29).

Our study was done in a bird flock in captivity, with eventual contact with wild
birds. fThis fact lead us to the supposition of ewistence of intervenient factors,
in the infection process, such as agglomeration of birds or the propagation of
virus throught food or water (2).
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Errata

Contribuicko a0 conhecimento da oomposicio antigénica do  Paiacocceidioides
brasiliensis, Estudo de 5 amwstras. Rev., Microbiol., (5. Paulo), 19{4), p.293-305,
1988.

pag.298. QMDE SE LE: Figura 3 — Reagdo de imunodifusdc dupla. Orificio central com
imme-soro de animal imunizado com a amostra SN e orificios periféricos todos
preenchidos com antigencs da mesma amostra; antigens filtrados 3 E e lisados a D.

IFIA-SE; Figura 3 - Reacado de imunodifusdo aupla. (rificio central ooe imme-soro
de animal lmnizado comr a amostra SN e orificios periféricos todos preenchidos can
antigencs da mesma anostra; antigens filtrados & D e lisados & RE.
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Benzcpyrenes, Martin R. Csborme e Neil T.
Cambridge, 1987, 32%p. U$ 79,50.

Quando aceitel fazer a revisao deste livro ndo me lembrei das dificuldades gue
(alguns de nos) temos com a nomenclatura portuguesa de compostos oOrgdnicos. Por
isso, peco desculpas por eventuais anglicismos.

A partir da descoberta do fogo e, principalments, a medida que nossa civilizagho
se¢ tornou mais industrializada, aumentou significativamente a exposicio humana e
animal 3 canpostos yuimicos que causam cincer. Entretanto, samente cerca de 200
anos apts a descoberta da carcinogénese quimica por Sir Percival Pott ’
reconheceu-se que a elevada incidéncia de cancer m escxrdto de limpadores de
chaminés de Iondres por ele observeda se devia & presenca de "benzopirenos® e
outros hidrocarbonetos gpoliciclicos aromaticos (HpAs) associados & fuligem. Essa
dificuldade se aevey, principalmente, ao processo lento de desenvolvimento de
ferramentas analiticas adequadas, oo a atual romatografia liguida de alto
cesempenho/eficiéncia (CLAD), capaz de separar misturas conplexas de uma variedade
de isGrercs de HPAS, cano por exemplo o benzo{a)pireno (Bap), seus isGeeros e
derivados mutagénicos. Este livro, o primeiro volume da série “"Cambridge Monogragch
on Carncer Research® cobre a yuimica, biologia, andlise quimica e ocorréncia do Bap
e seu isGero BeP. O capitule de abertura é dedicado & matenclatura e uma breve
historia do benzo(a)pireno desde sua primeira sintese em 1933. O segundo  capitulo
aescreve varios wé&todos de sintese we derivados do RaP. O terceiro trata de
propriedades fisicas basicas o Bap, iniciando com métodos de purificacic e
pardmetros cristalograficos, para em sequida fornecer dados sokre solubilidade e
espectros eletrdnicos, finalizando com consideragles breves schre aspectos tedricos
de relagbes estrutura-atividade bioldgica. A quimica {albreviada) do Bap & discutida
em sequida, com a descrigac de métodos de deuteracio e tritiacdo, d&xido-reducio e
obtencao de radicais livres. No quinto capitulo sio listados os nimeros de registro
no Chemical Abstract Service (CAS) de alquns derivados simples do Bap, pontos de
fusdo, dados de espectros eletrdnicos e alguns esquemas de preparacio de epdxidos e
quincnas. O metabolismo do Bap e discutido em detalhe no sexto cepitulc, incluirdo
mecanismos, métodos de separacdo e espectros de fluoresodncia de metabolitos. Os
epaxidos didis sdo tratados no capitulo sequinte, gue sabiamente se inicia ocom a
narenclatura, seguida da sintese, estrutura, reatividade tedrica, hidrdlise,
reagoes can outros nucledfilos e &cidos nucleicos. O oitavo capitulo prové um
tratamento detalhado da ligagdo do Bap e seus derivados cam proteinas e Acidos
mycleicos, incluindo métodos de deteccdo de BaP ligado ao DNA. Os efeitos de Bap em
celulas in vitro, incluindo ¢ teste de Ames e outros sistemas de detecgao de
mutacdo, mutagenicidade dos  derivados <o Bap, toxicidade e reparo do DR, testes
citogenéticos e transformacae celular s3o tratados no nono capituio. O capitulo dez
& dedicado & carcirogénese onde sZo discutidos os principais métodos de teste de
carcinogenicidade, os efeitos agudos e carcincgenicidade de derivativos de Bap,
inibidores de carcinogenese, cocarcindgenos, cincer hwnano e o Bap. O capitule
onze, dedicado ao BeP, inclul sintese, propriedades fisicas, aspectos tedricos,
quimica, cerivados, metabolismo, ligagdo ao DNA, mutagenicidade, carcinogenicidade
€ co-carcinogenicidade. Neste ponto a énfase do livro volta-se para os problemas
analiticos, envolvendo escolha de padrfes de referéncia e aspectos de Seguranga
{capltulo doze), amostragem de waterial particulado (aerossois) e amostras aquosas
fcapitulo treze), extragdc de benzopirenos de matrizes ambientais capituio
Guatorze), pre-tratamento e concentragao através de cramatografias em coluna, em
camada delgada, CLAD e perreacao de gel (capitulo quinze). O capitulo dezesseis
descreve a separagao, detecclo, identificacio e determinacio de benzopirencs por
ténicas crawatogrificas convencicnais, espectrometria de massas e outros matodos
espectroscopicos. A ocorréncia de  benzopirenos no meio ambiente, & tratada , e
rorma bastante abreviada, apenas no pendltimo capitulo, qe inclui concentractes
atmosféricas (samente hemisfério morte), na exaustd de veiculos autanctores e
funaga de cigarro, em algquns produtcs industriais, agua e sistemas agquosos,
alimentos, assuntos estes que deveriam ser descritos no capitulo introdutério. O
capitulo final apresenta uma lista Gtil de referéncias adicionais, que seria

Rev. dicrobiol., Sho Paulo, .19 (4):460-262, Out./Dez. 1988.

Crosby, Cambridge University Fress,
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campleta se nela estivessem incluidos tres excelentes ohbras: a classica
"particulate Polycyclic Qrganic Matter", do Comité schwe Efeitos Biologicos de
poluentes Atmpsféricos, National Academy Press, Washington, D.C., 1972, “Polycyclic
Aromatic Hydrocarbons: Evaluation of Sources and Effects®, do Comité sobre Pireno e
Bndlogos Selecionados, National Academy Press, Washington, D.C., 1983, e
Ehviranental Carcinogens: polycyelic Aromatic Hydrocarkons, Chemistry, Occurence,
Biochawdstry, Carcindgenicity®, editado por Gernot Grimmer, CRC Fress, Boca Raton,
1083, O autores estdo de parabens por esta bela obra gue certamente nao podera
faltar na estante de pesquisadores interessados na mutagénese guimica e em
wecanismos moleculares da carcinogenese.

antdnio H. Miguel
Instituto de Quimica - USP
Caixa postal 20780
05508 s830 paulc SP

0.L., Fon & ls., eds. — Integration and Gontrol of Metalolic Processes; Pure ard
pplied Aspects; ICSU Press, Cambridge, UK, 1987. U$ 59,50

Este volume cobre palestras apresentadas no "4th Federation of Asian and Creanian
Biochemists" e no "Satellite Syrposiun on Molecular and Protein Engineering”,
ocorridos em Singapura, em Dezembro, 1986.

omo pode ser inferido pelo préprio titulo, o livro apresenta tOpicos em areas
tio diversas (ue dificilmente seria do interesse de um pesquisador, ou mesmo de um
grugo, adquiri-lo. No entanto, dada a natureza de revisio de varios dos capltulos,
escritos por rencmados pesquisadores em suas areas, sua aquisigao por biblictecas
seria recomendavel. Nota—se como inioo denominador comum entre os 44 artiges, a
aplicacio de térnicas de  Blologia Molecular nas mals variadas areas de pesguisa
basica e aplicada.

= mator interesse geral, estdo os capitulos descrevendo novas tecnologias de
andlise do DNA € Sua expressao e técnicas de engenharia de proteinas. Dentre estes
topicos, podemos destacar alguns artigos: estratégias para macromapeamento de DNA
{Cantor, C.R. & ol.), tecnicas de marcac@o por fotoafinidade {(Guillory, R.J.);
preparacdo de proteilnas em quantidades subnanomoles para microseguenciamento
{(simpson, R.J. & Nice, E.C.}; estratégias para sequenciarento automatizado de DNA
(Nada, B. & Saeda, G.); construcdo de anticorpos (Mariuzza, R.A.); swressio de
codons “Ambar® aplicada a engenharia de proteinas {Miller, J.H. & O0l.).

0s demais artigos s3o divididos nas areas abaixo relacionadas, dentre os guals
cito alquns exemplos:

Esdautuna e expressio Génieas - Estrutwra e funglo do reticulo endoplasmatico
(Hortsch, M. & @l.); regulagio da expressac de genes de Herpes simplex-1 (Rolamen,
B. & Kristie, T.M.).

Mofeeulas Regu{.g,t&z,{aé - Inositol fosfolipideos na transmissac de sinal (Kikkawa,
V. & Col.) sintese de neuwropeptidecs (Peng Ioh, v.); diferenciagio e promogio de
tunores por vitamina D (Sude, T. & Kuwoki, F.).

Bioguimica do Sistema Imune - Regulagdo do receptor de interleucina~2 (Masupami, N.
& (0l.); sinals prancvidos por interferon (Tan, Y.H.).

Bioquimica de MacromofZculas - Modelos de processos de transporte (Mitchell, P.); Z
DNA e protelnas que se ligam & ele (Rich, A.).

&c’.oqufm'.ca Marinha e de Plantas - Polipeptidecs anticongelantes (few, C.L. & (0l.};
mecanismo de senescéncia de folhas {(Thimann, K.V.).

Bioguimica C#Inica - Drogas anticincer com agéo sobre DNA topoiscamerase (Ralph,
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R-K. & Scheneider, estudos moleculares de doengas genéticas (RFLP) (Tam,
JW.O. & Lam, V.M.S.). 3 )

Ba resuro, este volune apresenta areas e pesquisa de rapido desenvolvimento de
fonta bastante adequada para nao especialistas das areas espec:LfJ.cas, pramovendo
uma visac ampla das aplicagoes das técnicas de Biologia Molecular nos varios Campos

de pesquisa basica ou aplicada.

E.};

Beatriz A. Castilho valavicius
Insituto de Ciéncias Biamédicas -~ USP
Depte de Microbiclogia
Av. Prof. Linsu Prestes,
05508 sao Paulo SP
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