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SUSCETIBILIDADE "IN VITRC" DE CAMPYLOBACTER ISOLAD0 DE BEZERROS CONTRA 22

ANTIMICROBIANCS

Resumo

José Rafael Modolo

Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia de Botubatu UNESP

Caixa Postal 524

18610 Rubifo Junicr SP, Brasil

W. Bisping
& G. Kirpal

Institutc de Microbiologia e Epidemias
Veterindria de Hannover R.F.A.
Bischofsholer Dann 15

2000 Hannover 1 R.F.A.

Foram realizades testes de suscetibilidade em &0 estirpes de
Campylobacter isoladas de coatelddo intestinal (reto, ilec e colo)

de bezerros com e sem diarréia.

CampyLobacten
cofl, NARTC-grupo e
apresentaram sensibilidade

estirpes classificadas c¢omo

fejuni, Campyfobacten jefuni/cofi, Campylobacter
CampyLobacter

entre

fetus  subsp. venerealis
20% =a 97% & gentamicina,

nitrofurantcina, neomina, apramicina e canamicina., Apresentaram
resisténgia entre 88% a 100% contra o sulfametoxazol-trimetoprim, &
bacitracina, vanctomicina e penicilina e contra as 13 drogas
restantes testadas & resisténcia das estirpes situcu~se entre 75% sz
13%. A variag@iv na susdetibilidade das estirpes de Campyfobacter
frente as drogas antimicrobianas sugere a utilizag#o de testes de

sensibillidade para eleigdo de
tratamento da Campylobacer-infecgio.

Introdugio

Campilobactericse é infecgdo
intestinal aguda gue acomete o homem e
animais vertebrados. No homem ela é
apcntada como grave infeccdo
intestinal, por  vezes fatal am
criangas {3). Entretanto, infecgdo
extra-intestinal tem sido descrita
como meningite (24); artrite séptica
{16); pericardite (15); tromboflebite
{13) e abdrtc (17). Pesquisas
epidemicldgicas demonstram que uma das
fontes de infecgdo do Campylobacter €
0 animal domdstico, como por exenplo o
cio (8). Carcagas de aves destinadas
a0 consumo humano podem estar até 100%
contaminadas por Campyfobacter fefund
(9). Essa \ltima observagic vale para
suincs e seus sub-produtos {i1). Levy

drogas a serem wutilizadas no

{20) foi o primeiro a suspeitar, em
1946, que Campyfobacter sp (Vibrio)
pde ser transmitido ao homem através
do leite ndo pasteurizado. C "Center
for Disease Control"” (6) noticiou que
54% da Campyfobacter-infecgdo agquda no
harem, no Colorade, tinha como veiculd
do agente de infecgdo o leite bovino
ndo pasteurizado. Das 56% de escolares
da Pennsylvania com grave
Campilobacteriose aguda tinham tambdm
bebido leite bovino "in natura" (4).
Dos dois surtos de
Campyfobaciter-gastroenterite occorridos
no homem, na Inglaterra, 48% eram
criangas que haviam bebido leite ndo
pasteurizado (28). Lander & Gill (18}
noticiaram a ocorréncia de mastits
bovina causada por esse agente, Alguns
auvtores té&m apontado possibilidades

Trabatho realizado no Instituto de Microbiologia e Epidemiclogias Veterindrias da

Escola Superior de Medicina Veterindria de Hannover, com recursos do

"Deutscher

Akademischer Austauschdienst" DAAD. RFA — 1982 a 1985.

Rev. Micrcbicl., S3c Paulo, 20(4):391-395, Cut./Dez. 1989,
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terapSuticas, pelos resultados de
sensibilidade do Campyfobacter, a
drogas antimicrobianas. Anthony & col.
(1) por exemplo, encontraram relativa
resisténeia desse microrganismo &
penicilina e &s cefalosporinas e total
sensibilidade & tetraciclina e aos
aminoglicosideos. Os resultados
obtidos por Hasselbach & col. (19)
revelaram que os microrganismos 'do
género Cmpyﬁebactu apresentaram 100%
de sensibilidade & gentamicina e a
neomicina e total resisténcia a
penicilina. Karmali & col. (14) e
Weber & col. (27 encontraram
resultados divergentes em relagdo a
sensibilidade do Campylobacter a
eritramicina e Butzler & col. (5)
encontraran amostras de Campyfobacten
com relativa resisténcia & penicilina
as cefalosporinas e a vancanicina;
cpondo-se  os resultades com relagdo a

tetraciclina, gentamicina e a
amicacina.

0 objetivo do trabalho € oferecer
subsidios a terapéutica da

Campyfobacter-infecgdo, verificando a
susceptibilidade, "in vitro" contra 22
drogas antimicrobianas de 60 estirpes
de Campylobacter isoladas de bezerros
com e semn diarréia, considerando que a
Campilobacteriose ¢ tida cam grave
zoonose e sendo esse agente uwm dos
causadores de diarréia no homem e nos
bovinos (8, 12).

Material e Métodos

1. Origem da amostra ¢ isofamento do
Campyfobacten: BAs fezes do reto foram
coletadas a diferentes locais ao redor
da cidade de Hannover e o conteudo
intestinal de secgbes do ileo e colo,
durante-as necrdpsias realizadas no
Institutoe de Patologia Veterindria,
durante 1983 a 1984. Os contevdes
intestinais foram semeados diretamente
am dgar-sangue oo suplemento
antibidtico de Butzler {Oxoid SR85).

sequir 19 de material - fecal foi
SUSpensc em 9mi de solugio
fisioldgica, centrifugada e filtrada
através de filtros de acetato de
celulose com 0,65 p de didmetro. Do
filtrado, cinco gotas foram semeadas
an placas com agar tiocglicolato. As
placas de tioglicolato foram incubadas
a 37° C e as seletivas de Butzler a 43
°C, - por 72  horas, con mistura

atmosférica de 1800ml de H2 e 350ml COZ
(22}.

Z. Diferenciagdo bioquimica: As 60
estirpes de Campyfobacter iscladas do
conteido intestinal des bezerros foram
testadas frente as seguintes provas
bioquimicas: prova de catalase;
crescimento a 25°C e a 43°C;
crescimento em meio com 3,5% de naCl:
producde de H2S em meio; com e sem
cisteina; redugdo do selenito de sddio;
hidrélise do hipurato; resisténeia ao
acido nalidixico; tolerfincia ao 2'3'%
cloretc de trifenil tetrazdlio;
toler@ncia a diferentes conicentractes
de glicina. Dentro dos critérios
propostos  foram classificados 53,3%
como Campyfobacter fejuni (biotipo 1 e
biotipo 2); 8,4% come Campylobactexn
coli; 20% COTe Campytobacten
fefuni/coli; 15% como "Nalidixic Acid
Resistant Thermophilic  Campylobacter
{ NARTC-grupo}™ e 3,3% COmo

- Campyfobacier feius subsp uenmeaﬂw

{23},

3. Teste de suscetibifidade: As 60
estirpes foram licfilizadas e estocadas
para também serem submetidas aos testes
de sensibilidade a drogas. Apds &
hidratagdo das amostras, essas Fforam
semeadas em melo liguido (extrate de
carne, peptona, NaCl e 0,08% de agar) e
incubadas a 37°C por 72 horas. Desse
crescimento, trés a ¢inco gotas foram
semeadas em placas de DST-dgar (Oxoid)
e incubadas em atmosfera com 1800ml de
HZ e 350ml de CO2, (envelopes Oxoid), a
37° C por 72 horas. As interpretacdes
dos resultados foram feitas mediante
halo de inibigdo do crescimento em:
sensivel (S) e resistente (R). Os 22
discos utilizados para o teste de
suscetibilidade encontram—se no Quadro
i.

Resultados e Piscuss3o

A suscetibilidade de 60 estirpes dJde
Campyfobacter  frente as 22 drogas
antimicrobianas testadas demonstraram
sensibilidade populacional entre 9%7%
(58 estirpes} a 90% (54 estirpes) a
gentamicina, nitrofurantoina,
necmicina, apramicina e & canamicina.
Apresentaram. contra
sul fapetoxazol-trimetoprim,
bacitracina, vancamicina e

e G



Qluadro 1t - Suscetibilidade de 600 estirpes* ce Campylobaciex contra 22
1985.
32 estirpes; Campyfobacten codd

antimicrobianas, Hannover, 1982
simbolos: * Campylobacter jefund

estirpes; Campylobacter {efus sudbsp venerealfis
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penicilina, sensibilidade populacional
variando entre 12% (7 estirpes) a 0%,
ou resisté@ncia entre 88% (53 estirpes)
a 100% e, contra as 13 drogas
restantes testadas, apresentaram
resisténcia populacional entre 75% (45
estirpes) a 13% {8 estirpes) (Quadro

1). ©Os resultados com relagdo a
sensibilidade ao - cloranfeniccl, &
gentamiina, estreptomicina e a
tetraciclina coincidem com os

resultados de Butzler & col. (5):
divergindo desse autor a atividade da
eritromicina, neomicina e da
canamicina. Com relacdc a atividade da
eritromicina, Karmali & col. (14)
encontraram resisténcia em 1% e Weber
& col. {27) resisténecia em /0% das
amostras de Campyfobacter sp testadas.
No  presente experimento a resisténcia

populacional  encontrada a esse
antibidtico foi em 13% (8 estirpes).
Frente & clortetraciclina, os

resultados s8o divergentes para os dos
achadces de Anthony & col. (1), quando
no uso de tetraciclinas.

sensipilidade populacional das

A

estirpes de Campyfobacter  isoladas
frente & gentamicina e & neomicina s8o0
também confirmados por Rubsamen & col.
{26}. Butzler & col. (5), recomendam a
gentamicina como droga de eleigdo para
© tratamentc da Campilchacteriose,
possibilidade essa que € reforgada
pelos resultados do trabalho
desenvolvido  pois, foi  encontrada
sensibilidade & gentamicina em 97% (58
estirpes}. A grande variagio na
suscetibilidade de Campyfobacter
isplados frente as diferentes drogas
antimicrobianas foram também
verificadas por Rubsamen & col. (26} e
por Primavesi {25)}. Hasselbach & col.
(10}, por exemplo, encontraram amostras
de Campylobacter cuja resisténcia
populacional a 26 drogas variou entre
2% a 94%. Alguns fatores poderiam ser
considerados para tentar explicar a
variagic encontrada na suscetibilidade
de Campyfobacien - a drogas
antimicroblanas. O prdprio aumento da
resisténcia de  microrganismos a
diferentes principios ativos dos
medicamentos usados na terapia ou na
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profilaxia poderia  oferecer, por
pressdc seletiva, a ocorrénecia do
mitante resistente. Outro fator
importante da resisténcia desse agente

a diferentes medicamento @ é a
ocorréncia de plasmideos de
resisténcia contra ampicilina,
cloranfenicol, eritromicina,
canamicina, neomicina, penicilina,
estreptamicina,

sul fametoxazol-trimetropim e contra
tetraciclina, dJdevendo-se  considerar
tambdm a capacidade desse
microrganismo em produzir f-lactamase;
sendo encontrada essa enzime em 82%,
B9,3%2 e 92,58 de amostras de
Campytobacter (2, 7, 19, 21).

A verificagdc na variagio da
suscetibilidade das estirpes de
Campyfobacter frente as 22 drogas
antimicrobianas testadas nesse
experimento € as possibilidades dos
fatores de resisténcia do agente a
diferentes principios ativos de
medicamentos apresentados peleos
autores  citados, sugere  que a
Campilobacteriose deva ser tratada
mediante drogas de eleigdo formecidas
por testes de sensibilidade.

Sumary

"Tn vitro® drug susceptibifities of
Campylobacten  isofated 4xom calves
against 22 antimicrobial agents

The "in vitro"™ drug susceptibilities
of &0 Campyfobacter strains isolated
from stools of either, diarrheic ang
nen~diarzheic calves were investigated
against 22 antimicrobial agents. The
isplates classified as Campyfobacter
fejuni, C. jejunifcoli, C. coli,
NARTC-groups and C. {fefus subsps.
venerealis, showed high sensitivity to
gentamicyn, nitrofurantein, neomycin,
apramycin and kanamyecin (90 - 97%),
whereas to trimethoprim
suifametoxazele, bacitracin,
vancomycin and penicilin, almost all
strains were found resistant {88 -
100%). Otherwise, in relation to the
remaining 13 drugs, the percentage of
resistant strains varied from 13 -
75%. In view the wide range of the
bacterial drug susceptibilities, the
authors suggests the use of
sensitivity tests for an suitable
cholice of the therapeutic zgent in the

treatment of the CampyLobacter

infections.
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Resumo

0 estydo comparativo da atividade da azlocilina, da mezlocilina e
da piperagilina sobre 123 cepas de bactérias Gram-negativas
isoladas nos hospitais do Recife foi efetuads mediante a
determinac8s das £IM e das CBM pela microtécnica de diluig3io em
caldo. Estas tr8s ureideopenicilinas apresentaram uma boa &tividade
centra E. cofl, Salmonefla, Shigella, Profews indol positivo e
Kkebasieléa. Todas as cepas de Pseudomonas foram sensiveis &

Aziocilina & & Piperacilina.

Introducso

As acilureidopenicilinas pertencem &
familia das betalactaminas do grupo
das penicilinas. Sd&o derivades
pendnicos  substituidos,  isto &,
possuem um nuclec beta-lactimico e
tiazolidinico, onde um grupo acil foi
intreduzido no grupamento amina da
ampicilina (Figura 1).

A substituigic no grupe amina
permitiu a cbtengdo de derivados tais
cono:  azlocilina, mezlocilina e  a
piperacilina que diferem entre si pela
natureza do grupo R {Figura 2).

Os campostos  utilizados no estudo
sdo os seguintes: 1- Azlocilina (AZL):
a - {2-oxo-1-imidazolinilcarboxamida}
penzilpenicilina; 2 - Meziocilina
{MZ}: a{3- metilsulfonil-2-oxo-i~
imidazolinacarboxamida)
benzilpenicilina.
(PIP): &

3-Piperacilina
~{4~etil-2,3-

dicxopiperazinacarboxamida)
benzilpenicilina.

Os farmacos em questdo s& novas
penicilinas semi-sintdticas para serem

administradas por via parenteral, pois
apresentam, como & ampicilina, uma boa
difusdo tissular, especialmente no

L.C.R.. S&o eliminadas por via renal e
biliar. Apresentam umn largo espectro de

atividade, englobando bactérias Gram
positivas: estafilococos,
estreptococos, incluindo o5

enterococos, Lisferdia e (tostaddium; os
bacilos Gram negatives aerdbiocs e
anaerdbios, com uma elevada atividade
sobre  Pseudomonas, germe geralmente
pouco sensivel para & maioria das
outras betalactaminas. S3c antibidticos
que agem inibindo a sintese do peptideo
glicanc da ©parede celular. GSuas
atividades estdo relacionadas aos seus
bons coeficientes de penetragdo através
dos poros da membrana externa dos

Rev. Microbiol., S8o Paulc, 20(4):396-401, Out./Dez. 1989
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Figura 1 - Férmula geral das acilyreidopenicilinas.
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bacilos Gramnegativos, apesar do
tamanho do grupo acilureido, e devido
também  as suas grandes afinidades
pelas diversas proteinas da membrana,
em particular a proteina PBPy (14).
As ureidopenicilinas s#@c sensiveis
as petalactamases megdiadas por

plasmideos, no entanto s80
relativamente resigtentes as
betalactamases mediadas por
CromoOsSsSomos.

Em virtude desses trés antibidticos
ainda n3o serem corercializados no

Brasil, consideramos importante
realizar a comparagao in vitro da
atividade da azlocilina, da

mezlocilina e da piperacilina pela
determinacio das CIM e das CBM em
bacilos Gram negativos, principalmente
em algumas espécies de enterchactérias
e do bacile piocidnico, isolados nos
hospitais do Recife.

Material e Métcodos

Cepas bacifenianas - Esse estudo Ffoi
realizado com 123 cepas isoladas de

C.H;

3

urina € de fezes oriundas de alguns
pacientes hospitalizados em Recife. As
cepas estdo relacionadas na Tabela 1 e
foram identificadas pele micrométodo
APT e conservadas em meic de glicerina
no freezer (~20°C).

Antivioticos - A azlocilima e a
mezlocitina foram fornecidas pelo
laboratério BAYER-FRANCA a a
piperacilina pelo laboratdrio LEDERLE=
FRANCA.

Determinacido das CIM e das CBM -~ as
concentragdes inibitdrias minimas (CIM)
foram determinadas pela microtécnica de
diluigio em meio liguido, empregando o
calde Mueller-Hinton (5).

As diluigbes de cada antibidtico
foram preparadas em escala de valores
corpreendende de 128 a 0,03ug.ml-1, e
foram distribuidas nas microplacas. O
indculo bacteriano foi obtido partindo
de culturas de 6 horas, em meio de
Mueller-Hinton e diluidas de forma a
obter 105UFC para cada cavidade da
placa contendo 100wl de meio. Apds 18
horas de incubagdo, determinou-se a
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Figura 3 - Porcentagens acumuladas das cepas de Eicherdcnda cotd inibidas
respectivamente pela azlociline, mezlocilina e & piperacilina. Estudo em 50
cepas.
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CIM, que correspondeu a mals baixa
concentragdc gque nEo apresentou
crescimento aparente. As CBEM s&o
determinadas pela comparagio do ndmerc
de pactérias sobreviventes em relacgio
ao numero de bactérias dos indculos
testemunhos.

.Resultades

Ma Tabela 2 encontram-se as
atividades sobre as sequintes
bactérias E cold,

Kiebalelia-Enterobactes-Sernatia
{R-E~S}, _ Proteus-Providencia,
Shigetta, Citrobacten, Salmenefla e
Pseudomonas, expressas em CIM
extremas, CIM 50% e CIM 90%, canc
também as CEM extremas, CBM 50%, CRM
90% e as porcentagens de cepas
resistentes.

As curvas de sensibilidade ({Fiquras
3 e 4) mostram a atividade
bacteriostdtica comparada dos  trés
antibidticos.

A interpretagio dos resultados sera
efetuada  considerando as seguintes
concentragdes criticas das trés
ureidopenicilinas {1): Azlocilina 16 —
128ug:ml~1; Mezlocilina 8 - 32ug.ml~!
e Piperacilina 16 - 128ug.ml~1.

A andlise dos resultados em conjarito
demonstra, uma boa atividade dos trés
antibidticos contra E. cofd, as
espécies do grupo K-B-§ e de
Proteus-Providencia, apresentado porédm
algumas diferengas.

Cam relagdo a E. cofdl, o3 valores
extremos mails baixos sdo obtidos para
amezlocilina. As CIM modais foram de
1 wg.mllr para a mezlocilina e
piperacilina e de 4ug.ml™! para a
azlocilina. Nenhuma cepa fol
resistente a mezlocilina, enguanto que
trés apresentam resisténcia a
piperacilina (6%) e oito a azleocilina
(16%).

Nas espécies do grupo K-E-S, os
valores mais baixos foram obtidos com
a piperacilina cuja CIM modal foi de 2
ug.ml‘1. 0Os valores de CIM modal foram
mais elevados para a mezlocilina (4

pg.ml™h e para a azlocilina (16
pg.m~ ). ™NEo se encontrou nenhuma
cepa resistente -a mezlocilina,
engquantc gue 17,9% mostraram—se
resistentes aos outros dois
"antibidticos.

Com relagdo acs Protews, os menores
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valores observados relacionam-se a
piperacilina (CIM_ modais de 0.125 -
0.25 - 0.50 i.ug.mz_]), enquanto que a
CIM modal da mezlociling foi de 0.50
ug.ml“"1 e para a azlocilina de 1 a 4

Bg.ml™ 1. Nenhuma cepa  apresentou
resisténeia & piperacilina e a
mezlocilina, e uma 80, (4,3%),

mostrou-se resistente & azlecilina.

Do ponto de vista geral, os melhores
valores das CIM 90% foram obtidos nos
sequintes casos: a mezlocilina (3.6
wg.mi~1) contra a E. cold,; a
piperacilina {1.6  jpg.ml™) e a
mezlocilina (2,9%g.m~!) sobre o grupo
Proteuws-Prouidencia e a mezlocilina

(7.81g.m1" 1)  contra as espécies do
grupo K-E-S. .
Considerando—se as outras

enterobactérias, os resultados devem
ser interpretados de modo diferente,
devido ao pequeno mimero de cepas
isoladas para os géneros  Shigeffa,
Citrobacter e Satmoneta.

Uma inica cepa de Shigedla fLexnend

mostrou-se resistente ‘4  piperacilina
tanto cano & azlocilina. Todas as
outras sdc sensiveis acs  acs trég
antibidticos. Todas as cepas de

Pseudomonas aerugincsa foram sensiveis,
com valores de CIM muito baixos, tanto

para a piperacilina, quanto/para a
azlociling; no entando apresentaram uma
menor sensibilidade com relagao a
mezlocilina,

Uma unica cepa de Ptesiomonas
shigefloides estudada mostrou-—se

resistente & azlocilina.

Discussdo

0s resultados obtidos confirmam uma
atividade maito boa das
uvreidopenicilinas sobre bactérias
Gram—negativas. Essas conclusiies sio
semelhantes  aquelas descritos por
Soussy e col., apesar da origem
diferente das cepas (13).

Este trabalho permite colocar en
evidéncia a existéneia de cepas
resistentes de E, cofi e de Kfebsiefta.

pas espécies produtoras de
cefalosporinuses: Enternovacten,
Sernatia, Citrobacter, Protews indol
positivos, observam-se duas populacbes
de bactérias de sensibilidade
diferente, wuma com valores de CIM
relativamente baixos, a outra com
valores de CIM alcangando de 128



400

Figura 5 - Porcentagens acumuladas das cepas Proteus providencin inibidas
respectivamente pela azlocilina, mezlecilina e piperaciiina. Estudos em 23
cepas.
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Sabe-se que as acilureidopenicilinas
sfo inativadaspelas .enzimas plasridicas
de largo espectro dos hacilos
Gramnegativos tipo  betalactamases
TEM, OXA, PSE, SHV. po entanto,
sabe-se que as enzimas cromossimicas
geralmente produzidas em  peguena
quantidade ndo modificam sua atividade
{6, 10, 12).

Finalmente chserva-se uma excelente

atividade contra Pseudomonas
aeruginosa dos trés  antibidticos
qualificados de penicilinas
antipiccidnicas. Cs niveis de

atividades encontradas s&o semelhantes
dqueles publicados por Massari {8},
Modai (9) e por Reynaud (11), em
particular os das CIM da azlocilina e
da piperacilina, que sfo de quatro &
oito vezes inferiores as da
mezlocilina.

Os valores das OMB encontradas para
os trés antibidticos, sdo geralmente
de duas a quatro vézes superiores acs
valores das correspondentes CEM. Esses
resultados estdo de acordo com aqueles
citados por Courvalin e col. (5).

As infecgles, em particular as
provocadas por Pseudomonas,  (nas

meningites, afecgbes das vias
respiratorias, infecgbes
osteo—articulares, abdominais ou

biliares) constituem—se em indicagbes

antibidticos {2, 3, 4, 7).

Sumrary

Activity of three wreldepeniciflins on
Gram negative bacilfus isofated in
Recige

The camparative study of azlocillin,
mezlocillin and piperacillin activity ¢n
123 hospital strains of Gram negative
bacteriaz isolated in Recife, have bDbeen
possible by determination of MIC and
MBC by a micro method. These three
ureidepenicillins aresented a good
activity against E. cokd, Safmoneita,
Shigeffa and Proteus positive indol,
and a reasonable activity against
Kfebaielfa. a1l Pseudomonas strains are
sensible to Azlocillin and
Piperacillin.
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AVALIACAD DA ACAD ANTIMICROBIANA DE DOIS PESINFETANTES HOSPITALARES

Resumo

Tone Corrda

Universidade Estadual de Campinas
Hospital das Clinicas

Cidade Universitéria Zeferino Vaz
Distrito de Bar3c de Geraildo
13681 Campinas SP, Brasil

& José Francisco Hofling

Depte de Diagndstico Oral

Faculdade de Odontolegia de Pliracicaba
Universidade Estadual de Campinas
13400 Piracicaba SP, Brasil

Microrganismos obtidos nas amostragens da superficie do pisc do
setor de pediatria e wuma cepa padrdo de Sfaphylecoccus aureus -

6538 ATCC foram wutilizados, - com

atividade antisicrobiana de

propésite de se avaliar a
desinfetantes hospitalares "in

vitre" & “ia vivo". A amostragem da superficie - sem o procedimento

de desinfecgdo - mostrcu um

aumenta deo ndmero de

coldnias

micrabianas durante o periodo de atividade hospitalar. Este aumento
foi em média de 53 coldnias microbianas no periodc de 24 horas de

amostragem. As amostragens realizadas apds a
desinfetantes -~ fendlioc e amdneo

redugfio significativa ne ndmero

somente durante 2 e 4 horas
desinfetantes testados, se& comportaram
comparados. 9s resultados obtidos

aplicagéo dos
guartendrioc - mostraram upa
celdnias wmicrobianas obtidas

de splicagdo, respectivamente. Os

diferentemente guando
"in vitro", quando fatores de

difusibilidade, toxicidade e matéria orgénica foram analisados,
demonstraram diferengas significativas para ambos os desinfetantes
quando comparades. Os resultados obtidos nos testes efetuados "in
vivo", mostraram que na avaliagHo de desinfetantes hospitalares de
superficie, deve-se levar em conta cs diversus_fatores que Qacorrem
"in situ", j& gue resultades obtides de avaliagdc de laboratdrio -
"in vitra" - podem n3o ser comparatives e, pertanto, generalizacos.

As investigag@es - de modo geral
desinfetantes hospitalares deve

sugerem que a avaliagdo de

ser realizada através de dois ou

mais testes levando-se em considerag3c os fendmenos gque possanm
interferir - na ac#o antimicrobiana, tentandc assemelhar o mais
possivel as condigfies nas quais estes produtos sdo utilizados.

Introducdo

Nos dltimos tempos, a atengio dos
pesquisadores e profissionais da drea
de saide tem sido direcionada &
medicina preventiva que, na realidade,
demanda menos tempo de trabalho, €
menos onerosa e, principalmente,

proporciona  maior beneficio &

populacdo. Segundo Meirelies & Col.
(14), a preocupacic com este assunto €
evidente guandc se acredita que ac
enfermeiro cabe grande parte da
responsabilidade sobre o conhecimento e
utilizacio dos germicidas, hndc 86
porque deve =zelar pela seguranga do
cliente & da equipe de saude, cow
também saber que a utilizagdo racional

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 20(4):402-410, Out./Dez. 1989



"dos mesmos  tem influéneia na redugdo
dos custos diretos e intangiveis da
infeccio  hospitalar. Os produtos
corerciais utilizados na desinfecgio
das superficies duras do ambiente
hospitalar tém sido efetuados sob

diferentes aspectos, no que diz
respeito as suas propriedades fisicas,
quimicas, toxicoldgicas e
antimicrobianas.

0 ambiente hospitalar apresenta
flora microbiana complexa, tanto sob o
ponto de vista qualitativo como
quantitative e essa complexidade fica
perfeitamente caracterizada pelo
elevado mmerc de microrganismos
detectados nas superficies duras,
compreendendo os mais diversos tipos
morfoldgicos de microrganismos, Hall &
Col. (10); Mizumo & Col. (15). Ailyffe
& Col. (1), relataram que os patdgenos
comumente presentes no sole incluem
Staphyfococeus qurews e Bacllos gram
negativos, principalmente Pacudomonas
aeruginosa. No entanto, Pelczar (16) e
Pereira (17} afirmam que o tipo de
contaminagdo varia muito com &
populacso, atividade e a
caracteristica do hospital.

A mensuragdio da quantidade da
contaminagio bacteriana sobre
superficies am hospitais COmo
assoalho, paredes, mesas e pias tem
sido dificil, jd que a prdtica de
limpeza estd baseada na aparéncia e
tradigdo, esquecendo cque a flora
bacteriana do piso pode tornar-se
corpos aereos: as roupas de  cama
podem, ocasionalmente, tocar no piso,
ou mesmo O paciente entrar em contato
direto com o "pisc através dos pés
contaminandc a roupa de cama, conforme
citado por Hall & Col. (10), Mizumo &
Col. (15}).

A Comissdo de Controle de Infecgio
Hospitalar, {CCIH) apoiada  nos
preceitos de assepsia e reconhecimento
do potencial patogénico dos
microrganismos do ambiente hospitalar,
recomenda avaliagfo e controle dos

agentes antimicrobiancs,
principalmente nas 4&reas criticas,
visto cque o0S antissepticos e

desinfetantes s&o escolhidos em fungio
do Drego e de avaliacbes
‘bacterioldgicas inadequadas, ou de
preferéneias  individuais subjetivas,
pois as empresas ndo declaram a
composicdo quantitativa de - seus
produtos Zanon (22). Zanon & Col. {(24)
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relataram que a negligéncia em relagdo
& escolha de germicidas envolve sérios
riscos pela possibilidade do emprege do
produto com atividade ndo satisfatdria
ou mesmo nula, e ainda, devido ao risco
de contaminacgdo bacteriana e
conseguente transformagio dos mesmos em
veiculos de infecgdo nc hospital.
Considerandc-se que ainda existem
muitos pontos a serem esclarecidos em
relaciio a escolha e agdo antimicrobiana
de desinfetantes hospitalares
procurou—se: a) Determinar quantitativa
e qualitativamente os microrganismos
existentes na superficie do piso do
setor de Pediatria, com e sem a
aplicacdo dos desinfetantes fendlico e
amdneo  quaterndrio; b) Avaliar "in
vitro" a agdo antimicrobiana desses
desinfetantes sobre os microrganismos
obtidos nas amostragens,
particularmente aqueles associados &
infecglo hospitalar em comparagac <com
amostras de- uma cepa padronizada de
Staphyfococeuns autews 6538 ATCC.

Material e Métodos
Material

Desingefantes - Os produtos comerciais
analisades foram dois desinfetantes,
comumente utilizados na desinfecgio de
superficies duras do ambiente
hospitalar: Duplofen (fendlico) e
Duocid (amdnec quaterndrio).

Microngandismo padrde - Na  conmprovagdo
da agio antimicrcbiana "in vitro" de
ambos os desinfetantes, utilizou—se uma
amostra de Sfaphyfococcus aureus 6538
ATCC, proveniente do Instituto Adolfo
Iutz de S3c Paulo, padronizadas para

andlise de desinfetantes, segundo
Brummer (4}). .
Amostragem da supergicie - A

metodologia empregada nas amostragens
da superficie do piso, basecu-se
naquela descrita por Hall & Col. (10),
utilizando-se placas de Petri tipo
"Rodac plate (Falcon)", com meic de
cultura Letheen agar, para neutralizar
acio residual de desinfetantes, Vesley
& Col. ({2%y; Brumer (4). Placas
contendo  i6ml o meio de cultura
letheen agar, foram usadas para a
coleta de material de superficie, sob o
berco, coim ou semn crianga,
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pressionando-a levemente sobre ¢ piso, .

nos horarics previamente determinados
para amostragens: antes da desinfeccdo
eapds 0, 2, 4, 8, 16 e 24 horas da
aplicagdo dos desinfetantes testados.

3 coleta de material da superficie
estendeu—se pelo periodo de 12 meses,
durante os gquais as segunda-feiras
foram realizadas as amostragens em 5
locais pré—determinades.

Nos 4 primeiros meses
(janeiro-abril) a amostragem foi
realizada sem o© precedimento de
limpeza. nNos quatro meses seguintes
(maio—-agosto), repetiu-se o)
procedimento  apds a desinfecgd@o com o
desinfetante fendlico e nos gquatro
meses subseguentes (setembro—dezembro)
& desinfecgio foi realizada com o
desinfetante améneo quaterndrio. Apcs
a coleta das amostras, todas as placas
foram incubadas & 37°C durante 24
horas e postericrmente, fez-se
contagens das colfnias, através de um
contador meclnico (Phoenix MOD EC
550}. A observagio dos aspectos das
colénias sobre a superficie do agar,
propriedades tintoriais, hemdlise em
agar sangue, prova da catalase e prova
da coagulase, foram realizadas com ©
cbjetivo de identificar oS
microrganismos patogénicos associados
& infecgdo hospitalar.

Métodos
Testes de sensibilidade dos
desingefantes

Dijusio em get de agar - Os diferentes
microrganismos Staphyfococcus aureus
6538 ATCC e Staphyfococcus awteusd
{coagulase positivo) foram cultivados
em "Triplicase Soy Broth", previamente
distribuidos em tubo de ensaio.
Pecorrido o pericdo de  incubacHo
adequado, as suspensdces bacterianas
foram homogeneizadas através de um
agitador de tubos (Marca Phoenix Mod
At 561, durante um minuto.
Posteriormente, a turvagdo do
crescimento bacterianc foi comparada
com a turbidez padrdo da solugio de
sulfato de hdrio, tubo n2 3 da escala
de "™™c Parland"® Bier (3}, que
corresponde, aproximadamente a 9x108
cels/ml. Apds ajustada a turbidez da
suspensdo bacteriana com a turbidez
padrio, o material foi semeado na
superficie do meio de cultura "Muller

Hilton" com auwxilio de "Swab", de modo
a se obter um crescimentc confluente.
Deixou-se as placas durante 30 minutos
a temperatura ambiente e colocou-se oS
discos de papel de filtro, (papel
Whatman n2 1) com dimenses semelhantes
acquelas utilizadas nos testes de
antibiograma, contendo 0,1ml de solugdc
desinfetante na diluigic recomendada
para uso dJ&e accrdo com a recomendacdo
do fabricante {3%). Como  controle,
colocou—se  discos contendo 0,iml de
solucio salina. Apds permanecer 20
minutos amn’ repousc & temperatura
ambiente, as placas foram incubadas a
37°C durante 24 horas - em em seguida
procedeu-se a leitura dos difmetros dos
halos, utilizendo-se uma régua.

Paralelamente a cada experimento
foram realizadcos dois controles: um
para testar as condicgdes
bacterioldgicas dos discos de papel de
filtro e outro para verificar a
viabilidade dos nicrorganismos
testados.

Teste de difuicdo dos desinfefantes - O
metodo de diluigio é uma modificagdo do
"Yanis dilution method", descrito por
Litsky & Col. (13). Cepas bacterianas
de Staphylococcus aureuws 6538 ATCC e
Staphylococews aurews, (coagulase
positivo) foram repicadas em bml de TSB
e incubadas durante 24 horas a 37°C,
resultando cultivos com 109 cels/ml.
Misturou-se 0,2ml de cultivo de cada
cepa a 1ml de soro humano (utilizado
como matéria orgénica) sendo a mistura
adicionada a 4ml de cada desinfetante.
Apds agitagdo manual durante 1 minuto
os tubos foram deixados a temperatura
ambiente durante 5, 10, 15 e 30
mimztos, 2, 4, 8, 16 & 24 horas, e
novamente agitades durante 1 minuto.
Uma aliguota de 1ml dessa mistura foi
semeada em placas de "Letcheen agar” e
posteriormente  incubadas durante 24
horas & 37°C. Apds a incubagio foram
feitas contagens das coldnias através
de um contador mecdnico {Phoenix Mod EC
550 A). Como controle realizou-se
testes na auséncia de matéria orgénica
e com solugio salina a 0,85%. Cada
prova foi realizada em triplicata.

Resultados e Discussdo

0 procedimento de desinfecgdo, apesar
de se constituir na remocdo parcial de



microrganismos da superficie a ser
desinfectada, nd3o deixa de ser um
recurso importante na remogio destes
contaminantes, diminuindo, assim, a
sua proliferagdc no ambilente e,

consequentemente, o risco de  infeccgdo’

hospitalar. Sequndo Zancn & Col. (22),
a negligéneia em relagio & escelha de
germicidas envolve sérios riscos pela
possipilidade do emprego do produto

com atividade ndc satisfatdria - ou
mesmo nula - e ainda, devido o risco
de contaminaGio bacteriana e

consequente, transformagdc 4GOS mesmos
em veiculo de infecgio hospitalar.

A primeira fase desta investigagdo
fol  direcionada na simulagdo das
condigtes mais semel hantes as
encontradas no procedimento de rotina
hospitalar, realizando-se amostragens
através de placas de superficie tipo
"Rodac plate” no periocdo ambiente
nospitalar. 08 resultados  dessas
coletas, com e sem a aplicagio dos
desinfetantes fendlico e  amdneo
quaterndric - analisadas através das
médias totals de colfnias visiveis -
sobre o meio de gultura “"Letheen agar”
a 37°C durante 24 noras de  incubagBo,
mostraram diferengas em relagdio ao

nimero  de coldnias microbianas,
segunde © horvario de amoshtragens,
cando comparados. Assim, fol}

resultados obtidos das coletas da
superficie do piso para quantificar a
flora microblana sem ¢ procedimento de

desinfeccic, mostrou que ooorre
aumento  do  ndmero  de coldnias

microbianas durante teode decorrer da
tividade hospitalar (Grafico I). Esse
aumento foi em média de 53 coldnias
microbtanas no pericdo de 24 horas de
amostragens. Dstes dados confirmam  as
observagdes feitas por Vesley & Col.
(21} quanto ao aumento do ndmerc de
celfénias microblanas no decorrer da
atividade hospitalar, guandc analisada
sem a intervengdoc de produtos
cuimicos, sendo que este aunento de
colfnias estd relacionadc com &
reprodugio e proliferagdc de
microrganismos.  Ssgundo Top  (20)
existe wr constante trafico de
microrganismos entre © homem @ ¢ melo
anbiente, consequenterenta, todos £83es
microrganismos  estdc  presentes por
24 horas de permanéncia, na rouga da
cama, piscs, paredes, plas e atd mesmo
no  ar do  guarte. Tais fatos
demonstraran  a necessidade de  se
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utilizar meios adequados para
interromper a reprodugio e,
consequentemente, a proliferagio destes
microrganismos, principalmente no
ambiente hospitalar, Jj4 gue Zanon &
Col. (23) demonstraram que o hospital
concentra e yeune intimamente os
pacientes mais susceptiveis e os
microrganismos mais resistentes.

Os resultados obtides nas amostragens
da superficie do piso, sem o
procedimento de limpeza, mostraram,
ainda que para todos os meses de
coleta, o percentual de crescimento
microbiano foi maior no pericdo das 7
4s 8 horas e das 12 as 16 horas em
relacic acs demals peridos. Tais dados
mostram Que © crescimento microbiano
foi mais acentuado no periocde de maior
atividade e, consequentemente, maior
movimentacic hospitalar.

Esses dados confirmam as observagdes
feitas por Edmunds (3); Smylie & Col.
(19}; Hutzler (11); Pelczar ({16} e
Pereira (17}, gquande afirmam que a

contaminagio estd diretamente
relacionada com a novimentagio,

atividade e © tipo de populagdc do
ambilente analisado.

4 andlise dos resultados referentes
ao efeito da aplicacgio dos
desinfetantes  fendlico e ardneo
guaternaric sobre a superficie do piso,
empregados na diluigdo recomendada para
uso, Mostrou que houve redugdo de 41% e
55%, respectivamente, no ndmero de
coldnias microbianas,  imediatamente
apds o procedimento de  desinfecgio
(Grafico 2). Tais resultados, indicam
que o precedimento de desinfecgio
provoca remog o parcial dos
ricrorganismos  existentes  sobre &
superficie do piso hospitalar. Esses
resultados confirmam os citados por
Hall & Col. {10}; Vesley & Col. ({21});
Faverc {(6); Litsky & Coi. (13}; Sanford
{(18) e Brummer {(4), guanto & redugdo
dos microrganismos verificada
imediatamente apds o procedimento de
desinfeccdo, © que mostra, claramente,
a necessidade do uso de produtos
antimicrobianos no ambiente heospitalar,
valorizando, assim, o© programa de
saneamento ampiental. .

nas  investigacfes essa redugio do
mimero de coldnias microbianas
menifestou-se até 2 horas agds &
aplicaciio do desinfetante fendlico e
até 4 horas para o desinfetante amdneo
quaterndrio. Segundo Gable (8}, o uso
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Grafico 1 ~ Médias totais do ndmero de coldrnias microbianas
da superficie do piss, sem o procedimento de limpeza durante
o pericdo de 24 horas.

nimero de coldnlas microblanaa
i
o
o

20
0
_/\'7 8 1 12 6 24 7 -
Tempe decorrido {horas)
Grafico 2 - Percentual do ndmero de ccldnias microbianas da
superficie do piso, apés a desinfecgdc com o desinfetante amfnec
gquaterndric e fendlico.
1001 LEGENDA:

fendlico (duploian)

w— o ardneo guatgrrdrio
{duocid}

% do niimeroc de coldnias microbianas
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de produtos quimicos na desinfecgdo da

superficie, realmente provoca uma
redugdo parcial do ndmrero de
microrganismos  existentes sobre a

superficie do piso. Essa redugdo estd
diretamente relacicnada com o tipo de
desinfetante usado & o tipo de
superficie aralisada. Os resultados
obtidos nas amostragens da superficie
do piso com os desinfetantes testados
demonstraram que ambos possuem pericdo
de agdc residual muito pequeno quando
associados & rotina de limpeza
hospitalar, o gue sugere intervalos de
desinfecgiio mais curtos, quande tais
produtos s&o utilizados, embora, para
a amostragem, considerou-se apenas o
tipe de desinfetante testado, pois a
coleta foi padronizada em apenas um
tipo hospitalar.

Os testes realizado para a
observagic dos microrganismos, antes
da aplicagio dos desinfetantes
testados, mostraram a presenga de
bacilos esporulados, fungos, bactérias
do género Staphyiccoocus avkeus
positivo e Staphyfococcus coagulase
negativo. Apds © use de ambos oS
desinfetante, houve redugdo do numerc
de coldnias microbianas, exceto o
Staphylococous auaews coagulase
positivo onde ndo se constatou nenhuma
reducio no nimero de coldnias (Tabela
1). Zanon & Col. (23), ao reverem a
literatura médica mundial, colocam O
Staphylocoeous awrews como o principal
responsavel por infecgdes hospitalares
até a década de sessenta, sendo que
nos udltimos sete anos, a sSua
incidéneia vem decaindo,
concomitantemente com  um  aunento  de
bastonetes gram negativos. Na presente
pesquisa o unicoc  microrganismo
causador de  infecgdo  hospitalar,
encontrado nas amostragens realizadas
apds a aplicacio de anbos
desinfetantes, fol o Staphyfococcus
coagulase positive, nao sendo
observado, portanto, bastonetes gram
negativos como Paeudomonds nascoletas.
nNo entanto,Pelczar (16)e Pereira {17),
concluiram que existe uma variagio da
flora microbiana do ambiente
hospitalar, afirmando que a mesma esta

relacionada com a especialidade, tipo.

de populacgio, e a caracteristica do
hospital.

Os resultados "in  vitro" na
comprovagiio do poder bactericida do
desinfetante fendlico (Duplofen) e
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Tahela 1 - Tipos ge
microrganismos isclados da
superficie de pisc antes e

apds a desinfecgdoc de rotina
com os desinfetantes fendlico

(duplofan) e améneo
quaterndric (duocid).
Simbolos: - = nenhuma coldnia

micraobiana; + = mencs que 10
coldnias miercbianas; ++ = 10
- 20 colénias microbianas
+4+ = 20 « 30 colinias
microblanas; ++++ = 30 - 40
coldnias microbianas; +++++ =
40 - 50 coldnias microbianas;
++++++ = Masi gue 50 colbnias
microbianas.

Solucao desinfetante

Micrurganivme
Duocid Duplofan

antes depols antes depois

Staphyltoeoecus
coagulase + N . - -

Séaphytudvrens

voagulove - +r - T+ -
Bacilos

espuruiados ey - rhby +

fungos TrtTee + THEEE +

ambneo  quaternario (Duocid) através do
teste de difusdo em agar e do teste de
"dilution use", mostraram diferencgas em
relagiio a sua aglo antimicrobiana. A
andlise dos desinfetantes, através da
gifusdoc em meio sOlido {agar Muller
Hinten) quandc comparados, demonstraram
diferengas minimas com relagdo acs
halos de inibicfio obtidos ou seja: 18
(Duocid); 13 (Fenol); 0 {Salina} e 18
(Duocid); 12 {Fenol); 0 (Salina),
respectivamente, S. awieus 6538 ATCC e
S. aurews coagulase positivo. Segundo
Rim (12), nesse modelo de estudo, o©
efeitc antimicrobiano expresso através
do difmetre do halo de inibigia, @
dependente da toxicidadedasubstincia ac
microrganismo testado, e da
difusibilidade no meic de cultura
teste, com relagdo a capacidade de sua
estrutura duimica, do tamanho da
moléculia e da velocidade de liberacgdo
da matriz insoluvel & que estd ligado.
Fobora tals fatores esteljam presentes,
os resultados obtidos com ambos oS
desinfetantes testados, sugerem maior
agdc bactericida e/ou maior difusiio com
relagdo ao desinfetante ambneo
quaterndric {Duocid).

Os resultados obtides no teste de
"dilution use" em relagdc ao tempo de
contato na presenga e auséneia de
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Tabela 2 - Efeito de matéria orgénica na atividade dos desinfetantes

amnes quartendric e fendlico.
Simbolos: A - Staphyfococcus aurlus 6538 ATCC; B -

Stapnytococcus

coagulase positive; D - sem matéria orgdnica; E - com matéria
orgénica.
Solucoes Periocde de contzto com as soluctes desinferantes (minutos)
Festadas © 5 16 15 70 240 430 950 1440
A B A B i B 3 & “;: - 5 B A B A B : A E
AmOnic 1] il [ [ o] o G o3 b3 a [ [l Q 83 4 Q [+ o
Quaterndrie £ 2 5 2 & 2 4 2 o @ ©6 6 & ¢ 9 0 o 0O
o ¢ 0 0 o o 6 ¢ @ ©° a b 0 ¢ o o @
Fenal
£ [ (o] 0 O [s] ¢ c [s] & o o o C O © 43 [+]
Saiiva
{Controle} 416 418 4518 418 400 405 380 405 390 400 400 406 &S00 400 L20 420 451
matéria orgénica (plasma humanc) para contato, possua um efeito
o desinfetante fenclico,  amoneo bacteriostdtico.
gquaterndric e solugio salina, 0Os resultados obtidos, nos testes

acham—se expressos na Tabela 2. Para
o desinfetante fendlico, nic se
observou crescimento bacterianc em
todos os tempos analisados, o que
demonstra que a matéria orgénica ndo
€ um fator limitante para este
composto.  Segundo Pelczar & Col.
(16}, os compostos fendlicos atuam
pela desnaturagic das proteinas
celulares e pelo dano das membranas
celulares. Sequndo Zanon & Col. (23},
estes compostos fendlicos, quande
associados a sabdo, ou a detergentes
anidnicos, aumentam substancialmente
sua atividade antimicrobiana, devido
a maior solubilidade e,
consequentemente, mailor penetragdo na
célula bacteriana. Esse mesmo  autor,
concluiv, ainda, que estes compostos
nio sdo inativados pela matéria
crgénica e nfo sdo voldteis. Assim,
estes  resultades confirmam as
observactes feitas por Zanon & Col.
{23) em relacio & matéria orgénica,
sugerindoc que estes produtos possuem
um importante efeito na remogdo de
contaminantes, devendo ser
recomendado no  procedimento da
desinfecgiio de superficie hospitalar.

Os resultados obtidos nos testes
realizados com ¢ desinfetante amfneo
quaterndrio na presenga de matéria
crgénica, apresentam redugdo no
nimerc de coldnias microbianas até os
30 minutos de contato. Com relagdo a
vempos de contato mais prolongados,

n&o se observou crescimento
bacteriano. E  possivel aque ©
desinfetante Duocid a 3%  {amdneo

quaternaric), até os 30 minutes de

levados a efeito na auséncia da matéria
orgénica, com o desinfetante Duocid,
ndo mostraram crescimento de  coldnias
bacterianas en todos o3  tempes
analisados. Os trabalhos de - Gelinas &
Col. (9) indicam que a grande maioria
dos desinfetantes hospitalares
catifnicos apresentam inibig&c parcial
ou total quando analisados na presenca
de matéria orgdnica, 0 que nos permite
sugerir que o desinfetante Duccid
mostra inativagdio parcial na presenga
de matdria orgdnica, necessitande de wn
tempo prolongado (30 minutos)  para
atingir o seu poder bactericida.
Sequndo Pelczar &  Col. {16), o
mecanismo de agdo dos desinfetantes
catidnicos ccorre através da inibigdo
enzimdtica, pela desnaturagdo proteica
e a lesdo da membrana citoplasmdtica,
com vazamento dos constituintes
celulares, sendo que estes mecanismos
podem estar associados ou ndo na
atuacio da inibigio e morte das células
microbianas . No entante, Fellemberg

{(7), relata que, apesar de existir um
esquena geral uniforme para a estrutura
das membranas, a permeabilidade frente
a diversas substincias pode mostrar-se
hastante diferente, as vezes
especificas para cada drgio. A
capacidade de absorgo - capacidade de
aceitacgfio de substincias externas — dos
diferentes organismos varia.
Entretanto, as substincias malores que
os didmetros dos poros penetram pelas
células com grande dificuldade, sendo
que este procedimento estd relacionado
com a temperatura e a concentragde da
substéncias nas vizinhangas da célula



envolvida. Entretanto, os mecanismos
relacicnados com a inibigic total ou
parcial dos  desinfetantes, quando
analizados na presenga de matéria
orgénica, parecem ainda necessitar de
maiores investigacgtes.

Os resultados obtidos nas
investigagGes - de modo geral - tanto
“in vitro", come "in vivo", sugerem
gque - a  avaliagio de desinfetantes
hospitalares, deve ser realizada
através de dois ou mais testes,
levando-se em consideracio oS
fendmencs que possam  interferir na
aglic antibacteriana - tentando
assemelhar © mals possivel A&s
condigbes, nas quais estes produtos
s8o0 utilizados - j& que resultados
discrepantes podem ser  encontrados
quando vdrios métodos sdo utilizados
na avaliagdo da atividade
antimicrobiana desses desinfetantes,
Segundo Zanon & Col. (23), hd caréncia
em nosso meio de dados sobre o
problema sendo que as informacio
disponiveis referem-se, geralmente, &
atividade do agente germicida isolado,
sem levar em consideragiio os fenfimenos
de antagonismos ou de sinergismo, que
possam ccorrer em presenca dos  vArios
coaponentes do produto.

SwEmary

Antimicrobial action evaluation of two
Hospitaf disinfectants

Microrganisms collected from Pediatric
Tléer sampling surface and
Staphyfococcws aureus ATCC 6538 strain
weére used on the antimicrobial action
evaluation of Hospital surface
disinfectants. The sample of the
surface without previous disinfection
showed an ingrease of the number of
microrganisms colonies during all the
Hospital activity period. There was an
average increase of 53 microbial
celonies in a 24 hour-time sampliags
carried out after both phenolic and
guaternary ammcnium disinfectant
applicaticns showed a significant
teduction on the microbial celonies
only during 2 to 4 hours applicatien,
respectively. The two tested
decontaminants showed a different
actionwhenbothwas compared. The results
cbtained "in vitre"” when difusibility
factors, toxicity and arganic substance
were analysed, showed significant
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differences when both disinfectants
were analysed. The "in vivae" results

showed that on the evaluation of
Hospital desontaminants, different
factors occuring "in situ® must be

included. Laboratorial tests carried
out only "in vitro" do not seems to
be enough to make comparisons and
gensralizations. It was ciearly
demonstrated by investigatiens that
the evaluaticn purposes of- the
antibacterial agents must tgke in
account that various facters night be
involived on the antimigcrobial action.
So, two or more tests must be carried
out assembling the real conditions in
which such products are used.

Referéncias Bibliogrdficas

1. Ayliffe, G.A.3. & Collins, B.J. -
Problems of disinfection in
haspitals. In: tLawrende, C.A. &
Block, - §5.5. - Principles and
practice of disinfectian and

sterilizatiocn. Landan, 8lackwell,
1982. p.224-59.
2. Beumer, J. - L'usage des

desinfectants dans le reqgles de
benne pratique de fabriecation. 3.
pharm. Bel., 36:375.9, 1981.

3. Bier, 0. - Bacteriologia e
Imunclogia. 29. ed. 5%c Paulo,
Melhcramentos, 198G.

4. Brummer, B. - Influence of possible
disinfectant transfer an

Staphytococcus aurens plate counts
after agar contact sampling. Appl.
envir. Microbiol., 32(1):88-4, 1976.

5. Edmunds, P.N. - Staphylocaocal
infectiom in subdivided general
surgical wards. J. hyp. Camb.,
68:531-47, 1570,

6. Favero, M.5. et gliil -
Microbiclogical sampiing of
surfaces. J. appl. Bact., 31:336-45,
1968.

7. Fellemberg, G. - Introducis aos

problemas da poluic3o ambiental. S3o
Paulo, EPU; Springer, EDUSP, 1980.
B.4-16.

8. Sable, T.S. Bacteriological
2ffectiveness of floor cleaning
methods in a hospital environment.
Fuspital, 40:107-71, 1986.

9. Gelinas, P.; Goulet, 3. - Heat and
light stability of sanitizers. J.
Fd. Prot., 45:1195-6, 1382.

10.Hall, L.B.; Harnett, M. 3. -
Measurement cf the bacterial



410

contamination on surfaces in
Hospitals. Publ.Helth Rep. Wash.,
79:1021-4, 1964.

11.Hutzler, R.U. - Fatores
predisponentes de infecgdo
hospitalar. Rev. Hosp. Clin. Fac.
Mec¢, Univ. S. Paulo, 28:147-52,
1973.

12.Kim, H.Y. - Experimental study on
the antibacterial effects of rooct
cana}l filling materials. 3. Korean
dent. Ass., 18{1):35-40, 1972.

13.Listsky, B.Y.; Litsky, W. -
investigations an decontaminatienof
frospital surfaces by use of
disinfectant detergents. J. Am.
Publ. Helth Ass., 58:534-43, 1968.

14 . Meirelles Neto, 3.R.; Gontijo

Filhe, P.P. - Atividade
tuberculicida de alguns detergentes
catidnicos, Folha med. ,
87(4):227-32, 1983.

15_.Mizumo, I.G.3; Pryor, ALK, -
Fvaluation detergent-germicidas for
hospital use. Haspitals,

40(2):88-100, 1966,

16.Pelczar, M.; Reid, R.; Chan, E.C.S.
- Microbiologia do ar. In: Pelgzar,
M.; Reid.; Chan, E.C.S.
Microbiolegia. S3o Paulo, Mc
Graw-Hill do Brasil, 198G. v.2.
cap. 35. p.859-71.

i7.Pereira, ALA. - Infecgia
hospitalar: integracgdc cilinico
Laboratorial. Hosp. Med., 1:32-40,
1984,

18.Sanford, 3.P. - Disinfectants that
don't. Ana. intern. Med.,
72{2):282-3, 1%70.

19.Smyle, H.G. et alii - Ward desing

in relation to posteperative wound
infection. Part I., 8r. med. J.,
1:67-72, 1971,

20.Yop, F.H. - The hospital
environment. A crossToads for
infection. Archs envir. Heth.,

21:678-8B8, 1970.

21.vesley, D.; Michaelsen, G.S. -
Application of a surface sampling
technic to the evaluation cf
bacteriological effectiveness of

bertanin hospital housekeeping
procedures. Hlth Lab. Sci.,
1(2):107-12, 1964.

22.Zanon, u. - Desinfetantes,

antissépticos e infecgdo hospitalar
0 semesire Terap., 29(2):48-64,
1973a.

23.Zanon, U.; Nogueira de Madeiros, J.
- Avaliagdo da atividade

24

pseudomonicida dos desinfetantes
hospitalares. Rev. Paul. Hosp.,
5:211-17, 1973.

.Zanan, U, et alii - Controle de

infecc®es hospitalares. Rev. Paul.
Hosp., 23(8):351-60, 1975.

Recebido para publicagfo em 2/02/89



ESTUDO EM

Resumo

CAMUNDONGOS (CBA x C5/B1/10) F1 DA INFLUENCIA
TERMOESTAVEL (STA) DE ESCHERICHIA COLI NA FAGOCITOSE
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DA ENTEROTOXINA
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Camundongos (CBA x C57B1/10) F, foram utilizados para se estudar a

atividade fagocitdria de seus

macréfagos apds a inoculagfo, nos

animais, dz enterctoxina termoestdvel (STa) de Cachenichia colfd,
obtida & partir de um amostra de origem humana (sorogrupo O128i
semipurificada de acordo com Ricei e cel {1982). Foi wytilizacda a
técnica de Depuragfo de Carbono Coloidal em camundongos inoculadas
com 250 unidades tdxicas (UT) cde STa, em diferentes intervales de

tempa. Os vresultados mostraram

gue 25007 ge S5Ta sumentaram a

velocidade de depuracg8o do carbono coleidal quando inoculadas com a
toxina 24, 48, 72 & 96 horas antes daz administracd#o da substincia
coloidal. Em inoculagiies feitas antes e apds estes tempos nZo houve
interferéncia significativa da toxina, sendo gue a injegfo de STa
48 horas antes do carbono coloidal, correspondia ao pico de

depuragioc do mesmo.

Introducio

Basicamente as amostras de E. codd
podem produzir dois tipos de
enterotoxina, uma de baixo peso
molecular, dialisdvel,detectdvel pelo
teste de camandongo recém-nascido e
termoestdvel (100°C 15 min. ),
denominada STa {8, 14, 10} e cutra de
alto peso molecular, ndo dialisdvel e
texrmolabil, conhecida como LT (10, 37).
A enterotoxina IT se acha, hoje, muito
bem estudada quanto a sua natureza
quimica, caracteristicas antigénicas e
efeitos bioldgicos. Corresponde a uma
proteina de PM ao redor de 84000 a
91000 daltons com capacidade de ativar
a adenil ciclase levandc a um aunento
do AMP—c (9, 16). :

Com relagdo a enterotoxina STa, sd
recentemente se  consequiu & sua
purificagio (1, 8, 14, 36), bem camw
se determincn que a sua natureza
quimica era peptidica com cerca de 18

huxilio finangeiro do CNPg, FAPESP e FINEP.

a 19 amincdcidos, com peso molecular ao
redor de 1500 daltens (1, 3, 7, 8).
Atualmente € conhecido outro tipo de
enterotoxina termcestdvel, dencminada
STh, ativa unicamente em alca ligada de
leitSes de 5 a 7 semanas (20, 42). sEo
se conhece 0S Kecanismos pelos gquais a
enterotoxina STh € capaz de causar
diarréia em suinos, poreém, a
enterotoxina STa € capaz de ativar a
enzima quanil-ciclase, ocasionando um
aurento de GMP-c intracelular (12, 13,
22).

Apesar da  enterotoxina STa ser
considerada pouco imunogénica, sendo
capaz de induzir a formagdo de
anticorpo anti-STa apenas guando
inoculada accoplada a um  antigeno
completo {19), em trabalho anterior
(42}, observamos a capacidade desta
enterctoxina causar alteragdes na
resposta imune humoral 2 hemdcia de
carngiro, quando inoculada em
camundongos, antes ou apds  este

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 20(4):411-418, Out./Dez. 1989
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antigeno. Isto nes levou a pesguisar a
agio desta toxina, em particular,
scbre os macrdfagos, J& que estas
células sdo fundamentais na resposta
imanre (11, 25, 26, 30).

Material e Métodos

Animais ~ Camundongos (CBA X
C57B1/10)F1, com 2 meses de idade, de
ambos os sexos, com 20 gramas de peso,
foram utilizados an todos s
experimentos; b) camundongos Swiss-55,
recémnascidos, de 2 a 4 dias de
idade, foram usados na detecgdo da
enterotoxina STa através do teste do
camundongo recémnascido (CRN) (8).

Amostra - Amostra de E. cofd H3
(sorogrupo 0128), isclada de crianga
com diarréia, em Campinas, produtora
Unica e exclusivamente da enterctoxina
STa, foi wusada para a produgdo da
toxina (35). Foi definida como 1
unidade. tdxica (1UT),a quantidade de
enterotoxinag semipurificada capaz de
causar no teste do CRN uma relagio
peso dos intestinos/peso das carcagas
igual ou maior a 0,085.

Prepano 2 Aemipurificagdo da
enteroloxina STa - Para o preparc e
semipurificacdo da enterotoxina STa
foram utilizados os procedimentos
descritos por Riccl e col. (1982).

Inativacic da enferofoxina Sla -
Aliquotas da enterctoxina
semipurificada, foram acquecidas em
banho-maria a 100°C por 15 minutos e
outras, autoclavadas a 121°C por 30
minutos. Apds este tratamento, foram
analisadas pelo teste do CRN (8) para
avaliar a permanéncia ou ndc de
atividade da STa.

Carbono cofoidat - A preparagio
utilizada continha 64mg/ml de carbono
coloidal com particulas de 2508° de
tamanho, suspensas em gelatina de
peixe a 1%.

Depuracdo do caxbono cofoidat - A
depuragdo do carbono coloidal foi
determinada através da técnica
descrita por Biozzi e col. (1954).
Camundongos  (CBA X C57B1/10)F1
controles e os inoculados com a
enterotoxina STa (25007

semipurificada, foram inoculados
intravenosamente, cam 0,2ml de carbono
coloidal (8mg/100gr da massa corporal
do animal} efetuando-se a sarngria de
0,025ml, com @pipeta calibrada e
heparinizada, pelo plexo venoso ocular,
nos seguintes intervalos de tempo: 2,
5, 10, 15 e 20 minutos apds cada
inoculagio. Cada arostra de sangue
retirada fol adicionada imediatamente a
2,0ml de dgua destilada a fim de

provocar a lise das hemacias.
Posteriormente, determinou-se o3
valores de absorbincia a 640nm em

espectrofotfmetre Colleman Jr. Apds as
sangrias,os animais foram sacrificados,
por deslocamento cervical, e os Srgdos,
figado e bago, retirados e pesados. O
indice de fagocitose K e o imdice de
fagocitose corrigido, o, que expressan
a velocidade de depuragio do carbono
coloidal, foram calculados conforme
padronizado por Biozzi e col., 1954.

Resultados

Com a finalidade de se estudar a
possibilidade da toxina STa intervir na
fungio fagecitdria dos macrdfagos,
foram feitos experimentos s i]
camundongos, injetados com 2500 da
mesma, 24, 48, 72, 96 e 120 horas antes
da inoculagdc do carbono coloidal.

Os resultados obtidos, expressos hna
Figara 1, mostram que 250UT aumentam a
velocidade de depuragiio do  carbono
coloidal quando administradas 24, 48,
72 e 96 horas antes da administracgio do
mesmo e que antes ou apds estes tempos,
ndo houve interferéncia significativa
da toxina e a inoculagic 48 horas
antes, correspondia ao pico de
depuracgio do carbono coloidal.

Confirmando estes dados, na andlise
comparativa dos valores de K e «o,
cbservamos que ambos Se apresentaram
significativarente aumentados, en
comparagdc ao grupe controle, quando a
enterctoxina STa fol aplicada 48 horas
antes do carbono coloidal (Tabela 1),
Fn trabalho anterior (42) cbhservamos
Supressdo na resposta imune humoral a
herdcia de carneiro, cquando a
enterotoxina fol inoculada neste tempo,
sugerindo que provavelmente os produtos
liberados pela ativacdo dos macrdfagos
sejam os responsdvelis pelas alteragdes
observadas (13, 18}.

Para confirmacio da real agio da STa,



Figura 1 - Indice de fagocitase (K) no feste de depuragio do
carbonc coloidal em camundongos (CBA x Cs7B1/10)F
250UT de enterotoxina termo-estdvel (5Ta) em diferentes
€ada ponte representz a mécia aritmética * 1 D.P.
Animais controles (---}.

de grupos d2 8 animais.
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do
inaculados com
tempos.
{(desvio padrdo )

Animais

1

inoculados com a enterotoxina STz ( ).
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TEMPO 0E INOCULAGAG DA ENTERGTOXINA STa

Yabela 1 - Efeito da enterotoxina termo-estdvel {STa}
semipurificada no teste de depurag¢io doc carbono coloidail,

realizado em camundongos (CBA x Cs7B1/10)F .
Simbelos: (1) - 48 horas antes do carbeno coloidal; {2) -

indice de fagocitose K; (3) indice de fagocitose
nimerc de unidades téxicas da
STa; (5) ~ Enterotexina STa aquecicda a 100°C por

o; {4) - UT:

=3
cerrigido

enteratoxing

15

minutos; (&) - Enterotoxina STa autgclavada z 121°C por
15 minutos; (7} -« Os resultados expressam a média
aritmética £ D.P. (desvio padrfo} {n = 5)}; (8 - NGS;: NEG
significative em relagio ao resultado do grupe controle.
Crupa de Inéculu(” P u<3)
animzis {0,201 fanimal} (teste £: valor de p) (reste t: valor de p)

A M. de CAYE (3/5) 0,026 ¥ 0,004 <17 3,8%q,3 ')

B 250 yx 9 0,042 I 0,004 (p < 0,001) 5.7 20,3 (p < 0,001}

c 250 UT aquecida O’ 0,032 % 9,002 (p < 0,6%) 4,320,2 (3 < 0,01

6 250 UT sutoclavada 7 0,028 £ 0,003 (5 > 0,005 55 B 36 %gs e e,05) s

fol avaliade, neste tempo (48 horas
antes) a capacidade de aglo, quando a
STa fol apenas aquecida a 100 ° C por
15 minutos e quando autoclavada, 121°C
por 30 minutos. Os resultados mostram
{Tabela 1) que a enterctoxing, guando
somente aguecida, apresenta valores de

K e o, da depuragio do carbono
coloidal, também significativamente
aumentados em relagio ao grupo

controle, demonstrando que a atividade
desta scbre os macrdfagos & capaz de
resistir a fervara por 30 minutos.
Todavia, quando & 5Ta foi autoclavada
{121°¢, 30 min.), a atividade schre os

macrofagos foi neutralizada, levando a
valores de X e o compardveis ao grupo
controle.

As observagles da massa dos: drgdos,
figado e bago, indicam que o tempo de
administragdo da toxina, 48 horas antes
do carbono ccloidal, corresponde também
ao pico de hepato-esplencmegalia nos
animais incculados coam a enterotoxina
STa {(Figuras 2 e 3).

Discussdo

Verificamos que & inoculagdio da
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enterotoxina STa semipurificada causou
un  estimule na depuracio do carbono
‘coloidal. Este estimulo pode ser
devido a agdc da enterctoxina na
proliferagie de macrdfages, jd que se
tem observade que a ativagio de
macrofagos esta associada a
proliferacic aumentada no ninero
destas células localizadas no baco (5,
24, 27, 38, 39) sendo este fenfmeno
acompanhado de sintese de DA (27).

Bmbora ndo  tenhamos realizado
contagem de macréfagos ne  bago dos
animais inoculados com a enterotoxina
STa € importante salientar, gue houve
também, no estudo da resposta humoral
(42) uma esplencmegalia significativa
destes animais em relag8o acs animais
controles.

Nos MECEN1SNoS reguladores,
indutores da ativagdo ou da supressio
da resposta imune, parece existir a
participagio de mediadores
intracelulares, tais comw nuclectideos
ciclicos, em especial o AMP-c & GMP-c
(40}.

Estes mesmos nuclectideos ciclicos
estdo envolvidos nos  fendrenos
diarréicos causados pelas toxinas de
E. cofl, na qual a LT induz um aurmento
de aMP-c (9, 16} ao passo que a STa
leva a um aurento de G¥P-c (12, 22).

Os niveis e nucleotideos ciclicos
parecem ter uma grande importincia no
que diz respeitc a fagocitose pelos
macréfages.

Trabalhos realizados cam drogas, que
agem sobre a fosfodiesterase, uma das
enzimas que controlam o nivel
intracelular de AMP-c, mostraram ter
influénecia na fagocitose  por
macrofagos in vitre (29, 31, 34) e na
depuragic de particulas de carbono
(21). As drogas capazes de aumentar o
nivel intracelular dc AMP-c, atraves
de um bloqueio da atividade
enzimdtica, mostraram ser eficientes
inibidores da fagocitose. Ao
contrdric, as drogas que ativam a agdo
da enzima, reduzindo os niveis de
AMP-c, constituem um potente estimulo
da fagocitose.

De acordo cam a teoria Yin-Yang (17)
o GAP-c pramove eventos celulares gque
s30 contrdrios aos mediados pelo
AMP-C.

Outros trabalhos tem demonstrado que
a agregac@o de plaguetas estimila a
fagocitose das particulas de carbono
cocloidal, fenfmeno este que sofre uma

inibigao (2) a medida que aumenta o©
AMP-c  extracelular (6, 32) em contato
com as plaguetas. Portanto uma outra
hipdtese para explicarmos as alteragdes
observadas, seria qe o GP-c,
aumentado por agdo da enterotoxina STa,
teria um efeito contrdrio ao do AMP-c,
estimulandoc a agregacdo de plaguetas e,
por conseguinte, aumentando a depuragio
do carbono coloidal. Para esta
hipdtese, embora elegante, baseando-se
nos dados citados acima, teriamos que
admitir, entretanto, que o GP-c,
localizado intracelularmente nas
células que sofreram agio da
enterotoxina, extravasaria, a fim de
entrar em contato com as plaguetas.

OQutra divida € se a enterctoxina STa
poderia realmente ativar a
guanil-ciclase dos linfdcitos cu
macréfages, ocamo  Jd@ sugerido em
trabalho anterior {42), aumentando o
@MP-¢ nestas c<¢€lulas, pois até pouco
tempo, postulava—se que a enterotoxina
STa seria capaz de ativar apenas a
guanil-ciclase presente nas células das
vilosidades intestinais, nao
interferindc ncs niveis de GP-c¢ das
células do estdmago, péncreas, pulmdo,
coragdc, rim e cortex cerebral {19).
Experiéncias mais recentes, contudo,
demonstraram que também  células
basofilas leucénicas de rato
apresentavam um aumento na sintese de
MP-¢  quando em contato con &
enterctoxina STa {28). Fol também
cheservado, um aumentce deste  mesmo
nucleotideo em culturas de células
ClL-6 e Hela, apds a incubagio com a
enterotoxina STa (23).

Nac encontramos na literatura nenhum
dado negando uma possivel acio da
enterotoxina Sta nas células em
questio, o que, colm base nas
observagdes acima, permite sugerir a
possibilidade de gque tais células, em
contate cam a enterctoxina STa possan
responder com um aumento do GMP-c e
respectivas consequéncias em relagdo as
suas funcdes especificas. Colaborando
com  esta possibilidade estdo 0s nossos
resultados no estudo da resposta imune
humoral {42) em presenca da
enterctoxina Sta.

Todos os experimentos sobre o efeito
da S7a, agquecida ou autoclavada, na
depuragio do carbono coloidal sdo
canmpativeis com o gque se conhece sobre
a 1inativagdoc bloidgica da STa pelo
calor, sugerindo fortemente que oS nOSSOS



Figura 2 - Efeitoc da enterotoxina termo-estével
(STa), 250UT por animal, scbre o peso (g) médio
(n=8} do bagc de camundongcs (CBA x Bi/10)F1
inoculados com carbeono coloidal. Cada ponto
representa & média aritmética X 1 p.p. (desvio
padr¥o) de grupos de 8 animais. Animais controle
(---). Animais inoculados com a enterotoxina 5¥a
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resiitados foram uma consequéneia do
efeitc da enterotoxina sobre as
células envolvidas na resposta imrune,
fatos estes também demonstrados em
trabalho anterior {42).

 Summary

Study in mice (CBA x C357BI/10)F1 o4
the .ingfuence of Lexmostabte (STa)
enterotoxdin from Eschenichia cold in
phagocyLosds

Mice {CBA x C57Bi/10)F1 were wused 1in
order to study the phagocytic activity
of their macrophages, after the
inoculation into the animals of the
thermostable (57a) enterotoxin of
Eachendichia cofdl, obtained from human
strain {0128 serogroup) and
semipurified accordingly to Rigci e
col. (1982). For this purpose the
clearence of the celloidal carbon was
used in mice which had been inoculated
with 250 toxic units (UT) of STa,
within different intervals ef time.
The results showed that 250U7 of STa
increased the rate of thedepuration of
celioidal carbon when the toxin was
inoculated 24, 48, 72 and 96 hours
before the injection of the colloidal
substance. With regard to incculations
made either before or after these
times no significant effect was
cbserved in the «clearence of the
colloidal carbon and the injection of
$Ta 48k before the coliloidal carbon,
carresponded tc the peak of its
depuration.

Referéncias Bibliograficas

1.Aintc, S.; Takao, T.; Shimonishi,
Y.; Hara, S.; Takeda, Y. &
Miwatani, 7. - Ammineo acid sequence
of a heat-stable enterotoxins
produced by human enterotoxigenic
Eschenichia coli. Eur. J. Biochem,,
129:257-263, 1982.

2.aken, W.G. Van; Goote, Th.M. &

Vreeken, J. - Platelet agregation:
an intermediary mechanism in carben
cigarence. Scand. Haemat., 5:333,
1968.

3.Alderete, J.F. & Robertson, D.C. -
Purification and chemical
characterization of  heat-stable

enteroctoxin produced by porcine

strain of enterotexigenic
Escherdichia coki. 1Infect. Immun.,
19:1021-1030, 1978.

4.Biozzi, [ Benacerraf, B.;
Greemach, F.; Halpern, B.; Levaditi,
J. & Rist, N. « Estude de l'activite
granylopexique du SRE and cours de
1*infection tubersuleuse

experimentale de la sourcis. Ann.
Inst. Pasteur, 87:291, 1954.
5.Biozzi, G.; Stiffel, C.; Halpern, B.
& Mounton, D. « Lack of acticon of
serum epsonins in phagocytosis on
inert particles by c¢ells of RES,

Proc. Soc. Exp. Biol. Med. ,
112:1017, 1963,
6.Born, G.V.R. & Cross, M. - Effect of

ADP on the concentration of
platelets in cireulating Blocd.
Nature {London), 197:974, 1963.
7.Chan, S.K. & Gianella, R.A. - Ammino
acid sequence of heat-stabie
enterotoxins produced by Escherdichia
cof{ pathegenic frem man. 3. Biol.
Chem,, 256:7744-7746, 1981.
8.Dean, A.G.; Ching, Y.C.; Willians,
R.G. & Harden, L.B. ~ Test for
Eschenichia coli enterotoxin  of
diarrhea in children in Honoiulu. J.
Infect. Dis., 125:407-411, 1973.
2.Evans, D.G.; Evans, B.J.Jr. &
Gerbach, S5.L. - Identificaticn of
enterctoxigenic Eschendichia cofl and
serum antitoxin acticity by the
vascular permeability factor assay.
Infect. Immun., 8:731-735, 1973.
10.Evans, D.J3.3r.; Evans, D.G.;
Richardson, S.H. & Gorbach, S.i. -
Purification of polymyxin-released,
heat-labile enterctaxin of
Eschenichia cofd. 3. Infect. Dis.
Suppl., 133:897-9102, 1976.

11.Feidmann, M.R. & Erb, P. -
Macrophage-lymphocyte interactions
in immune induction. Inst. Rewv.
Cytol., 60:14%, 1979.

12.Field, M.; Graf, J.H.Jr.; Laird,
W.J. & Smith, P.L. - Heat stable

enterctoxin of Escheadichia colli: 1In
vitre effect on guanylate-cyclaséd
activity, cyclic GMP concentration
and . ion transport in small
intestine. Proe. Natl. Acad. Sci.,
USA, 75:2800, 1978.

13.Finazzi-Agro, A.; Conti, P.;
Heffman, M.; Angeletti, P.V., &
Trends, - Activation of lymphocytes
by H20. In: Inflamation Research I,
Edited by G.P. Velo, pp.228-223,
1980.



14.Franceschi, AR.P.; Pestana de
Castro, A.F.; Serafim, M.B. &
Pustighlioni, L.Neto - Estudos

comparativos entre o teste de alga
ligada no intestino de coelho ¢ do
camundongo recém-nascido " na
detecgioe da enterotoxina
termoestével {ST) produzida por
Escherichia col. Rev. Microbisl.
(S¥c Paulo), B:123-128, 1977.

15.6ianella, F.A. & Drake, K.W. -

Effect of purified Escherdichia cofd
heat-stable enterotoxin on
intestinal cyelic nuclectide
metabolism and fiuid segretion.
Infect., Immun,, 24:19-23, 1979.

16.6il:, D.M.; Evans, D.G. & Evans,

D.J. Jr. - Mechanism of agtivatien
of adenylate eyclase in vive by
polymyxin released heat-iabiie
enterotoxin of Escherdichdia cofi. 3.
Infect., Dis. Suppl., 133:3103-S5107,
1976, .

17.Golberg, N.D.; Daddok, M.K.;

Dunham, E.; Lopez, C. & Hadden,
J.¥. - The Yin-Yang hypothesis is of
bialegical control: epposing

influences of cyclic GMP and cyclic

AMP in the regulation cf
proliferation and cthers bislogical
processes., In~ Clarkson, B.;
Besrega, R., eds.: The Lold Spring
Harbor Symposium of the regulaticn
of proliferaticon in animal cells.
New York Academic Press, 609-625,
1974,

18.Goocwin, J3.S5.; Messner, R.P. &
Peake, G.T. - Prostaglandin
supression af mitogen-stimuliated

lymphocytes in wvitro. J. Clin.
Invest., &2:753-.760, 1978.

19.Greenberg, R.N. & Guerrant, R.L. -

E. e¢ofi heat-stable enterotoxin.
Pharmac. Ther., 13:507-531, 1981.

20.G6yles, C.L. - Limitations of the

infant ‘mouse test for Escheadichid
CcoEL heat-stable enterotoxin., Can.
J. Compar, Med., 43:371-379, 1979.

21.Hoebeke, J. and Franchi, G. -

influence of tetramisole and its
optical isgmers on the mononuclear

phagocytic system. J.
Reticulaendothel. Soc., 14:317,
1274,

22 .Hugles, J.M.; Murad, ¥.; Chang, B.

& Guerrant, R.L. ~ Role of c¢cyclic
GMP in the action of heat-stable
enterotoxin of Eschesichia cobi.
Nature, 271{5647):755.756, 1978,

23.Ingue, T.; Okamotg, K.; Moryama,

417

T.; TYakahashi, T.; Shimizu, K. &
Miyama, A. - Effect of VYersinia
enterocolitica ST on cyclic
guanosine 3, 5 - monophosphate

levels in mouse intestines and
cultured cells. Microbiol. Immunol.,
27(2):159-166, 1983,

24 _Keller, R. - Major changes in

lymphocytes proliferation evoked by
activated macrophages. Cell
Immunol., 17:542.55%1, 1975.

25.Keller, R. - Manonuclear phagocytes

and antitumor rasistance: a
discussion. In: James, W.H. MC, eds.
- The macrophage and canger., Bride
and A. Stuart, Econgprint. Edinburg,
p.33-48, 1977.

26.Keller, R, - Regulatory functions of

macrophages. In: G.P. Velo, ed.
frends in Inflkamation, Research I,
0.90~99, 1280.

27.Kelly, L.S.; Braown, B.A. & Dobson,

E.L. - Cell division and phagocytic
activity in liver
reticuloendothelial cells. Praoc.
Soc. Exp. Bikol. Med., 110:555,
1962.

28.¥noop, fF.C. & Thomas, D.D. -

Stimulation of calcium uptake and

cyclic GMP synthesis in rat
basophiliec leukemic cells by
Eschernichia cokd heat-stable

enterotoxin. Infect. immun. ,
41:971-977, 1983,

29.Marianc, M. and Malucelli, B8.E. -

Defective phagocytic ability ‘of

epithelioid ~ cells reversed by
levamisole. 3. Path., 130:33-35,-
1984Q.

30.Mosier, D.E. - A reguirement for two

cell types for antibody formation in
vitro. Science, 158:1573, 1967.

31.0liveira-Lima, A.; Javierre, M.§.;

Dias da Silva, W. and Sette Camara,
D. « Immunological phagocytosis:
Effect of drugs on phosphodiesterase
activity. Experientia, 38:945-946,
1974.

32.Regoli, D. & Ciark, U. - Prevention
by adencsine of the =eaffect of
adenosineg diphosghate- an the
concentration of circulating

pilatetes. Nature {London}, 197:974,
1963,

3%.Ricci, L.C.; Pestana de Castro, A.F.

& Rangel, H.A. - Purificag8o da
enterotoxina termo-estdvel (57) de
Escherdichia cofi, Rev. Microbiol.,
13(4):359-366, 1982.

34 _Scherelber, A.D. and Parsons, J.N. -



418

Effect of levamisole gn the  human
mengcyfe IgG receptoer. J. Immunal.,
118:1119-112%, 1977.

35.5erafim, M.B.; Castro, A.F.P.;
Reis, M.H.L. dos & Trabulsi, L.R. -
Passive immune hemolysis for the
detection of heat-labile
enteratoxin produced by Cécherdichia
cofdl. Infect. Immun., 24:8086-810,
1979.

36.5taples, S.3.; Asher, S.E. &
Gianella, R.A. - Purification and
characterization of heat-stable
enterotoxin produced by a straln of
E. cofl pathogenic for man. J.
8igl. Chem., 255:4716-4721, 1980.

37.Stephen, 3. & Piletrowski, R.A. -
Bzcterial Toxins. In: Thaomas Nelson
and Sons LTG0, eds., Englancd, p.104,

1981.
38.5tiffel, C.; Mounton, D. & B8ioczzi,
G. - Kinetics of the phagoceytic

function of reticuloendethelial
macrophages in vive. In: Ralph van
Furth, ed., Menonuclear Phagocytes,

1970.

39.Stuart, A.E. - Structural and
fungtioan effects of lipids on the
RES. In: C.N.R.S. ed., - Role du
SRE dans 1 immunitée

antibacterienne et antitumorale.
Paris, 1963.

45.Watson, J. - The influence of
intracellular levels of cyclic
nucleoctides on cell proliferation
and the induction of antibody

synthesis. 3. Exp. Med., 141:27,
1975.

£1.¥Whipo, 5.C.; Moore, H.W. &
Argenzio, R.A. - Comparison of
enterotoxic activities of

heat-stable enterctoxins from class
1 and 2 Escherichia coki of swine
origin. Infect. Immun., 31:2453-351%,

1981.

42 .Zucato, M.R.L.; Dawood, F.A.;
Ricci, L.C.; Costa, M.G. & Pestana
de Castro, A.F. - Modulation action

of Escherdichia cofi heat-stable
enterotexin (STa) on the humoral
immune response. Med. Microbiol.
Immuncl., 177:219-228, 1988.

Recebide para publicagldo em 29/2/89



419
INTOXICACAD POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS PROVOCADA POR CARNE DE PERU DEFUMADA
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Resumo

Carne de peru defumada preparada numa confeitaria do bairro de
Laranjeiras, RJ, apresentando 4,0x107 Staphylococeus aurens

enterotoxigénicosg, provocou intoxicagl3o em 4 pessoas de mesma

familia,

No Brasil, durante as comemoragtes
de fim &e ano, o consumc de carnes
aumenta, o gue juntamente com o inicio
do verdo, favorece a ocorréncia de

intoxicagtes alimentares. A
fiscalizacio sanitdria fica
prejudicada, principalmente Qi

relagdo aos alimentos pré-cozidos. En
geral, oS casos envolvem um nimero
reduzido de pesscas & ocorrem sem
conhecimento das autoridades
sanitdrias, dificultando C seu
controle. Em 1988, cinco horas apds a
cela de Matal, 4 pesscas de una nesta
familia apresentaram nduseas, vomitos,
diarréia e sudorese, nfo sendo
possivel identificar o alimento
responsével pela  intoxicacio. Os
sintomas regrediram duas horas apds
medicagio anti-emeética e
anti-espasmolitica. Uma semana apds,
duas pessoas anteriormente intoxicadas
voltaram & apresentar 0S5 MeSMOS
sintomas, sugerindo que a carne de
peru, consumida nas duas cocasides,
fosse a responsdvel pela intoxicagHo.
0 alimento foli obtido pronto para o
consumo nuna confeitaria do beirro de
laranjeiras, RJ, sendo o restante
congelado apos a ceia e,
postericrmente, consumide adiciconado
de raionese. Os dados epidemioldgicos
permitiram a suspeita de uma
intoxicagdio por S. awieus ou B
cereus. O alimento refrigerado (13,59)
foi homogeneizado e diluido em soro

fisioldgico estéril, no dia do seu
recebimento no laboratdrio, de modo a
serem obtidas diluigbes entre 167! o
1073, 0s meios agar métodos padrdes
(Merck 5463), agar manita-sal-vermelho
fenol (Merck 5404}, agar Baird Parker
{Merck 5406), agar nutriente adicionado
de manita {1%), gema de ovo (2,5%) e
indicador de Andrade (1%}, com pH 7,0
foram semeados em superficie, sendo o
prirreiro para contagem padrdo de
bactérias mesdfilas, os dois sequintes
para contagem e isolamento de S. auwrews
e o ultimo para contagem e isolamento
de B. cereus, A incubagio foi a 37°
C/24h. A contagem padrio de bactérias
meséfilas evidenciou 5,9x107 UFC/g e a
contagem de S. aureus em agar
manita-sal-vermelho fenol e agar Baird
Parker, em média, resultou em 4,0x107
UFC/g. no meio utilizado para contagem
de B, cexeus todas as coldnias manita e
lecitinase positivas foram
caracterizadas coamo S, awrews, em
nimero compativel cam o encontrade em
agar manitol-sal-vermelho fenol e agar
Baird Parker. Seis coldnias suspeitas
de S. auwiews foram isoladas de
diferentes meios e identificadas pelos
testes de fermentagiio do manitol e
coagulase, sendo enviadas ao
Leboratdrio de Microbiologia de
Alimentos dc Instituto de Microbiologia
da UFRJ. Por cortezia da Dra. Alba
Licia noleto todas foram caracterizadas
coffo produtoras de enterctoxina tipo A.

Rev, Microbiol., S3o Paulo, 20(4):419-4290 QOut./Dez. 1989
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Concluimos que a presente intoxicagdo
foi causada ©por carne de perw
defumada, contaminada com S, awreusd
produtor de entercotoxina tipo A, e que
a contaminagdo provavelmente ocorreu
no préprio estabelecimentc comercial,
apds -0 preparo, uma vez qué apos ter

side adquirido o alurente foi
consumide num espage de  tempo  curto,
incompativel com a proliferagéo

bacteriana. E provavel que  outros
casos tenham ocorridos, uma vez que
diversos alimentos carnees foram
processadocs e comercializados pelo
estabelecimento, naguela ocasido.

Surrary

Cured turkey sold at a candy shop in
laranjeiras, RJ, containing 10, 0x107
enteroctoxigenic Staphytococcus
awrens/qg caused food poisoning in four
members of a same family.

Recebido para publicacdo em 27/2/8%9
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ESCHERICHIA COLI EM PRODUTOS CARNEOS COMERCIALIZADOS EM LOMDRINA - PR. 1 -
FREQUENCIA DE ESCHERICHIA COLI ENTEROPATOGENICA CLASSICA (EPEC)

Resumo

0 presente estudo foi reaslizado

Catarina M. Petri
Licic A.F. Antunes

Depte de Tecnologia de Alimentos e
Medicamentos

Centro de Ciéncias Agréarias
Universidade Estadual de Londrins

Caixa Postal 6006

86051 Londrina PR, Brasil

& Halha O. Saridakis

Dept? de Patologia Geral

Centro de Ciéncias Bioldgicas
Universidade Estadual de tondrina
Caixa Postal 6006

86851 Londrina PR, Brasil

para verificar a frequéncia de

linkagens de Escherdlchia cof{ entercpatogénica cldssica (EPEC) em
100 amostras de carne moida de segunds gualidade ¢ 93 amostras de
quibe cru. Das 193 amostras de alimentos analisados 93,78% continham
E. cofd, sendec cque 8,84% spresentaram algum sorogrupo de EPEC. Em
7,2% das amostras de carne moida cde seqgunda foram evidenciadas os
SOTrCgrupos 026’ G119 e Oq25- Em 10,71% das amostras de quibe cru
foram isoladas os SOFrogrupes 026, By42s Os5 & 0,,5. As cepas de EPEC
iscladas apresentaram resisténcia mdltipia a no mdxime trés das 15

drogas testadas. A ampicilina

foi a droga com maior populagdo de

EPEC resistente (&8,75% das EPEC isoladas) seguida da tetraciclina
(43,75%). A populag3o de EPEC estudada mostrou sensibilidadeacima de

93% para as outras drogas testadas,

Introdugio

Eschenichia cofl{ enteropatogénica
cldssica (EPEC} tem sido descrita
desde 1945 (3) como causadora de
diarréia em criangas. Embora se admita
gue as EPEC sdc patogénicas apenas
para criangas com, principalmente, até
6 meses de idade, alguns autores (5,
6, 16, 17, 20} sugerem gque possam
causar distidrbics gastrointestinais
também em adultos.

O mecanismo de patogenicidade das
EPEC  ainda ndco estd totalmente
elucidade. Szbe-se, no entanto, que as
cepas de FPEC necessitam de aderir e
proiliferar na mucosa intestinal do
hospedeiro para rmranifestarem  sua

excegdo a gentamicina (87,25%).

patogenia (1, 6, 17). Védrios autores
tém pesquisado a capacidade de alguns
sorogrupos de EPEC para produzir uma
citotoxina termolabil, semelhante a
Shigatoxina {4, 18, 21).

Os alimentos, principalmente os de
origem animal, geralmente se apresentam
contaminados por E. cofd e por isto
podem se tornar veiculos potenciais de
linhagens patogénicas dessa
microrganisme para © homem (15). Por
outro lado, pouco sSe sabe a respeito da
frequéncia de EPEC em alimentos, embora
05 sorogrupos Oyg, O1ps, 0777 34 tenham
sido descritos em varios ailmentos (5,
9, 13, 20) os quais, as vezes, estavam
envolvidos em surtos de diarréia.

Considerando-se que a carne moida é

Rev. Microbiol., sdo Paulc, 20{4): 421~426, Out/Dez. 1989
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mzito utilizada no preparo de varios
alimentos e que o© quibe € uma das
formas em que tal produte € consumido,
o objetivo desta pesguisa foi
investigar a frequéncia de Eacherdchia
cofi enteropatog@nica cldssica em
carne moida de segunda qualidade e
quibe cru e assim determinar o papel
destes alimentos na disseminagio desse
patdgeno para o hamem.

Material e Métodos

Amostras de  abimentos - Foram
analisadas 100 amostras de carne
bovina moida de segunda qualidade e 93
amostras de quibe cru. Estes alimentcs
foram cbtidos em casas de carnes e
supermercados, considerados de bam
nivel higiénico da cidade de Londrina
~ PR.

ILsolamento e identificagdo de E. cofd
- Para o isolamento de E. cofi foi
empregada a técnica de enriguecimento
proposta por Sack e col. ({19).
Assepticamente, 25 gramas de cada
amostra eram adicionadas a 225ml de
caldo Mac Conkey e homogeneizadas em
agitador metabdlico (modelo Dubnoff} a
120 ciclos/minutos durante 15 minutos
a temperatura ambiente.

Apos a howogensizagdo as amostras
eram incubadas a 37°C por 20 horas. A
seqguir, uma aliguota equivalente a
0,0iml desta cultura era transferida
para 30ml de caldo lauril triptose,
que era incubado a 44°C por 20 horas.

A partir do crescimente em caléo
lauril triptose eram feitas semeaduras
em duplicatas em agar Mac Conkey e as
placas incubadas a 37°C por 18 horas.
Ao final do pericdo de incabagdo,
selecicnavar—se, em média, para cada
amostra de alimentos, 5 coldnias
fermentadoras de lactose e 1 coldnia
nic fermentadora. A identificagio
bicquimica das coldnias selecionadas
foi feita segundo recomendagdo de
Rdwards & Fwing (7), utilizando-se os
meios de cultura simplificados
introduzidos por Toledo e col. {24,
25). Foram iscladas 510 coldnias de E.
coli das amostras de carne moida e 414
das amostras de quibe cru.

Pesguisa de EPEC - As 924 coldnias de
E. ecofl isoladas foram submetidas a

soroagiutinacio em l8mina, de acordo

Tabela 1 - Freguéncia de aparsacimente
de diferentes serogrupes de E. Co&L
entergpatcegénica cldssica isclados
de amostras de carne meida de segunda
e quibe c¢ru.

Simboles: K n®: ndmero da amostra de
quibe cru; € n? ndmero da amostra de
carne moida de segunda a) amostra com
mais de um sorcgrupo de EPEC; b) % em
relagdo ac total de EPEC iscladas.

Sorogrupos Amostras  Numero de
isolados positivas amostra(?)

026 27 16 (62,5)

aOFRAROoOFROOoOROR
=~
<

0142 g? 2 (12,5)

N
Ld
=~

055 X 5 1 ( 6,25)

0119 ¢ 37 1 ( 6,25)

0125 C 87 1 ( 6,25)

a

0127 K 8 t ( 6,25)

com Edwards & Bwing {7) utilizando-se
soros polivalentes e monovalentes. As
cepas de E. cofd gque apresentaram
aglutinagdo positiva eram novamente
testadas por soroaglutinagiio em tuba
(7} com soro diluido a 1:500.

Teste de sensibifidade a drogas - 2As
cepas dos diferentes sorogrupos EPEC
identificados foram submetidos ao teste
de sensibilidade a drogas utilizando-se
o método de difusdo de Bauer e col. (2)
e Sistema Coba {jui/85) da SBM (23).

Resultados e Discussio

Entre as 193 amostras dos alimentos
analisados, 181 (93,78%)
apresentaram-se contaminados com E.
cofdi, sendoc 97 (97%) das amostras de
carne moida e 84 {90,32%) das amostras

de quibe cru.



Tabela 2 - Frequéncia de isolamento de diferentes
sorogrupess de E. aokdl enteropatogénica cldssica em
amostras de carne moida de segunda e quibe cru?.

Simbolos: a) foram consideradas apenas as amostras de

alimentos com E£. codi; p) a mesma amostra foi considerada
para 0s soragrupos 0142 & §127; N.A. nimerc de amostras.

Carnemoida Quibe cru Total dos sorogrupos

Sorogrupc de EPEC
N.A. Z N.AL Z  N.A. Z
026 3 ~ 5,15 5 - 5,85 10 - )
0142 0 -0 2b - 2,38 2 - 1,%1
G35 0 -0 - 1,19 i ~ 0,55
Q119 1 - 1,03 -0 1 - 0,55
0127 0 -0 tb - 1,19 1 - 0,55
0125 1 - 103 90 -0 i - 0,35
Total de
EPEC/Tipo
de alimento 7 - 7,20 9% - 10,71 16 - 8,84
Total de
amostras
analisadas 100 93 193
Tabela 3 - Modelos de resisténcia a drogas
antimicrobianas apresentados por SOrogrupos de E.
cofd{ enteropatogénicas cliéssicas iscladas de carne
mpida de segunda & quibe cru.
Simbolos: -- = nenhuma cepa com tal modelo de

resisténcia; Tt = tetraciclina; Ap = ampicilina; Ge =
gentamicina; Su = sulfadiazina; Cl = cloranfenigol
Ka = ganamicina.

Modelos de

L= 026 055 0119 0125 0127 0142
resistencia ,

Cl Tt Su

Tt Ap

Ap Ka

Ap Ge

Ap

Ge

Tt

Sensiveis az todas
as drogas

Total de cepas
POT SOTOgrupo 10 1 1 1 1 2

[ Y
—
!
i
H
|
|
{
i

1
1
[
|
|
1
i
;
|
|
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Poram iscladas 16 cepas de E. cofd
enteropatogénica cldssica,
pertencentes a 6 diferentes
sorogrupos. De uma mesma amostra de
quibe cru foram isclados 2 sorogrupos
diferentes.

Na Tabela 1 est3o apresentados os
diferentes sorogrupos de EPEC isolados
das amostras de carne moida e de quibe
cru. dNa Tabela 2 estiio apresentados os
dados referentes a frequéncia total de
EPEC por tipo de alimento, bem como a
frecquéneia de isclamento de  cada
sorogrupo de EPEC entre as amostras de
alimentos com E. codd.

O sorogrupo 026 foi o© mais
frequentemente isolado, representando
62,5% (Tabkela 1) das EPEC iscladas. Os
estudos deste sorogrupo tém se tornado
importante nos Ultimos anos, jd que
algumas cepas desses  SOrogrupos
isolados de fezes diarrdicas humenas,
tém se mostrado capazes de produzir
uma citotoxina, chamada VEROtoxina (4,
14, 21). '

Carno mostram as Tabelas 2 e 3, os
demais sorogrupos de EPEC apareceram
com menor frequéncia. Todos oS
sorogrupos isolados neste trabalho, ja
foram anteriormente relatados em
alimentos (9, 12, 13, 15).

A incidénceia de EPEC em alimentos
ndo € muito estudada, sendo poucos os
trabalhos que relatam a observagdo
desse patdgenc entre os diverses tipos
de alimentos. Porém, pode-se notar que
a frequéncia de EPEC em alimentos de
origem animal € bastante baixa {9, 10,
13).

Neste trabaltho a
amostyras contaminadas por  algum
sorogrupo de EPFEC foli de  8,84%,
considerando-se o© total das amostras
de carne moida e quibe cru  analisadas
(Tabela 2). Esses resultados traduzem
un fato significative, j& que o5
sorogrupos de EPEC aqui isclados tém
sido relacionados com casos de
gastroenterites tanto em criangas como
am adultos por mecanismos  nAO
totalmente esclarecidos {5, 6, 14, 16,
17, 21). :

Os resultados do teste de
sensibilidade a drogas apresentados
pelos diferentes sorogrupos de EPEC
estio apresefntados nas Tabelas 3 e 4.
Das 16 cepas de EPEC . iscladas apenas
uma  apresentou resisténcie miltipla a
no méximo 3 das 15 drogas empregadas.
Sete cepas de diferentes sorojrupos

frequéncia de

Tabela 4 - Populagles sensivel e
resistente entre cepas de E. coll
entercpatogénicas isoladas de carne

moida de segunda e gquibe cru.

Cefalotina 16
Tobramicina 16

100,00
100,00

0,00
0,00

Sensivel Resistente
Droga n® %  n® 2

Cloranfenicol i5 97,75 1 6,25
Tetraciclina g 56,25 7 43,75
Estreptomicina 16 100,00 0O 0,00
Ampicilina 5 31,25 11 68,75
Ac. nalidixico 16 100,00 0 G,00
Canamicina 15 93,75 1 6,25
Gentamicina 13 81,25 3 18,75
Polimixina B i6 100,00 O 0,00
Amicacina 16 100,00 0 0,00
Sulfadiazina 15 93,75 1 6,25
Trimexazol 16 100,00 9O 0,00
Carbenicilina 16 100,00 0 G,00

0

G

apresentaram resist&ncia a 2 dregas e 7
foram resistentes a wsa droga. Apenas
uma cepa de EPEC foi sensivel a todas
as drogas. As cepas de sorogrupo 026
apresentaram diversos modelos de
resisténcia {Tabela 3).

Cbservando—se a Tabela 4, pode-se
notar gue nenhuma cepa de EPEC foi
resistente a -estreptomicina,
carbenicilina, cefalotina e
tobramicina. A ampicilina foi a droga
com  malcr populagdo de F. codd
resistente (68,75%) sequida da
tetraciclina (43,75%). Com relacgdo as
demais drogas a populagdo sensivel
esteve acima de 93% can excegio &
gentamicina (82,30%).

Tem sido notado ultimamente o aumento
da populagdo de bactérias intestinais,

isoladas de diferentes fontes,
resistentes a varids drogas
antimicrobianas e em especial a

tetraciclina e ampicilina (8, 11, 22).
Este aumento de resisténcia microbiana
a tais drogas pode ser atribuido ao uso
abusivo de antibidticos, tanto na
terapdutica hurana como animal, ou
ainda como aditivo de ragdes para
pramover o crescimentce animal.
Considerando-se todos os  aspectos
acima mencionados, parece pouco claro o
papel dos alimentos na disseminagio de
E. cofl entercpatogénica cldssica,
responsdvel por surots de diarréia no
homem. Portanto, torna~se necessario
dispensar maiores atengdes para o



estudo da frequéncia desse
microrganismo em alimentos de
diferentes origens e principalmente na
maneira pela qual esse patdgeno
exerce sua agdo patcogénica.

Sumary

Escherichia coll in meat products

commencialized in londrina - PR, T -

Frequency o4 cfassical
Tnizafpazhogenic Eschendichia cobd
EPEC

A survey was conducted to know the
frequency of classical
enteropathegenic  EAcherdichia cold
(EPEC) in 100 samples of second grade
grounp beef and 93 samples of keebe.
@f =ail the analysed samples 93.78%
were contaminate with E. ¢ofd and from
this total 8.84% had EPEC. The

seragroup Ogg, 9149 and 025 were
isclated from 7.2% the ground heef
samples and 10.71% of the raw ksebe
samples showed the serogroup 026,

O142m 855 and Bip7. The isolated EPEC
strains exibited multiple resistance
te a maximum of 3 drugs of the 15
drugs tested in this study. EPEC
strains showed maximum resistance to
ampiclliin 968.75% of isolated EPEC
strains) followed by tetracyclin
(4#3.25%). For the others drugs tested
except in case of gentamycin (81.25%),
the EPEC population showed sensibility
above 93%.

Referéncias Bibliograficas

1.Baldani, M.M.; Kaper, J.B.; Levine,
M.M.; Candy, D.C.A. & Moon, H.W. -
Plasmid-mediated adhesion in
enteropathogenic Eacherdichia coli.
J. Pediatr. Gastroenterol. Nutr.,
2:534-538, 1983.

2.Bauer, AW, ; Kirby, W.N.W.;
Sherris, G.3. & Turck, M, -
Antibiotic susceptibility testing
by standardized single disk method.
Am. J. Clin. Pathol., 45:493-49¢,
1966,

3.Bray, J. - Isolation of
antigenically homogensous strain of

Bacterdum  cofineopotitamum  from
summer diarrhea of infants, J.
Pathol. Bacteriaol., 57:1236-247,
1945,

425

4.Cleary, T.6.3; Mathewson, J.J.;
Faris, E. & Piekring, L.K. -
Shigalike c¢ytotoxin production by
entercpathogenic  Eacherdichia cobdi
SErogroups. Infect. Immun.,
47:335-337, 1985,

5.Costin, 1I1.D.; Voicelescu, D. &
Gorcea, V. - An outbreak of food
paisoning in adults associated with
Eschenichia coll serotype 86:By:H;, .
Path. Microbiol., 27:68-78, 1964,

6.Edelman, R. & Levine, M.M. - Summary

of workshop on entercpathogenic
Eschenichia cald  enteropatogénicas
isoladas ce alimentos. Rev.
Microbici., S&o Paulo, 16:49-55,
1985. .
7.Frank, J.F. & Marth, £.H. - Survey

of soft and semisoft cheese for
presence of fecal coliforms and
serotypes of enteropathogenic
Eschendichia cofl. 3. foad. Prot.,
£1:198-209, 1%78.

8.furtado, J.5. & Pereira, A.D. -
Sistema Coba: cepas resistentes &
antimicrobianos em 1984, ,.530 Paulo,

Sociedade Brasileira de
Microbioleogia, 1985. 20p.

9.Gelli, 0.5.; Tachibana, T.;
Oliveira, I.R.; Zamboni, C.q.;
Pacheco, J.A. & Spiteri, N.
Condigdes higiénico-sanitdria de

hortaligas comercizlizadas na cidade
de S3o Paulo, Brasil. Rev. Inst.
Adeolfo tutz, 39:327-43, 1979.

i8.Hall, H.E.; Brown, D.F. & tewis,
K.H. - Examination of market focds
to coliform organisms. Appl.
Microbiol., 15:1062-1069, 1967. °

11.Jehnson, W.M.; Lior, H. & Bezanson,
G.5. - Cytotoxic Escherdichia cotd
0157:H7 associated with hemorrhagic
colitis in Canada. Lancet, 1:76&,
1983,

12.Kornacki, J.L. & Marth, E£.H. -
Foodborne illness caused by
Eacherichia cofi: a review. J. Food.
Prot., 45:1051-1067, 1982.°

13.tevine, M.M.; Bergguist, E.J.
Nalin, D.R.; Waterman, D.H.;
Hornick, R.B.; Young, C.R.; Sotman,
S. & Rowe, B. - Escherdchia coifd
strains that cause diarrhea but not
produce heat-~-labile or heat-stable
enterotoxins and are non-invasive,
Lancet, 1:1119.1122, 1978.

i4.Levine, M.M. & Edeliman, R. -
Enteropathogenic Escherdichia cofdl of
classic sergtypes associated with
infant diarrhea: epidemiology and

b



426

pathogenesis. Epidemiol. Rev.,
6:31-51, 1984.

18.08Brian, A.0. & taveck, G.D. -
Purification and characterization
of Shigeffa dysenterdiae 1 - like
toxin praduced by Escherdichdia cold.
Infeet. Immun., 40:675-683, 1983.

19.Sack, R.B.; Sack, D.A.; Malhman,
1.J.; Orskov, F. & Orskov, I. -
Enterotoxigenic Eacheri{chia cofd
from food. J. Infect. Dis.,
135:313-317, 1877,

20.Schosder, S.A.; Laldwell, J.R.;
Vernon, T.M.; White, P.C.; Granger,
S.t. & Bennet, J.¥. - A waterbarne
cutbreak of gastroenteritis in
adults associted with Eschendichia
cofd. tancet, 1:737-740, 1968.

21.Scotland, S.M.; Day, N.P. & Rows,
8. .~ Production of a ecytotexin
affeting VERO cells by strains cf
Escherdichia cold belonging to
traditional enteropathogenic
serogroup. Fems. Microbiol. Lett.,
7:15-17, 1980.

22.5ilva, M.M,; Yamawoto, MLA. &
Severo, N.P.F. - Resisténcia 2
drogas, iiscsgenia e produgdo de
colicinas e hemclisinas em amostras
ce Escherndichia cofi
enteropatogénica. Rev. Microbiol.,
S8c Paulo, 14:254-258, 1983.

23.Sociedade Brasileiro de
Micreobioclogla, Fontes ceonuns de
erros no antibiograma. Bol. Coba,
S3ig Paulo, 2:3-5, jul., 1985.

24.7oledo, M.R.F.; Fontes, C.F. &
Trabulsi, L.R. - Mili: um mgio para
realizacdo dos testes de motilidade
indol & lisina descarboxilaze. "ev.
Microbiol., S&c Paulo, 13:230-235,
1982.

?5.Taleds, M.R.F.; Fontes, C._F. &
Trabulsi, L.R. - EMP: uma
medificagXc do meic de Rugal pars
a realizagdo simulténes dos testes
de produgio de gés & partir de
glicose, H2S, wurease e triptofane
desaminase. Rev. Microbiel., 53o
Paule, 13:309-315, 1982,

Recebido para publicagfo em 08/3/389



427

ESCHERICHIA COLI EM PRODUTOS CARNEOS COMERCIALIZADOS EM LONDRINA ~ PR. II -
FREQUENCIA DE ESCHERICHIA COLI ENTEROTOXIGENICA (ETEC)

Resumo

A capacidade toxigénica de

Catarina M. Petri
Ivcioc A. F. Antunes

Sept? de TYecnologia de Alimentos e
Medicamentos

Centro de Ciéncias Agrérias
Universidade Estadusal de Londrina

Caixa Pestal s001

86051 Londrina PR, Brasil

& Halha Q. Saridakis

Sept? de Patolggia Geral

Centro de Ciéncias Bioldgicas
Universidade Estadual de Londrinzs
Caixa Postal 6001

86051 Londrina PR, Brasil

amostras de Escherdichia cofdi

isoladas de 108 amostras de carne moida de segunda qualidade e de
93 amostras de quibe cru fol pesquisada pelos testes de Dean e alca

ligada de intestinc de coelho
termoestdvel {8T}. bs testes

para detecgdic de enterctoxina

de imunohemdlise passiva,

imunohemélise radiasl e alga ligada de intestino de coelho foram
ctilizados para detecglic de enterctoxina termeldbil {(LT). Nenhuma

cepa de E. coé{ enterotoxigénica

analisados, embora 93¥% das

foi isolada dos alimentos

amostras de carne moida de segunda e

90,32% das de guibe cru estivessem contaminadas por E. cofd.

Introducio

Geralmente, as condigGes
higiénico—sanitdrias durante o abate
de animais, transporte e

comercializagio da carne em nosso meio
sfo precdrias. Por isto € comm se
observar, cam freguéncia, a presenca
de Escherdichia cofi{ contaminando os
alimentos de origem animal (7, 8, 12,
15, 17, 2¢).

A carne moida e o quibe c¢ru, por
serem submetidos a intensa
manipulacdo, sdo alguns dos alimentos
mais  susceptiveis a  contaminacg8o
microbiana.

A constatagio de que um alimento
estd contaminado com E. col{ &
preccupante, considerando-se gque se
trata de um microrganismo de origem
fecal e «que apresenta linhagens

patogénicas para o homem e animais
domésticos {11, 16, 19). wnas dltimas
décadas tem sido descrita a presenca de
Eschendichia cof{ enterctoxigénicas
(ETEC) produtoras de  enterctoxina
termoestavel (ST} e/ou enterctoxina
termoldbil (LT} em diversos alimentos,
05 quais muitas vezes est3c associados
a surtos de toxinfecgbes alimentares
(1, 8, 11, 15, 17).

Apesar da importincia desse patdgeno
Como causador de toxinfecgbes
alimentares s3c poucos o©s  dados
existentes sobre a incidéncia de ETES
em alimentos no Brasil, especialmente
na regido de Londrina.

Considerando-se que a carne moida dJde
sequnda qualidade e o quibe cru sdo
duas das formas de carne mais
consumidas pela peopllagdo, o objetivo

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 20(4):427-431, Out./Dez. 1989
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deste trabalho fol pesquisar a
ocorréncia de Eachenichia CokL
enterotoxigénica nesses alimentos na
cidade de ILondrina-PR.

Material e Metodos

Amoatnas de  afimentos - Foram
analisadas 106 amostras de carne
bovina moida de segunda qualidade e 93
amostras de guibe cru. Estas amostras
foram cbtidas semanalmente, durante

nove meses em casas de  carnes e
supermercadeos  considerados de bom
nivel higiénico na cidade de
Londrina-FR.

Lsclamento e identifi{cacio - Para o
isolamentc de E. cofd foi empregada a
técnica proposta por Sack e col {17).
A identificagio biogquimica das cepas
de E. cotl foi feita segundc Bdwards &
Bwing (3) pelos testes bioquimicos
propostos por Toledo e col. {21, 22).

Detenminacdo de Zoxdigenicdidade - A
capacidade toxigénica das cepas de E.
cofi isoladas fol investigada através
dos testes de Dean (2) e alga ligada
de intestino de coelho (5) para
detecgdio de enterctoxina 87, Ha
detecgio de enterotoxina LT  foram
stilizados os testes de imunchemdlise
passiva em microplacas {14) & em tubo
(6}, imunchemdlise radial (23) e o
teste em alga de intestine de coelho
(5}). ’

Pesquisa de enferofoxina tewmoestdved
(ST} - Para o preparc de enterotoxina
ST, cada coldnia de E. cofd isolada
fol cultivada em tubc de ensaio
18x180mm, contendo 3ml de meio de
Caye. Os cultivos foram realizados sob
agitacdo, em agitador metabdiico
A{mcdelo DUBNOFF) a 120 ciclos/minutos,
durante 18 horas a 37°C. Apds esse
periodo as culturas eram centrifugadas
a 85C0g por 15> minutes. Os
sobrenadantes obtidos constituiram-se
nos extratos de cultura para se
pesquisar a enterctoxina ST.

O teste de Dean baseia-se no acdmulo
de liguido no lumen intestinal de
camundongos  recém-nascidos,  em 4
horas, provocado pela agdo de
enterctoxina ST. Para a realizagdo
desse teste, eram feitas misturas de
extratos de cultura de no maximo 4

cepas de E. coli para um volume Ffinal
de 1,0mi (os extratos misturados eram
provenientes de cepas de E. cold
isoladas de um mesma amostra de
alimento). A essas misturas
adicionava-se 1 gota de sclugie de azul
de Evans a 2% e 0,1ml destas misturas
era injetado diretamente no estdmago de
cada camundongo de um grupo de 3 a 4
animais, de 2 a 4 dias. Apds 4 horas os
animals eram sacrificados e seus
intestinos separados das  carcagas,
pesados e calculada a relagdo entre o
peso dos intestinos e o peso  das
carcagas (Pi/Pc). Para os grupos de
camundongos que apresentavam relacio
Pi/Pc maior ou igual a 0,070, o teste
era repetido, com cada extratc, em
camundongos e em algas ligadas de
intestino de coelho.

O teste em alga ligada de intestino
de coelho baseia-se no acumilo de
fluidos nas algas ligadas, provocado
pela enterotoxina ST am 6 horas. Para a
realizagic do teste, extratos de cada
cepa isclada de E. codd, eram aguecidos
em banho-maria fervente por 30 minutos.
Posteriormente, imi dos extratos era
inoculade nas algas ligadas de ccelhos
devidamente tratados. Decorrido & horas
da incculacdo, 08  animais eram
sacrificados e verificade , para cada
alga, a ocorréneia de dilatagio e
calculada a relagdc entre volume de
liquido/comprirento da alga (Vi/Ca).

Cs testes de toxigenicidade para
toxina ST eram considerados positives
quando & relagdio Pi/Bc era maior que
0,085 e a relagfio Vi/Ca era maior gue
1,0. Foram sempre incluidos nos testes
um  controle ST positivo e um ST
negativo.

Pesquisa de enterofoxina  Termofdbif
{LT] - A enterotoxina LT foi pesquisada
em 2 etapas. Na primeira etapa foram
utilizados os testes de imunchemdlise
passiva, modificado’(IHP, m) por Ramos
(14}, em microplacas com fundo em U e
de imunchemclise radial (IHR), segundo
a metodologia proposta por Yanc e col.
{(22). na segunda etapa -as cepas gue
apresentaram hemdlise parcial nos
testes anteriores eram submetidas aos
testes de lmuncherdlise passiva em tubo
{(IHP, t) seqgundo Evans & Evans (6) e
alcga ligada de intestino de coelho, com
leitura apds 18 heras, de acordo com
BEvans e ¢col. (5). Os extratos de

cultura de E. cofd foram testados
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Tabela 1 - Distribuicfo de £. €0€{ nas amostras de alimentos.

Amostra N9 de amostras N9 de amostras NQ de coldnias de
analisadas com E. coll {Z) E. coli estudadas
Carne moida 100 97 (977) 510
Quibe cru 93 84 (90,32%) 414
Total 193 193 (93,787%) 924
individualmente, em cada wa das

etapas.

Para & realizacgio dos testes de IHP,
m e IHP, t os extratos de cultura de
E. coli eram obtidos por sameadura das
cepas em tubo de ensaio 18x180mm
contendo o meio de Caye inclinado,
adicionado de 1,5% de agar e 90ug/mi
de lincomicina (14). As culturas eram
incubadas a 37°C e apds 18 horas o
crescimento bacteriano era
ressuspendido pela adigio de 1,5ml de
solugdo salina estéril e 0,15ml de
solugdo de polimixina a 2,2mg/ml,
preparada em tampdo de fosfate 0,04M,
pH 6,7. As suspensOes bacterianas eram
incubadas por 15 minutos a 37°C, e em
seqguida contrifugadas a 8500xg por 15
minutos.

Para a realizacgdo dos testes de IHR
e alga ligada de intestino de coelho o
preparo dos extratos de cultura de E.
cold era feite em tubos de ensaio
20/200mm, incculando—se cada cepa de
E. cofd isolada em 3ml de nmeio de
Caye. 0s tubcs foram incubados a 37°C
sob agitacgdo por 18 horas. BApds este
pericdo, era adicionado a cada tubo,
C,3mi de solugio de polimixina a
2,2mg/ml e as culturas incubadas por
15 minutos a 37°C, sendo em segquida
centrifugadas a 8500xg por 15 minutos.

Os scbrenadantes obtidos pelas
diferentes técnicas, constituiram-se
nos extratos de cultura para pesquisa
de enterotoxina LT.

Resultados e Discussdo

Os resultados referentes ao
isclamento de E. cold das amostras de
carne moida de segunda qualidade e
quibe cru estdo apresentados na Tabela
I.

serhwuma das cepas de  E. cof4
isoladas das amostras de carne moida e
de quibe cru apresentou capacidade
toxigénica.

De acordo com estudos realizados em

diversos paises, a incidéncia de ETEC
em alimentos € bastante varidvel.
Danielsson e col. (1), analisando
amostras de diversos alimentos
envolvidos em surtos de toxinfecgBes na
Sudcia  encontraram em dois casos
alimentos contendo ETEC, sendo que um
dos alimentos envolvidos era rosbife.
Escheverria e col. {4} nas ¥Filipinas,
em estudes com 51 amostras de alimentos
de origem animal e Jiwa e col. (10} no
CeilZc, caom 68 amostras de alimentos de
diferentes origens nfo isolaram cepas
de E. cofd com capacidade toxigénica.

Por outro lado, estudos realizados no
Brasil (8, 15) e nos Estados Unidos
(17} utilizando a resma metodologia de
isolamento de E. coédl empregada neste
trabalho, mostraram que a incidéncia de
ETEC em alimentos de corigem animal era
de 5 a 10%, predominando as cepas de E.
cofd{ produtoras de enterctoxina IT.

Com base nesses dados, pode-se notar
gque a incidéncia de ETEC em alimentaos
recal principalmente scbre os alimentos
de origem animal que sofreram algum
tipo de processamento. Esses alimentos
durante as diferente etapas do
processamento estdo sujeitos a
condigdes diversas cque podem favorecer
o desenvolvimentc de microrganismos
patogénices no produto final,
tornando-o fonte desse patdgeno.

% possivel que a auséneia de ETEC
entre as amostras de carne moida de
segunda qualidade e quibe cru estudadas
esteja relacicnada com algumas
restrigfes apresentada na metodoiogia
empregada. Segundo Mehlman & Romero
(13), metodologia empregando  altas
temperaturas de incubacgdo, ac redor de
44,5°C, a presenca de agentes seletivos
que geralmente sdo tdxicos &s cepas

togénicas, e a lactose como unica
fonte de agucar, criam conxdicGes
inadequadas para a sobrevivéncia das
cepas ndc patogénicas. Hill & Carlisle
{9) demonstraram gue o enriguecimento
para L. cofl em meios contendo lauril
sulfato triptose a 44,3°C ressultava em
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perda do plasmidio responsdvel pela
producio de enterotoxina e
consequentemente diminuia a eficiéncia
da metodelogia rotineiramente
empregada no isolamento de ETEC.

Também ndo foram detectadas cepas de
ETEC entre 250 amostras de fezes de
begerros (de até 1 més) com diarréia
na regi&c em estudo (18). no entanto,
apesar de poucos dados regionais isso
pode levar a supor que na regido de
londrina a ocorréneia de ETEC seja
baixa ou ausente.

Embora ndc tenha sido observada a
ocorréneia  de  ETEC  nos  produtos
estudades, acredita-se que o3
alimentos em geral representam um
papel importante no elo de transmisséo
desse patdgeno para o homem, sendo
responsabilizados por varios surtos de
diarréia em criancas e adultos.

Assim, pode-se concluir que €
urgente a adequagic e desenvolvimento
de metodoliogia de  isolamento e
identificagio de cepas de E. cofd
enterotoxigénica a partir de amostras
de alimentos, para melhor elucidacgdo
do problema das toxinfeccdes
alimentares por esse microrganismo.

Summary
Eschendichia coli in meat products

commenciabized {n Londaina-PR. 11 -
Frequency o4 enterotoxigenic
Eschenichia cofdl

The toxigenic ability of 924 strains

of Eschenichia cofd isolated from 100
samples of second grade and from 23
samples of raw keebe was investigated
by Pean test and rabbit ileal loop
test to detected enterotoxin 5T.
Passive immune hemolysis and rabbit
ileal loop fest were used to defect
enterotoxin LT. None enterctoxigenic
Eschendichia cof{ (ETEC) strain was
isolated from foods samples
investigated, althougth 927% of the
second grade ground beef and 90,32% of
raw keebe were contaminated by
Eschendichia cold.
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em dguas de diferentes regides do

Estado de S¥o Paulo fol pesquisada em 302 amostras de arigem
diversa, comg &guas naturais (lago, rio, ®ina, pogo artesianc e

raso)}, 4guas tratadas {potével

torneira e piscina) e 4guas

destinadas & criacfc de peixes (aqudrios e tanque de piscicultura).
As amostras de dguas provenientes de aguirias apressntaram a maior

frequéncia de positividade (88,5%),

seguidas pelas amostras de

dguas de pogos rases (33,3%), de lagos e rios {29,4%), de piscinas
(28,2%), de tangues de piscicultura (16,6%), de minas {12,5%) e de

dguas de torneira (&,2%). Ndo foram

dguas de pogos artesisnos.

encontradas micobactérias em
cepas lisoladas, 63,3% foram

caracterizadas como micobactérias de crescimento rédpido e as demais

como de crescimento lento. M.

tontuifum esteve presente nos

diversos tipos de dguas, constituindo 36,7% das cepas isoladas.
Butras micobactérias potencizlmente patogénicas foram encontradas

em mengr
examinadas estavam contaminadas

frequéncia. Verificou-se que a maioria das dguas

micobactérias potencialmente

patogénicas ou saprofiticas, sendo os principais reservatdriss as
dguas gue entram em contato com peixes & humanos comp as de aquario

e piscina.

Introducio

Apesar de sua descoberta datar do
século  XIX, somente em meados do
século XX é que as chamadas
micobactérias atipicas passaram a ser
reconhecidas como agentes infecciosos,
em casos de infecgdo nosoccmial (3),
de granuloma de piscina (18), infecgdo
ganglionar {8), e de indmeros casos de

micobacterioses disseminadas en
pacientes portadores de AIDS (10) e
nagueles subretidos &  hemedidlise
(13). BEstes farors motivaram os

- microbiologistas e médicos a voltarem

maior atengdc & esse grupo de
patdgencs oportunistas, presentes no
solo, na poeira, na 4dgua € nos
animais, renovandc o interesse no
estude de sua ecologia, visando a

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 20(4):432-441, Ouat./Déz. 1989



elucidagdo da rota de infecgdo humana
a partir de fontes ambientais.

Um trabalho recente de revisdo
evidencia a &gua cono reservatdrio
importante de micobactérias atipicas

(1). ©Estas podem sobreviver em
aerosois formades a partir das dguas
de piscinas e do mar {(1). Em
simuilagdes laboratoriais, foi

verificado que a inalagdo desses
aeroscis contaminados, podem causar
infecgbes  pulmonares  (17). Certas
espécies, como M. kansaii e M. xenopd,
580 mais adaptadas a 4dguas encanadas
do gue a aguas naturais, sendo
isoladas de NUMerosos locais
hospitalares, como reservatdrios de
nebulizadores e nEqiinas de
hemodidlise {17). A M. marinum, por
sua vez, tem como reservatdrio
particular as dguas de piscina,
tanques de piscicultura, aqudrios e
dguas marinhas (1).

Este trabalho tem como  objetivo
realizar em algumas regides do Estado
de S3o Paulo (Araraquara, Jaboticabal
€ Pirassununga) uma ampla investigacgdo
.da presenca da flora micobacteriana em
dguas doces de origens diversas,
detectar espécies potencialmente
patogénicas para o homem 2 as
pessivels fontes de  disseminacio
dessas espécies.

Material e Métodos

Amostras de dgun - Foram examinadas
302 amostras de dguas classificadas em
naturais (18 pogos, 16 minas, 51 lagos
e rics), tratadas (110 piscinas e 24
torneiras) e dguas utilizadas na
criagiio de peixes (35 aquarios e 48
tanques de piscicultura). As coletas
foram realizadas no pericdo de
novembro de 1984 a outubro de 1985 e
de Ganeiro a novembro de 1987. As
dguas de piscina e as da rede publica
foram coletadas conforme descrito
anteriormente (12); as demais, em
porgfes de um litro, sem adigio de
tiossulfato de s&dio. As  amostras
foram identificadas e transportadas
imediatamente ao laboratdrio, mantidas
sob refrigeragiio até o inicic das
andlises, por periodo nunca superior a
& horas.

Lsolamento de micobacténias - Volume
correspondente a 1 litro de cada
amostra de dgua foi  filtrado em
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mambranas de 0,45um. As  membranas
provenientes da filtrag8o das dquas de
pogos, de minas, de agudrios e as
dguas tratadas, cue supde-se mTENOS
contaminadas, foram submetidas a
tratamento previamente descrito (12,

13). As membranas provenientes de
filtragiio de dguas de lagos, rios e
tangques de piscicultura, que

teoricamente s3Ho mais contaminadas,
foram incubadas por 6 horas em caldo -
Infusdo de Cérebro e Coracio (Difco) a
35°C, wvisando a germinagiic de esporcs
{2}, e posteriormente submetidas 24
descontaminagdo dcida {12). Os
sedimentos ressuspendidos foram
semeados em duplicata em meio de
Lowensten-Jensen (L-J), em meio de I~T
acrescido de 500ug/ml de actidicne
(Upjhon), para inibir o crescimento de
bolores (7)) e em meio de L-J
adicionado de citrato ferrico
amoniacal (15mg/ml) para propiciar o
desenvolvimento de M. haemophitum (6).
Todos os tubocs foram incubados Aas
temperaturas de 30 e 37°C, com
observagic didria durante 7 semanas.
Cam a finalidade de se obter cultura
pura, as colénias com caracteristicas
de Bacilo Alcool Acido Resistente
{BAAR), que se desenvolveram nos
diferentes meios, foram ressemeadas em
placas de Petri contendo meio de IL-J,
pela técnica da  semeadura por
esgotamento em espiral e incubadas 3
temperatura de origem. As colénias
isoladas foram consideradas cepas
puras e repicadas para novos tubos de
L~J, para posterior identificacio.
Antes desta, nova verificagiio de
auséneia de contaminagio -foi realizada
pela técnica de Kinyoun modificada
(5).

Identigicagdo das micobacténias - BAs
cepas foram identificadas através dos
métodos  rotineiros  empregados no
laboratdrio de referéncia de
micobactérias do Instituto Pasteur de
Paris (5} e de outros recomendados por
diferentes  autores (15, 16} . A
identificacgdo foi complementada pela
analise do perfil de dcidos micdlicos,
de acordo can métedos descritos
anteriormente {4, 14).

Resultados e Discussio

Das 302 amostrasg de &quas
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analisadas, foram isoladas 117 cepas
de micobactérias. As diversas
procedéneias € o nunero de cepas  quer
as de crescimento rdpido (MCR), quer
as de crescimento lento (MCL}) por
local de coleta, s8o apresentados na
Tabela 1. Os  reservatdrios mais
promissores foram os agqudrios e as
piscinas, seguidos pelos tanques de
piscicultura, lagos e rios, pogos
rasos, minas e aguas de torneira.
Nenhuma micobactéria fol isclada a
partir de &guas de pogo artesiano.
Goslee e Wolinsk (7) encontraram maior
nivero de micobactérias em lagos e
aquarios, sequido em ordem decrescente
de dguas de piscinas, potavel, rios e
lagos.,

Segundo Razda (9), o grau de iimpeza
das dgquas ¢é importante para a
maltiplicagdo das micobactérias, as
quais crescem mal em ambientes onde
proliferam outros microrganismos. 0s
resultados desta pesquisa confirmam
essa  observagic, pois, a recuperagio
de miccbactérias a partir de dguas de
tanques de piscicultura, que sdo
altamente poluidas, foli cerca de 4
vezaes inferior & de aguérios.

Em relagic as 4aguas tratadas, os
resultados mostram que a recuperagic
de miccbactérias a partir de aguas de
piscina, que estio em contate com
superficies e secregdes humanas, foi
cerca de 18 vezes maior do que de
dguas de torneira. Este € um fato que
chamou a atengio pois esperava-se
isoclar micobactérias em  proporgoes
semelhantes tanto nas dguas de piscina
comc nas de torneira.

Observa-se também que houve
predominincia de micobactérias de
crescimento rdpido no  total  de
amostras analisadas, porém das 36,7%
de micobactérias de crescimento lento
isoladas, 23,9% estavam presentes nas
dquas tratadas,  indicando a
preferéncia  dessas bactérias pelas
dguas menos poluidas e sua resisténcia
a cloragdo.

Na Tabela 2 estic listadas as
espécies de micobactérias isoladas, de
acordo com sua procedéncia. Apesar da
adigdo de citrato férrico amoniacal ao
meio de I~J, ndo foli isolada nenhuma
M. haemophifum. Das 117 cepas
analisadas, 45,3% podem ser
consideradas potencialmente
patogénicas. A maioria desta (94,2%)
pertencem ao complexo M. fortudltum,

que é constituido por M. {fortuitum e
M, chefonel, agentes de abscessos
localizados e crénicos {19), de
infecgdes da cdrnea, e pulmonares, de
linfadenites (17) e ocasionalmente de
infecgBes disseminadas em pacientes
subretidos a hemodidlise com  fluides
contaminades (17). Chama-se ainda a
atencdo ac fato de bactérias deste
complexe  estarcom  presentes em grande
mimerc em aguas relacionadas  com
peixes {aquarios e tanques de
piscicultura, lagos e rios).

Outros patdgenos oportunistas, como
M. marinum, M, avium {nfracelfufare e
M. scrofufaceum, foram isolades de
dguas de piscinas. Segundo du Moulin e
Stottmelier (17}, 95% de infeccdo
micobacteriana dos nddulos linfdticos
da garganta de criangas, sdo causadas
por bactérias do cowplexo M. avium
intraceltutore ou M. sercfulaceum e a
contaminagic ocorre pela ingestdo de
dgua contaminada. As micobactérias do
carplexe M. ferrae foram  isoladas
tanto de dguas naturais como daguelas
destinadas & criagdo de peixes, num
total de 8 wvezes. BApesar de serem
consideradas saprdfitas ambientais,
tem sido relacicnadas & patologia
humana (19). Também Fforam isoladas
outras micobactérias, como M.
gordonae, M. smegmatis e outras de
crescimento rapido.

Para © estudo das caracteristicas
biogquimicas e de perfil de 4deidos
micoiicos, as micobactérias foram
reunidas em 4 grupos de acordo com ©
tenpo de  crescimento e producio  de
pigmento. No primeiro grupo {Tabela 3}
foram incluidas espécies de
crescimento rapido ndo pigmentadas (44
M. fontuitum, & M. chefoned, 4 M.

smegmatis e 1 micobactéria com
caracteristicas ainda ndo descrita e
dencominada desconhecida). As

micobactérias do camplexo M. 4oafulfum
sdo bioguimicamente ativas e podem ser
diferenciadas das outras de
crescimento  rdpido, geralwmente ndc
patogénicas, pela capacidade em
crescer no Agar MacConkey e produzir
em 3 dias, reacdo fortemente positiva
para o teste da arilsulfatase {11).

0 segundo grupo {Tabela 4)
constituide por micobactdrias de
crescimento rapido e produtoras de
pigmento  amarelo, reune 197 -cepas.
Embora preliminarmente . classificadas
camo M. awrum, M. phfed, M. vaccae, M.



fabela 1 - Distribuigdo das 117 cepas de micobactérias de crescimento
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répido’

(MCR) e de cresciments lento (MCL) isoladas, a partir de 302 amostras de 4guas ,

de acordo com a sua procedéncia.

Aguas netursis

Xgquas tratadas

Aquas para criagie

TCTAL
Sub : Sub Sub
Lago/Rie  Mina . Forn Pam 4, 1 Tarmeizs Placizwe oral Aquario Pacicut oral GZRAL
N A H 1 ¥ * N t X * -1 N 1 X ¥ + N 3 W T N L
MCR 2 1Bl 143 6 51 18 152 169 B 0 9.4 B B3I OS5 43 4 e HO83
HeL 6§ 51 2 17 -t - 5 68 1 ey T~ B a5 2 L7 5 43 7 B0 B %7
Tabela 2 - Kdimero e porcentagem das 117 diferentes espécies de micobactérias
iscladas, de acordo com @ procedéncia das 4guas.
. 3 3 # Gmlee  Dces M, avium
Procedéncia i BERdtm  Mgelowl M ogwgntiy  QoosMR L guoboew P A e S oEmiAm M osochtvesm \
Nt % H2 % Nt 3 Nt 1t W N % K% k] Ne % Nt % N “‘
Loga/Rin 7T &0 - - - - 5 43 - 2 L8 4 L4 - - - - - -
- Pogo Rawy : | L8 - - 2 L8 - .- - - - - - - - - - - -
Minn 1 0,9 - - - - - - - 2z .8 - - - - - - - -
Facina 1 a,9 5 4.3 1" Q9,9 2z 1.8 17 145 - - 7 60 1 0,9 13 0.9 1 0,8
Torneira - - - - - - 1 Q9 1 03 - - - - - - - - - -
AsTio I 256 1 9,9 I 0% 7 &40 1 8% 1 6% - - - - - - - -
Tanque - _ - - - - - - _ - - -
et 3 2,6 2 L8 2 L8 3 2,6
TOTAL « 15,2 2 1’8 8 §,8 11 9,4 1 . o4.9 i 0,9 1 Q,%

khodesige e M. parafortuditum, - hd
necessidade de un maior mimero de
testes complementares para confirmar a
espéeie. Ainda neste grupo foram
incluidas 4 cepas com caracteristicas
ainda ndc descritas. Todas as
micobactérias deste segundo grupo nio
cresceram em dgar MacConkey e

forneceram resultados negativos ou
fracamente positivos no teste da
arilsulfatase, devendo sexr

consideradas portanto saprofitas do
meic ambiente, ndo necessitando testes
bioguimicos adicionais.

‘0 terceiro grupo {Tabela 5}
campreende micobactérias de
crescimento lento ndo pigmentadas (8
do camlexc M. ferrae e 1 do complexo
M. avium intracelfufare).

O ultimo grupo (Tabela 6) carpreende
micobactérias de crescimento lento com
pigmentacgio entre amarelo ouro e
laranja intenso, € constituido por M.
goxrdonae, M. mardinum, M. scrofubaceun
e 11 micobactérias ndo classificadas.
A M. maadinum estd listada Jjuntamente

com as bactérias de crescimento lento,

porém pode eventualmente crescer em
menos de 5 dias a 30°C.

Entre as micobactérias classificadas
camo  desconhecidas, neste  quarto
grupo, existem 7 cepas com
caracteristicas rnorfoldgicas e
bioquimicas semelhantes &s de M.
gordonae, porém com perfil de &dcidos
micolicos diferentes. Isto mostra a

importincia da utilizacdo da
cramatografia em camada delgada na
caracterizagio de micobactérias.

Cutras 2 cepas apresentam todas as
caracter{sticas bioquimicas do
camplexo M. fennae, inclusive no
perfil de dcidos micdlicos, porém sdo
escotocromogénicas, ao passe que as
dltimas s3o ndo cromogénicas. Outras
duas cepas apresentam caracteristicas
bicquimicas e perfil de dcidos
mioodlicos diferentes das micobactérias
de referéncia.

Os dados ora apresentados mostram
que as dguas analisadas, gquer as
naturals como as tratadas ou  as
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Yabela 3 - Caracteristicas de micobactérias de crescimento

rdpido n3o pigmentadas.
Simbelos: *1 ND - nd#p determinade; *2 TCH,; _ hidrezida do dcido
ticfeno 2 diecarbaxilico 2ug/ml; *3TB1 - tiofenccarbazona 10ug/

ml; *4 NHzO0H - hidroxilamina 250ug/ml; *5 EMB - etambutocl 2
Zug/ml; *6PNB - dcido p.nitrobenzdico 500ug/ml; *7CS -
ciclaosserina a 30ug/ml; *8Capreo - capreomicina a 40ug/ml; *9
PAS -~ #cido p.aminossalicilice a 2ug/ml; *10CFA - citrato

férrico amoniacal a 15mg/ml.

Caracteristicas 44 HfexTudtom & WocTiefoned 4 M_smegmafis 1 .dpsconhacida
% (pecltlve) % %
€oidnias wistunis sd 101 100 100 +
Tenperetura cresclwento
3oeg 10 00 100 .
37eC tan 83,3 raa .
a2et To2%,4 0 50 -

Capacidnqn rrescimenin
g~ LY cobtendn

1EH, .2 104 1ag 100 +
AETONNRS ] 1cn ity 100 .
MH,TIH *a 100 100 100 -
£Md  s3 106G 190 75,0 -
FNB 6 100 100 100 B
(2 100 100 seo " -
Capreo *8 3.9 100 50,0 -
PAS *9 100 100 100 +
cra 40 3,7 100 75,0 -
Al 8e,2 ND 56,0 -

Capacidgde crescimento
gn fgar Myutyiente

3neC el 4 83,3 ND +
3ieC 100 KD 100 *
Agar Mac Conkey
F0°C 4] 100 HD ND
F7oC LERS ) np - e} -
Utillzacd3ce de frutose Halsd Q 100 v
Pravas bloquiricas
Mlacing o 13,3, g -
Hitzato {2h) 83,3 o 50,0 +
urdia {318hR) 75,7 B3,3 25,0 v
Arilssulfatage (34d) 54,7 160 0 -
Catalase
220C {(Fabmm) 86,17 80 50,0 -
6R°C 100 83,3 50,0 -
Tueen 30 (10d4) 82,0 B3,3 50,0 -
penictlinase ' 12,6 109 25,0 -
g glicnsidase 99,1 9 75,0 -
fcigos micdiicas .
1 100 | 100 {gg +
|43 0,9 109 0 -
IiF Q <3 g -
£V a k) 0 -
V. 00 8 100 -
Vi 0 4 4] .
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‘Tabela & - Caracteristicas de micobactérias de crescimento rdpidcd
produtoras de pigmento amarelo,
Simbolos: *1ND - n3o determinado; *#2 {+} - fracamente positivo.

Caracterfstica 10 H.paragort 2 M.aurum 1 M.phfed 1 H.vaccae 1 M.xhodes 4 M.
spsp 58 sp

Fredug3o de pigmento

Luz 100 + 100 + + + . > + +
Obscuridade 80 100 P . s e
Temperatura crescimento
30°C 100 100 + + + + + - +
379C 100 100 + + + + + + +
42°C 30 1ao - - - - - - -
Celénias visfveis
<5d 100 100 . . . e e s
Crescimento em L3 com
TCH 1aa 160 + + + + * * +
8, 100 00 - . o e s
NH20H h2e] [+] + - - - * - +
EMB 30 ] - - - - + - +
PNB 90 oo 1 + + + - - +
cs HO® % ND + ND - - + - +
Capreo 40 o - + - - - - -
PAS 100 100 ¥ + + + + + +
CFA 29 0 + + + + . - -
NaC} 70 160 + + - + v - -

Crescimento em
Agar Nutriente

37°C 100 109 + + + + + - -
Agar Mac Conckey 0 2 - - - - e - =
Utilizagdo de frutose 20 0 + + + + + * +
Provas bioquimicas
Riacing a ) - - - - - - -
Ritrato 100 100 - - - - + - -
Uréia (18h} 50 700 + + - + + - -
Arilssuifatase (3d} 50{+)e2 ] - - (+) - - -
Catalase
2Z°C>as5mn 30 0 - - + - - - -
&89C 30 100 + + + - + + +
Tweenr B2 (104) 190 100 . + ' - + + +
Penfcilinase (sh) s} 1900 + - » - +  ND -
8 glicosidase (3h) 3G 59 - + - - - - -
Acidos micdlicos
I 140 10e + + + + + + +
1 130 54 + + . - - - -
111 0 3 - - - - - - -
Iv 0 166 . . - - - - -
v 0 s} - - - et

¥I 100 1CC + + + + + + +
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Tahela 5 - Caracteristices de micobactérias

crescimento lento nZc pigmentadas.

Simbgles: *1{+):

fracamente positiva.

Caracterfsticas

8 Complexo M.{eanae

1 Compiexa M.aviwm - intage.

X positivo
Temperatura crescimento
3geC 100 -
37°C - 00 +
&zeC 8 -
Colénlas visiveis
<54 ] -
Crescimegnto em L3 com
TCH 100 +
81 100 *
NHoOH 100 -
EMEB ] ¥
cs 100 -
PNB 100 +
Crescimento em
Agat Nutrlente 0 -
Provas bioguimicas
Hizcina 0 -
Nitrato redutase (2h} 0 -
Urease {18h) 0 -
Arilssulfatase (3d) 83,3
Catalase
229C>45mm £3,3 +
(134 160 +
Tween 80 (10d) e -
Pentcilinase (5h) o} NO
8 glicosidase (3h) 100 -
Acidos micdilicos
1 100 +
I 50(+)#1 -
333 a -
v 16,8() +
v i} 4]
¥l 180 *




Tabela 6 - Caracteristicas das micobactérias de crescimento
reprodutoras de pigmento amarelo.

lento

. 22 M. gordonae
Caractrriaticas ¥ positiva

1 HLsexefubacewn

v M.omax (am

11 Micebact.desconn,

aR 38 2C 20
x X % X
Produgio de pigmento B
Luz 130 + + 100 100 100 160
Bhseuridane 11 + - 100 100 190 00
Tranrratura crescimento .
300¢ a0 - + 100 100 wo 100
37eg 100 + - 100 100 100 100
42eg a - - [s] Q 0 ]
Trescimento em £ cow
TCH o + + 08 10 oo 100
Tol 100 + - 100 i90 109 100
Nﬂznn 80 . ND 100 100 1G9 teo
EMB [+ + N a 0 il ]
PNE 100 + ND 100 100 100 G0
fo) ) HD ND o] a 100 1]
Crescimento em fgat Huttienip
3pes12a ey HO * ND KD ND NE
3794124 a - NG o ] a 2
Provas hioquinicas
Niaclna n - - 1] 3 a Qg
NMitrato redutase (7?h} 13,4 - - 1] o) 1] Q
Arilssulfatase (34) HD ND ND NO Rl 100 100
Catalass
22eC~n5mn a . - g 2. 1co 100
683C 58,2 * . 100 160 oo 100
Tugan BO (5d) 100 - @ 100 10¢ 190 100
I glicesidade NO NI NP ND NG [Eeta) Q
Ureasn 27.3 + 0 50 a 3 G
Acidos micslicas
I 1¢0 + + 00 100 100 e
11 0 - - v a 9 08
i1y FOHE - + 1e¢ 100 3] T
v 00 + . 00 a 4] 9
W =3 - - 3 0 a g
vi 4] 4 - iBg _icc 100 g
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utilizadas na criagdo de peixes,
albergam micobactérias potencialmente
patogénicas, podendo se tornar fonte
de contaminagdc humana. Tal fato,
assume grande importdncia, levardo-se
em conta que uma maior fragdo da
populagdo humana, estd se tornando
susceptivel a infecgio por
micobactérias do meio ambiente em
decorréncia do aumento do nmimero de
ingividuos com AIDS ¢ da preservagdo
de pacientes submetidos a cirurgias
graves pelo avangoe da  tecnologia
medica.

A medida que os baciles da
tuberculose humana e animal vio sendo
eliminados, as micobactérias atipicas
dificeis de serem erradicadas dos seus
reservatdriocs, podam tornar-se
principal residuc no problema de
infecgdo por micobactérias.

SusEIary

Prevalence  and distribution of
mycobacterda in wafern of some regions
o4 Sdo Paufo State - Brasil

The weoccurence of mycobacteria in
water of different regions of SEo
Paulc State was verified in 302 water
samples. The spurces included natural
water {lake, river, and water well),
treated water (swimming pool and
drinking water), and water in contact
with fish (fish tank and agquarium).
The water samples were collected from
Neovember 1984 ta October 1985 and
from January through November 1987,
One litre of each water sample was
filtered using filter mebrans
(0,55um) . Mambranes that filtered
more polluted waters (lakes, rivers
and fish tanks) were first inoculated
in 5Sml of Brain Heart Infusion and
incubated at 35°C during 6 hours for

spore germination. Than, all
membranes were treated with E]
sglution of 40% HpS04 during 12

minutes and neutralized with a 39%
solution of NaQH. The mixture was
centrifuged and the sediment
ressuspended in 2,0ml of sterilized
destiled water. The suspention (0,2mi)
cf each water samples was incculated
in 4 tubes of Lowestein-Jensen {(L-J)
medium and & tubes of Lwd with
500ug/m: of actidisne (Upjhon). The
tubes were incubated at 30°C and 37°C

and examined weekly during a 7 weeks
period. The 1identification of the
suspected cultures was made using the
routine testes (growth on Nutrient
Agar; Pligmentation in dark and light;
Niacin accumulation; Enzymes
activities; Iron wuptake; Growth on
MacConkey Agar; Srowth in presence of:

NaCi, Hydroxylamire, Capreomycine,
Cicioserine, Ethambutol,
p-Aminesalicylate, Thiophen-2
carboxylic acid hidrazide,

Thiosemicarbazone @end p-Nitrobenzeic
acid) with the addition of the
analysis of the micolic acids
profiles. Water samples from the
aquarium containec the greatest
abundance of mycobacteriam with 88,6%
of positive sources and followed by
water of well (33,3%); lake and river
(29,4%), swimming pcol water (28,2%);
fish tank (16,6%); spring {12,5%) and
drinking water (4,2%). The
mycobacteria ewas absent in all of the
artesian wells samples. 63.3% cof
positive cultures were rapidly growing
mycobacteria and the others wWere
slowly growing. 63,7% of cultures ware
members of M. fortuifum presents in
varieties of water samples. The cgthers
potentialy pathogenic mycgbacteria
were isolated in minor freguency. Its
was verified that many of the samples
analysed  were contamined with
potentially pathogenic mycobacteria
and other mycobacteria. The most
fruitful sources WEIE the water
associated with fish and man (aguarium
and swimming pool).
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EMPREGO DO METODO DE CO-AGLUTINACAD NA DETECCAO DE ENfERamxmA TERMOLABIL (LT) DE
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& Alfrede Flias Gilio
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Hospital Universitdrioc

Av. Prof. Lineu Prestes,
05508 S&c Paulo SP, Brasil

Das fezes diarréicas de 100 criangas {com idade entre zero a dois

ancs) internadas na Pediatria
Universidade de S&%o Paulo foram
Escherichia cofdi. E£stas foram

do Hospital #Yniversitdrio da
isoladas 100 amostras de
analisadas gquanto & predugic de

enterotoxina LT empregando-se o @métedo originalmente desenvolvido

por Ronnberg & Wadstrom {1983),
consistiv na coloragdo da suspensdic

cam ligeira modificag8o que

estafilocdcice pele corante

Ponceau 5. Como resultade obteve-se 7  amostras (7%) gue deram
reag#c positiva. A coloragdo facilitou a leitura quando comparada
com suspensdo nfdo corada. A metodolegia empregada poderd realizar a
detecgdo de amostras enteratoxigénicas em curto espago de tempo,
ista é, 24 horas para cultivo de E. cofi e mais uma hora e guarenta
minutes para extracio da enterctoxina LT.

Introducio

Entre as causas mais importantes de
morbidade e mortalidade infantil estdo
as diarréias detemminadas por vdrias
eticlogias e, em muitos casos, o©
responsdvel era detectado scmente em
cerca de 20% (15).

A relagio eticlégica entre
Eschendichia coll e doepga diarréica em
criangas foi estabelegida a partir da
década de 40 mas, as pesquisas sé
foram intensificadas a partir de 1969,
quando descreveram-se varios grupos de
E. cofd, entre os quais, as ETEC { €.
cofdl enterotoxigénicas) que produzem
duas classes de ehterotoxinas
citotdnicas conhecidas por ST
(termoestdvel) e T (termolabil) {13).

A relacgico das enterotoxinas ST e LT
é realizada por ensaios bioldgicos,
iminoldgicos e co-aglutinagio com
células de Staphyfococcus auwreus (1,
2, 4, 5,7, 8, 11, 12}.

Material e Métodos
1. Amostras de Escherichia cofd

As culturas de E. cofi - foram
isoladas de fezes diarréicas de 100
criangas {entre 0 a ¢ anos de idade)
internadas no Hospital Universitdrio
da Universidade de S&¢ Paulo, BRairro
Butantd, 8S3c Paulo, durante o anc de
1988. O isclamento foi efetuado no
rmeic de Mac Conkey (Difco} e

Rev. Microbiol., S&c Paulo, 20(4):442-445, Out./Dez. 1989



caracterizadas presuntivamente no meio
IAL (10), com confirmacio bioguimica
sequndo Edwards & Ewing (6).

2. Preparo da Auspensao de
Staphytococcns aureus (Kronvalf {9})

A cultura de Siaphytococcus awreus
cepa Cowan 1 foi cultivada em 100ml do
meio BHI {Difco} e incubada a 37°C
durante 18 a 24 horas sob agitacio.
Passado esse tempo, a cultura foi
centrifugada a 2.000g por 30 minutos e
lavadas duas vezes cam tampdo fosfato
(PBS). ©C rmaterial foi novamente
centrifugado e o sedimento suspenso em
10m: de PBS ac qual foram adicionades
formaldeido na proporgdo de 0,5%,
sendo deixado em repouso por 3 horas &
temperatura ambiente. Novamente
centrifugou-se e lavou-se por duas
vezes. O sedimento foi aquecido a 80°C
em banho-maria durante 10 minutos e
posteriormente submetido a teste de
esterilidade. O sedimento foi suspenso
em 1ml de PBS ao gqual adicionou-se
G,iml de antissorc CT {antitoxina do
Vibrio choferae) para sensibilizacSo
durante uma hora em temperatura
ambiente. Decorrido o tempo
adicionou-se ¢,Iml. de solugio de
Ponceau S para corar as células.
Rjustou-se o volume final para 10ml. A
suspensdac mantinha-se estdvel durante
4 semanas.

3. Extragdo da  enferotoxina LT
{Ronnberg § Wadstrom (12]}

As amostras de E. cofd foram
cultivadas em placas com dgar-sangue
{Columbia agar base, Difco, com 7% de
sangue desfibriconadc de carneiro)
durante 24 horas a 37 °C. Pe cada
amostra eram removidas 4 coldnias com
o auxilio de uma alga de platina e
adicionadas em 0,lml de solugic de
Pelimixina B (2mg/ml). A suspensfio foi
homogeneizada e incupada a  37°C
durante 1 hora, quando foi adicionada
0,00iml de solugio a 1% de Triton X
100. Passados 10 minutos procedeu-se &
centrifugacdo a 2.000g durante 30
mimutos. O  sobrenadante de cada
amostra fol Separada para a pesguisa
da enterotoxina LT.

4. Téenica da co-agiutinacdo [Romnbex
g Wad?sz‘}wm t12}1} 4 g

Uma gota do sobrenadante obtida da
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amostra lisada fol colocada sobre uma
lémina de vidro e ao lado desta, wra
gota da suspensdo de Siaphylococcus
awrews sensibilizada. As gotas foram
misturadas com um palito de pldstico e
depois cam movimento circular por um
periode de 2 a 5 minutos, quando era
feita a leitura, tendo-se o cuidado de
comparar sempre com o controle, tanto
positivo (lisado de E. cofi 2121/81 do
Instituto Adolfo Iutz) e negativo
(lisado de E. cofi{ 0111, ICB/USP}.
Foram consideradas positivas amostras
que apresentaram © mesmo Jgrau  de
aglutinacio chservada can o controle.

Resultado e Discussdio

Chteve-se 7 amostras {7%) que deram
co-aglutinaciio positiva entre as 100
examinadas. A coloracdo das células de
Staphylococews aurews pelo  corante
Ponceau S facilitou a leitura.

A sensibilizagic da suspensdo
estafilocdcica foi  realizada com
antissoro CT pela dificuldade
encontrada na obtengdo do antissoro
LT. Considerando-se que a toxina
colérica apresenta propriedades
bioldgicas semelhantes & enterotoxina
LT, bem como  a  presenga  de
determinantes antigénicos comns, a
utilizagio de antissoro CT permitira a
cbtencio de resultado similar {3}.

Sequndo Ronnberg & Wadstrom (12),
quardo se utiliza células
estafilocdcicas  sensibilizadas com
antisscro CT, a aglutinacgdo sé serd
observada quando as células de E. cold
lisadas liberarem no schrenadante
quantidades de 10ng ou mais de toxina
LT mas, se a sensibilizagio for
realizada cam antissoro LT, a
aglutinaciio ocorrerd com cerca de 5ng,
demonstrando haver majior
especificidade da reagiio com o
antissoro hondlogo.

A grande vantagem desta técnica, uma
ez preparada a SUSPensdo
estafilocdeica, que se mantém estdvel
por 4 semanas, ¢ sem  duvida, a
obtencio de resultado bastante
precoce, quanto a revelagBio de
amostras de £. cofd enterotoxigénicas,
pois s8c necessdrias 24 horas para
cultivar a amostra em dgar-sangue, e
mais o tempo para a extragdo da
enterotoxina que ndo demanda mais do
que uma hora e guarenta minutos. Além
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do mais, a sensibilidade da técnica jd
fol comparada com aquelas que empregam
culturas celulares Y1 e Cho (12, 14)

demonstrando - haver plena
compatibilidade com as mesmas.

Sumrary

Use of co-agglutination Hfest fox
detection of enterotoxin LT from

Eacherdichia cofl

It was  isclated 100
fascherichia cokli  from
children  .(up to 2

samples of
feaces of 104
years ald)

presenting diarrhea at the "Hospital
Universitdrio" from “Universidade de
S3c Paulao". The samples were analysed

for production of LT enterctoxin by
the method originally described by
Ronnberg & Wadstrom (1983). A slight
modification was introduced,
concerning the staining of the
syspension by Ponceau S dye. The
resuelits showed 7 samples (7%) wizh
reaction. Staining of suspension made
detection of agglutination easier,
whén compared to unstained samples.
This method might be useful for gquick
detection of enterotexigenic samples:
24 hours for growing £scherdichia coid
strains and 1:4Chs for extraction of
LT enterctoxin.

Agradecimento
Os autores agradecem a Profa. Dra.
Beatriz E. C. Guth pelo fornecimento
do antissoro CY.
Referéncias Bibliograficas
1.Bettelheim, K.A.; &racey, M. &

Wadstzrom, 7. - The use of
coagglutination test to determine

whether Australian and New Zealand
isolates of Fachenichia cofd
~produce . the heat-labile
enterotoxin, Zentralbl. Bakteriol.
Mikrobiecl. Hyg. A, 260:293-299,
1985.

2.Brill, B.M.; Wasilauskas, B.L. &
Richardson, 5.H. - Adaptation of

the Staphylococcal coagglutination
technrigue for detection of
heat-labile enterotoxin af
Escherichia coli. J. €lin.

1G.

11

12.

.Donta, 5.T7.; Moon, H.W. &

.Riccel,

Micreobiol., 9:49-35, 1979,

.Clements, J.B. & Finkelstein, R.A.

- Immunological cross reactivity
between a heat-labile enterctoxin
of Eschendchia cofi and subunits of
Vibaio choferae enterotoxin.
Infect. Immun., 21:1036-1039, 1978.
.Dean, A.6.; Ching, Y.; Williams,
R.G. & Harden, L.B. - Test for

Eschexichia cofé enterotoxin using
infant mice:application in a study of
diarrhoea in children in  Hegnolulu.
J. Infeect. Dis., 125:407-411, 1972.
Whipp,
5.C, - Detectisn of heat-labile
Escherdichia cofl enterotexin with
the wuse of adrenal cells in tissue

culture. Science, 183:334-335,
1874,

.Edwards, P.R. & Ewing, W.H. -
Identification of
Enterobacteriaceae. 3rd. ed.

Minneapalis, Burgess Publishing Co,
1972.

.Evans, B.J. & Evans, &.G. - Direct
serological assay for the
heat.labile enterotoxin of
Eschendichia cofd using passive
immune hemolysis. Infect. Immun.,
16:604-609, 1977.

.Honda, T.; Taga, S.; Takeda, VY.;

- Modified Elek test
heat-labile

Miwatani, 7.
for detection aof

enterotoxin of enterctoxigenic
Eschendchia cold., J. Ciin.
Microbieol., 13:1-5, 1981.

-Krenvall, G. - A rapid
slid-agglutinatiaon methad for

typing pneumococel by means of
specific antibody adsorbed to
protein A centaining staphylococel.
J.  Med. Microbiol., 6:187-190,
1973.

Pessoa, G.V.A, & Silva, E.A.M. -
Meios de Rugai e Lisina-motilidade
combinados em um sd tubo para
identificacido presuntiva de
enterobactérias. Rev. Inst. Adolfe
Lutz, 32:97-100, 1972.

L.C.3 Serafim, M.B.;
Siqueira, P.S. & Pestana de Castro,
A.F. - Usg de eritrécitos de
diferentes arigens em testes
sorocldgicos para a detecg3c da
enterotoxina termoldbil (LT) de
Eschenichia cold, de origem humana
e suina. Rev. Microbiscl. S%o Paulo,
19:217-222, 1988.

Ronnberg, B. & Wadstrom, ¥. - Rapid
detection by a ccagglutination test



13.

-Steinruck, H.: Samtiehen, S.;

of heat-labile enterotoxin in cell
lysates from blood agar-grown
Eschendichia cold, 3. Clin.
Microbiol., 17:1021-1025%, 1983.
Sack, R.B. - Human diarrheal
disease caused by enterotoxigenic
Eschernichia  cofd. Ann, Rev.
Microbiol., 29:33-353, 1975.
Ronnberg, B, & Wadstrom, T. -
Caompariscn cof a coagglutination
test with the GM1 - Elisa and Yi

adrenal cell ‘assay for the
detection of heat-labile
enterotoxin from Escherdchia cofd.
Zentralbl, Bakteriocl. Mikrebiol.
Hyg. A, 260:436-442, 1985.

.World Health Organization.
Scientific Working Group on
Epidemiology and Etiology

Eschenichia cofi diarrhoea. Bull.
WHO, 58:23-36, 1980.

Recebide para publicag3o em 22/6/89

445



446

EMPREGD DO TESTE DE IMUNOFLUORESCENCIA NO DIAGNGSTICO DA PESTE (INFECCAO PELA
YERSINIA PESTIS) NOS FOCOS DO NORDESTE DO BRASIL

Resumo

Para avaliar a 1impeortdncia

do

Maria Rdileuza Felinto de Brito
Darci Pascoal Brasil

Célic Rodriques de Almeida

& Alzira Maria Paiva de Almeida

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes
Caixa Postal 7472

Cidade Universitdria

50730 Recife PE, Brasil

emprego do teste de IMF na

metodologia das atividades de vigllancia e controle da peste nos
focos brasileires, foram realizados estudos com 10 wmacerades de

"ogols™® de puolgas infectadas

experimentalmente pela VYersinda

pestis, 10 amostras de pacerados de bagos de roedsres naturalmente
infectadas e 59 amostras de suco bubondtice de pacientes, obtidas

durante um surto de peste no

Estado

da Paraiba, em 1986. Os

resyltados das andlises mostraram gue o teste de IMF € inadequado
para a deteccdo da Y. pesflis em maceradores, entretantc apresenta
interesse no diagndstico da peste em material humanc e de roedores,

particularmente no caso de

amostras confaminadas ou gquando as

bactérias tenham perdido a viabilidade.

Introducio

As atividades de vigiléncia e

controle da peste nos focos do Brasil,’

envolvam a captura sistemdtica e
exames bacterioldgicos dos roedores e
seus ectoparasitos, para detecgdo da
Yensinia pestis e a pesquisa de
anticorpos antipestosos, através de
inquéritos soroldgicos entre roedores
e carnivoros domesticos ou silvestres
{5, 7).

Apesar do encontro frequente de
roedores carnivoros domésticos (cdes e
gatos) oriundos de todas as regides
que constituem focos de peste
nacionais, <o anticorpos contra a Y.
pestis {1, 2, 3, 5, 6, 7} os
isolamentos do bacilo tém  sido
escassos, mesmo durante surtos  de
peste humana (4, 6, 7, 14}).

Em vista da focalizacgfo da peste na
zona  rural {13), a maloria das
ccorréncias € registrada em locais
muito distantes dos centros de
diagndstice, as amostras obtidas para
exames sdo transportadas de diversas

maneiras e s6 chegam nos laboratdrios
onde sdc analisadas, vdrias semanas
depois da coleta (19). Algumas vezes
os processos empregados na conservagio
das amostras, ndo sdo adeguades,
acarretando a morte da bactéria.
Almeida & cols. (4) e Brasil & cols.
(14) obtiveram baixa positividade nas
amostras de material de roedores e
pulicidecs conservados de vdrias

maneiras para transporte e andlise

bactericidgica.

BEwbora o teste de Immnoflucrescéncia
seja considerado de grande interesse
na identificagic do bacilo da peste,
particularmente em carcagas
mumi ficadas ou putrefeitas de
roedores, inclusive longo tempo apds o
bacilo ter perdido a viabilidade (16,
20), até o marento nio foi adotade na
metodolegia das atividades de
diagndstico de peste no nosso Pais,
principaimente pelo fato do conjugado
ndo ser produzido comercialmente.

0 objetivo deste trabalho .foi
avaliar a eficdcia do teste de
immnoflucrescéncia direta (IMF} com

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 20(4):446-451, Cut./Dez. 1989



anticorpos especificos contra a fracio
antigénica, FlA da Yersdnia pestis, em
material proveniente de regides dos
focos de peste no Brasil.

Material e Métodos

Antigenos - Fragdo antigénica
especifica (F14) da Yersinia pestis,
extraida da cepa de peste AT122,
segundo Baker & cols. (11). Cepa de
peste P.PB 862, isolada de um paciente
do Estado da Paraiba, em 1986 (6), uma
cepa de Yersdinda pseudofuberculosis e
uma cepa de Yersdnia enferocokiidica
(colegio do Institute Pasteur de
Paris).

Antissono - Produzido em coelhos, por
inoculagdo intramuscular de suspensioc
de FIA em Adjuvante Incompleto de
Freund (Difco}.

Conjugado - Preparado por precipitagdo
das globulinas de antissoro de coelho,
com solugdo de Sulfate de Amdnio (40%)
e marcagdo com Isctiocianatoc de
Fluoresceina (FITC/Sigma) seguindo o
protocolo do "Plague Branch, Center
for Disease .- Control {CDC), Fort
Collins, Co, USA". Foi determinada a
"Routine Test Dilution™ (RID) por
diluigBes do conjugado em soro normal
e soro imune de ccelhos (anti-FiA) e
testes com esfregagos de bagos de
camundongos albinos, "Swiss-Webster”,
inoculados com a cepa P.PB 862. Uma
parte do conjugado obtido, foli diluido
na "RID" em sorc normal de coelho,
para o teste de imunofluorescéncia
(IMF+) e o restante em antissoro de
coelho, imunizado com F1A, para o
teste de inibig8o da fluorescéncia
(M=), (16). :

Teste de Jmunoffuorescéneia direta
{IMF) - Foram preparadcs. esfregagos em
duplicata de cada material, sendo um
para o teste de fluorescéncia (IMF+) e
outro para © teste de inibigio da
fluorescéncia (IMP-). Os esfregacgos
foram deixados secar naturalmente,
fizxados por ligeirc aguecimento,
colocados os  respectivos conjugados
(IMEY+ e IMP-) e incubados durante 30
minutos em clmara Umida a temperatura
ambiente. Apds dois banhos por imers3c
durante 10 minutos em salina tampconada
0,1 (PBS) pH 7,2, as 1ldminas foram
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secas e as laminulas montadas com
glicerol pH 9,5, para observagio no
microsedpio de fluorescéncia.

Materdial analisado - 10 "pools" de
pulicidecs (5 pulgas por “pool®)
infectados experimentalmente no
laboratdrio com Yersdinda  pestis,
macerados em salina e semeados no meio
de conservagdc e @ transporte de
Cary-Blair em novembro de 1987 e
mantidos desde entdco em temperatura
ambiente (14). 10 macerados de bacos
de roedores naturalmente infectados
pela Y. pestis, obtidos durante um
surto de peste no Estado da Paraiba em
1986, conservades o meio de
Cary-Blair a 4°C {6). 59 amostras de
suco bubondtico cbtidas de pacientes
cam diagndstico clinico de peste (7,
15) durante o© surto no Estado da
Paraiba em 1986 (6) e conservadas n
meio de Cary-Blair a 4°C. i
Como controles foram utilizados
esfregacos de bagos de. camundengos
recentemente mortos por infeccdo pela
Yersinia pestis, V. pseudotuberculosis
e Y. enterccolitica.

Testes sonofbgicos - Hemaglutinagio e
inibig8c da hemaglutinagsic segundo
recomendagoes do Comité de Peritos em
Peste da QMS (22).

Provas bacteriofdgicas - Os cultivos
para isolamento e identificagio da Y.
pestis foram realizados em Base de
Agar Sangue (BAB/Difco) e Calde Infusc
de Cérebro e Coracgf@io (BHI), sequindo a
metodologia descrita por Baltazard &
cols. (12}, Bahmanyar & Cavanaugh {10)
e Karimi (18}.

Inocudagdes - Camundongos albinos,
"Swiss-Webster”, foram incculados pela
via subcutdnea, com  0,5ml  das
suspensdes dos macerados de pulgas e
suco bubondtico dos pacientes,
mantidos no meio de Cary & Blair (2
camundongos por amostra) e processados
conforme descrito por Almeida & cols.
(8). Os maceradcs de visceras dog
roedores foram inoculades pela via
percutinea no dorso de cobaios segundo
recomendagbes de Karimi (18).

Resultados e Discussdo

Os resultados das . analises
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realizadas com os macerados dos
"rools”  de  pulicideos infectados
experimentalimente pela ¥. pestdis,
triturados de wvisceras de roedores
naturalmente  infectados e suco
bubondtico dos pacientes clinicamente
suspeitos de peste, obtidos durante
um surto no Estado da Paraiba em 1986
e conservados durante varios meses no
meio de Cary & Blair, encontram-se na
Tabela 1.

A Y. pestis fol encontrada em todos
os macerados de- pulicideos, por
cultivo em BAB, embora O crescimento
tenha sido escasso (menos de 100
colénias por placa). Tocdos os testes
de IFM realizados com essas amostras
foram negativos, apesar de repetidos
vdrias vezes, entretanto esfregagos
das cpldnias desenvolvidas no BAB,
foram positivas por IMF.

Segundo Cavanaugh & Handall (15},
no organismo do vetor invertebrado,
com temperatura inferior A 37°C, a V.
peslfis ndo sintetiza o antigeno FIA,
portanto © teste ‘de IMF  com
anticorpos especificos contra esse
antigeno, seria inadequado para a
detecgdc do bacilo da peste nas
pulgas. i

Por outro lado, Hudson & cols. (17)
obtiveram resultados de IMF negativos
nos exames de macerados de pulgas
recentemente infectadas no
laboratdrio pela Y. pestdis, mas
observaram (e, se oS macerados eram
semeados em caldo e incubados durante
24h & 48h a 37 °C, resultavam
positivos nos testes de IMF.

Esse processo de eariquecimento,
entretanto, s6 € exequivel e
condicbes experimentais, tornando-se
impraticdvel nos trabaihos de campo,
uma vez que segundc observagdes “de
Brasil & cols. (14) frequentamente as
amostras de pulgas recebidas para
eXames apresentam—se fortemente
contaminadas.

Apenas 2 macerados de pulgas

revelaram-se positivos pelas
inoculagtes: os camindongos
inoculados can essas  amostras,

morreram de peste, confirmada por
cultura e/ou IMF  positivos, ou
apresentaram titulo significativo de
anticorpos contra a F1A de Y. pestdis,
pelo teste de hemaglutinacgio (22).
Esses camundongos sdo altamente
resistentes & Y. pestfis e apresentam
DL50 superior a 1000 bacilos com as

Tabela 1 - Resultados das andliises
realizadas para detecgfo da Yersindia
pﬂéiié em material de origem humsna, de
reedores e de pulicideos conservades no
meio de Cary & Blair.

Simbolos: a - scroconversas nos
camundongos inoculados; b - reacgic
caracteristica na pele dos cobalios: ¢ -
soroconvarsio ou cultura e/fou IMF

pesitivos dos camundongos inoculados.

Numero de amostras snalisadas

{positivas)
Origem
IMP cultivo inoculacgoes
Homem . 59 (4) 59 (2) 4 (3)2

Roedores 10 (9) 10 ( 4) 10 {1)°
Puticideos 10 (0) 10 (10) 10 (D)€

cepas isoladas nos focos de peste no
Nordeste do Brasil, entretanto s#o
capazes de produzir anticorpos
especificos contra o antigeno FiA da
Y. pestis, mesmo quando incculados com
peduenc ninero de bacilos (9).

No caso das amostras utilizadas no
presente trabalho, é provdvel que os
resultados negativos nos testes de IMF
e das incculagdes, sejam devidos ao
pequeno mimero de bactérias existentes
nas amostras.

Das 59 amostras de suco bubondtico
colhidas dos pacientes durante o surto
de peste no Estado da Paraiba (6) e
gque se encontravam conservadas no meic
de Cary & Blair a 4°C a partir de
outubro de 1986, 4 foram positivas por
IMF. Destas cuatro, 2 desenvolveram
crescimento de Y. pestis ao serem
originalmente examinadas e quando
re—examinadas cerca de 30 meses mais
tarde. Uma dessas amostras havia sido
coletada =~ em um paciente
sorologicamente positivo pelo teste de
hemaglutinagfico para anticorpos contra
aFIA da Y. pestis e a outra de
paciente negativo para esse teste. A
cultura isolada do paciente era
produtora de FlA (6) e os camundongos
inocculados com o material- original
conservado no meic de Cary & Blair,
tfizeram soroconversdo. A falta de
resposta  soroldgica do paciente deve
estar relacionada & algume causa
individual e n3o & falta de FlA na
bactéria (7, 20). Das duas outras
amostras positivas por IMF, nenhum
crescimento bacteriano foi observado



nas duas ocasibes em que foram
cultivadas, embora tenham sido obtidas
de pacientes positivos pelo teste de
hemaglutinagio. Como além do teste de
IMF positivo, oS camundongos
inocculados fizeram soroconversfio, &
possivel admitir a presenga de
bactérias invidveis nessas amostras.
Os camundongos inoculados can uma das
amostras positivas por cultura e IMF,
morreram  precocemente, provavelmente
por toxemia € as culturas e testes gde
IMP foram negativos.

Quanto as 55 amostras negativas pelo
teste de IMF, 5 haviam sido celhidas
de pacientes sorologicamente positivos
e as demais dJde pacientes negativos
pelos testes soroldgicos. Os cultivos
realizados com 43 destas amostras nio

produziram nenhum crescimento
bacterianc quando’ originalmente
examinadas e 12 apresentavam

crascimento de contaminantes. Quando
re~examinadas, os cultivos dessas
amcstras também foram negatlvos.

- Bn relagdic acs 10 macerados de
visceras de roedores naturalmente
infectados pela Y. pestis e
conservades no meio de Cary-Blair
durante 32 meses & 4°C, 9 amostras
foram positivas por IMF e apenas 4
produziram crescimento de Y. pestis no
BAB, sendo 3 culturas puras e 1 con
predominidncia de contaminagfio. As 5
amostras negativas, apresentavam
crescimento apbundante de contaminantes
que padem ter sobrepujade o
crescimento da V. pestis.

G material dos roedores foi
incculado pela via percutfnea no dorso
de cobaias, procedimento recamendado
por Rarimi (18), no case de material
contaminado. Apenas 1 amostra cuja
cultura havia sido positiva, para a V.
peslis provocou reagic caracteristica
na pele do animal.

Apear do registro de reagdes falso
positivas pelo teste de IMF (21), os
camundongos inoculados com Y.
entenocolitica e V. pseudotuberculosis
foram negativos nas condigbes em gue
os testes foram realizados. O teste de
inibigdo da fluorescéneia (16) aumenta
a especificidade dos resultados.

Corparando oS resultados das
andlises realizadas com material de
origem hwrana, de pulgas e de
roederes, verifica-se que para a
detecgdc da peste em maceradores de
pulgas, © processo mals adequade € o
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cultivo no meic de BAB sendo o teste |
de IMF inadequado.

BEn relacdo ao material de origem
humana e de roedores, o teste de IMF
mostrou-se mais eficaz do -que os
cultivos e as inoculagtes.

Brbora conferindo um diagndstico
apenas presuntivo da infeccdo e nioc o
diagndstico de certeza que €& o
isolamento do bacilo, o teste de IMP
poderd ser de grande importincia no
diagndstico da peste humana e de
roedores & outros mami feros
principalmente nos cascs em que oS

processos utilizados no transporte
das amostras para exames tenham
inviabilizado o isolamento de Y.
pestis.
Summary

Use of dmmunofluorescent antibody test
in the plague diagrosis in the foci of
the Brazif

The wusefulness of the fluorescent
antibody test to FI1A antigen of Y.
pestis, in  the activities of
surveillance and control of plague in
Brazil, was evaluated Studies were
carried out on macerates of 10 peols
of fleas experimentally infected with
Y. pestis, 10 samples of material from
naturally infected rodents and 59 bubo
aspirates from clinically suspecied
pacients, collected during a plague
cutbreak, in the Paraiba State, in
1986. The resulis obtained shaow that
the IMF test is useless to Y. pestis
detection on the fleas triturates,
while is valuable for the diagnesis of
human and rodent plague, particularlly
when the samples are heavilly
contaminated or when the bacteria has
lost its viability.
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LIBERACRD DAS FOSFATASES ACIDA E ALCALINA REPRESSIVEIS DE NEUROSPORA CRASSA POR

DETERGENTES E SAIS

Resumo

0 efeito de diversos CcoOMmpoOstos

Ely Nahas
Luiz Carios de Assis
& José Carlos Zanon

Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Veterindrias de Jaboticabal UNESP
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14870 Jabeoticabal SP, Brasil

quimicos sobre a liberacg#o das

fosfatases 4#cids e alcalineg repressiveis de Newrospora crassa foi

estudado. A fosfatase dcida teve

atividade estimulada guando

adicionaram ao meic de cultura Twee 80, Tween 20 e dodecilsulfato de

s6dia {5DS) enguantoc que =&

atividade da fosfatase alcalina foil

faverecida por Tween 83, Tween 20, S$DS, desoxicolato de sédio, NaCl
g KEL1. Além do =feito sobre z liberacgdo das enzimas, os dstergentes

n3o idnicos, Tween 80, Tween

mistuyra de reagfo, estimularam

“Triton X-108, adicionades &

atividade da fosfatase dcida

enquante que os idnicos, taurocclats de sdadio e SDS, a inibiram.

£sse efeito nio foi observado
Concentragdes crescentes de Tween

com a fosfatase alcalina,

80 aumentaram & secregdo da

fosfatase dcida e de proteina. A liberag3o da fosfatase dcida fol
dependente do tempo, culminando a atividade da enzima apés 3 horas

¢a adigdo do Tween 80.

Introdugio

Foi demonstrado que & produgdo e
secregdo das fosfatases repressiveis
“estda na dependéneia  do  tipo. e
concentragiic da fonte de carbono
adicionada ac meio de cultivo de M.
crassa (15). No decurso deste trabalho
foi igualmente wverificado que a
atividade da fosfatase acida
repressivel secretada no. meioc de
cultura, pelo menos duplicava quando
sacarcse era substituida por Tweean 80
como fonte de carbono (dados  ndo
publicados). Da mesma forma, a
secregdo de eéenzimas tem sido
estimilada quandoe sacarose
monopalmitato foi utilizado camo fonte
de carbono de fungos e leveduras (21).
Campostos como Tween 80 e  outros
detergentes, solvente orgdnicos e
outros reagentes tém sido assinalados
na literatura como solubilizadores de
proteinas de membrana {6). Desta

maneira, a utilizagdo de detergentes

estimulou a atividade enzimatica da
sintetase de glucano em preparactes
particuladas de Paracoceddioides
brasifiensis (22) ou da fosfatase
alcalina em Cuscuta neffexa (11). Por
outro lado, a proteinase de Mucox
hiemafis, que se encontra ligada &
superficie micelial, foi liberada
quando se adicionaram cloreto de sddic
ou outros sais ionizdveis nc meio de
cultura (25). Igualmente, a proteinase
de Microcews  freudentedichii  fol
liberada por cloreto de sddic (12).

E inegdvel que imimeras substéncias
quimicas apresentam un ' papel
importante scbre a produgdo  ou
secrecdo de enzimas microblanas ou
vegetais. No entanto, © papel
fisicldgico que essas substincias
exercein sobre as fosfatases
repressiveis em culturas de N. crassa
ndc tem sido devidamente esclarecido.
Portanto, este trabalho tem por
objetive estudar o efeito que
detergentes e sais ifnicos adicionados

Rev, Microbiol., Sdo Paulo, 20(4):452—459, Out./Dez. 1989



ac meio de cultura ou & mistura de
reacdo apresentam sobre & atividade
das fosfatases repressiveis, acida e
alcalina, neste fungo.

Material e Métodos

Micronganisme - Foi utilizada a
linhagem selvagem de Neurospora crassa
St.L. 74A.

Meios de cultura e condigBes dos
cultivos - em tubo de ensaio, foi
utilizade o meic de Vogel  (24),
suplementado com 1,5 (p/v) de sacarose
e 1,5 {p/v) de dgar. BEm placa de Petri
de l4am de didmetro, utilizou-se S0mi
do meio de Crocken & Nyc (14) contendo
1,5 (p/v) de sacarose ou 0,5% (v/v) de
Tween 80, camo fonte de carbono, =
fosfatc 50uM. G pH foi ajustadc para
5,6 quardo se objetivou a secregdo da
fosfatase dcida e para 7,5 quando se
objetivou a secregio da fosfatase
alcalina. Neste caso, o meic de
cultura foi tamponado com Tris . HCL
50mM (16}.

Para a obtengdo do indcule, conidios
foram suspensos em dgua destilada e
esterilizada e filtrados para remover
micélio, Um volume de 0,5m1 da
suspensdo ajustada para 1x108
conidios/ml foi inocuiado por placa. A
incubagic das culturas foi feita & 30°
C. Apos o pericdo de crescimento, as
culturas foram filtradas para separar
o micélio e obtenciio do meic de
cultura isento de células para
determinacgio da atividade enzimdtica.
O pesc seco fol detemminadc por
secagem da massa micelial a 98°C por
24h.

Tratamento do jungo com agentes de
membiana ~ A culturas do fungo com 72h
de crescimento adicionaram-se, sob
agitagdo e asséticamente, 0s carpostos
relacicnadcs na Tabela 2. Apds ©
periodo de incubagiio, as culturas
foram filtradas ocomc acima e a
atividade enzimdtica determinada no
filtrado. Quando se pretendeu estudar
o efeito da concentragdo e do tempo de
incubagio do Tween 80 scbre a secrecio
das fosfatases,utilizaramse culturas
cam 48h de crescimento.

Atividade enzimitica - A atividade da
fosfatase drcida repressivel = foi
determinada pela incubagdio de uma
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mistura contendo p-nitrofenilfosfato
6mM  em tampdo acetato 0,1M pH 5.4 e a
enzima, num volure total de 2,0ml, 2
temperatura de 37°C  (18). Apds um
tempo apropriado, a reagdo foi detida
pela adigiio de Tml WaOH ™M e o
paitrofenol formedo foi determinade
pela sua absorbdncia em 405nm { £ =
17800 mol™lem?). A atividade da
fosfatase alcalina repressivel foi
determinada da mesma forma, apenas que
O tampdc acetato fol substituido por
tampdo glicina 0,3M pH 9,0, contendo
EDTA 1mM (19). Uma unidade de
atividade enzimética foi definida como
a liberagZo de Tumol de prnitrofencl
por hora. A atividade especifica foi
expressa em unidades por mg de micélio
seco.

Quando se procurou verificar o
efeito dos agentes de membrana scbre a
atividade enzimdtica, a mistura de
reagdo foli preparada como descrito
acima, porém acrescida do composto
conforme relagio da Tabela 3, num
volume total de 2,0ml.

Proteina foi determinada pelo método
de Lowry {(5), utilizando-se albumina
de soro bovino camo padrio.

Andfise esfatistica -~ Utilizou-se
experimento inteiramente casualizado
sendo que as médias dos tratamentos
foram comparadas pelo teste de Tukey.
O coeficiente de correlagio foi
testado pelo teste t.

Resultados

A atividade da fosfatase 4dcida
repressivel em meio de cultura tendo
Tween 80 cone fonte de carbono foi
pelo menos 4 vezes superior A
atividade encontrada em nmeio de
cultura contendo sacarose (Tabela 1).
Como a secregiio da fosfatase alcalina
repressivel esta sujeita a um controle
pelo pH (16), utilizou-se melio de
cultura tamponado com Tris: HBCl1 S0mM
em pH 7,5. nessas condigdes, a
atividade no meio de cultivo cam Tween
80 fol inferior 3 cohservada quando se
utilizou sacarose como fonte  de
carbono. O crescimento do fungo foi
relativamente baixo c<ar Tween 80
(Tabela 1).

Com o0 objetivo de se camparar o
efeitc do Tween 80 com QUtros agentes
de membrana adicionados ao meioc de
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Tabela ¥ - Atividade das fosfatases
repressiveis em diferentes em culturas de
N. crassa.

Simbolos: * = unidades/h.mg pesc seco; (1) =
meic de cultura ndo tampenado; (2) = meio de
gulturs tamponadc.

Fonte de Hicélio' Foafatase . Ricélio® Fosfarasse
carbono {mg/mL} acida* (mg/ml) alcafina*
Sacarose 1,2 4,2 Q,9 5.2

Tween 80 0,6 19,8 0,2 2,4
Tabela 2 - Efeite de vdrios detergentes e sais
adicionados ao meio de cultive de N. CAASAL

sobre a secregdo das fosfatases repressiveis.

Simbolos: * =
sgdic, 0Q,2M;

concentragZo final:
Tween 80 e Tween 20, §,5% {v/v} :

azida de

Triton X-100, 0,001% (p/v); SDS, taurocelato e

desoxicolato de sédio, 0,02% (p/v}; NaCl,

G, 5M

e KC1, 2,0M; ** = significativeo (p< 0,01).
Fosfatase acida Fosfatase aloerlina
Migaea* Atividade Atividade
enzimitica z enzimdtica H
{G/h.og} {&im.og}
Contrale 6,78 111 9,86 72
Azids de sadio £,13 160 13,61 100
+ Tveen B0 3,73 180 22,09 162
+ Tween 20 4,52 155 £9,63 145
+ Trikce %-100 6,68 10% 16,47 121
+ 505 9,65 157 21,42 157
+ Taurocolato de sédis $,83 95 £3,1% 96
+ Desoxicolato de sddio HD RD 27,20 200
+ RaCl 5,70 93 20,48 224
+ XC1 5,61 92 24,88 183
Teste F 20,240% 33,56
Denvio padric 0,62 1,98
D.K¥.5. (P = 0,05} 1,79 5,73

cultura de N. caassa suplementado can
1,58 (p/v) de sacarose, sobre a
secrecio das fosfatases, um conjunto
de ensaios fol realizado, sendo gque os
resultados estdc surarizados na Tabela
2. Bpds um periodo de incubagdio de 6h,
verificou-se que ndo houve diferenga
significativa entre o controle e o
tratamento com azida de s&dio. Com
relacio & fosfatase dcida repressivel,
chservou-se que a atividade aurentou
de pelo menos 55% gquando se canpararam
os tratamentos Tween 80, Tween 20 e
5DS com azida de sddio. O desoxicolato
precipita em meio &cido, razio porque
ndo foi ensaiado para essa enzima, Com
relagdo a fosfatase alcalina
repressivel, maior mimero de compostos

favoreceram a liberag8o da enzima. A
Tabela 2 mostra que Tween 8C, Tween
20, sDS, desoxicolato de s&ic, NaCl @
KCl giferiram em relagdo ao tratamento
com azida, favorecendc a secregio da
enzima em 44 a 124%. O Triton X-100 ¢
o taurocolato de sdédic nd&o influiram
significativamente sobre a liberagac
de nenhuma das fosfatases ensaladas.

A acdo desses compostos tawbdm  foi
avaliada sobre & atividade de
preparacbes enzimdticas livres de
células. Como se observa na Tabela 3,
a adigio de Tween 80, Tween 20, Triton
X-100, taurocolato de sddic @ SDS na
mistura de reagho da fosfatase dcida
diferiu significativamente do
tratamento cam azida, serddo que com OS
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Tabela 3 - Efeito de vdrios detergentes e salis
adicionados & mistura de reagio sobre a
atividade das fosfatases repressiveis de N.

cARAAA,

Simboles: concentragdo final: azida de sddio ,
0,02M; Tween 81 e Twesn 20, G,5% (p/v}; Triton

X-100, G,001% (p/v});

taurocolato e

desoxicolato dz sddic, 0,02% (psfv); NaCl, 0,5M e
KCl, 2,0M; ** = significative {(p< 0,01); NS =
nZo significativo {p<:0,01); NG - n3Eo determinado

Arividade relstive %

sdigoest A
Fosfataze acida ¥Fosfatase aslcalina
Controle 190,0
Atids de zédio 93,8
+ Tween 80 38,2
+ Tween 20 93,8
+ Trites X-i00 97,1
+ 3PS 101,45
+ Taurocolate de addio 98,2
+ Dasoxicolato de sdédio 94,9
+ HaCl 87,2
« X5 119,00 93,8
Teste ¥ 150,a7+* 3,04%%
basvio psdrio 5,77 4,04

b.H.5, (P = 0,05).

16,53 -

trés primeiros camponentes
constatou-se aumente da  atividade
enquanto que os dois ultimos causaram
uma redugdo. Por cutro lado, nenhuma
variagio aprecidvel da atividade da
fosfatase alcalina repressivel foi
constatada.

Quando se experimentou ¢ efeito da
incubacio por 1h de concentragdes
crescentes de Tween 80 sobre a
secregio da fosfatase gcida,
obtiveram-se: os resultados
apresentados na Figura 1. O efeito do
Tween 80 ccorreu em concentragido (o
baixa gquanto 0,01% {v/v) e, a partir
dai, houve um gradual aumentc na
atividade secretada que culminou com a
concentragio de  0,75% (v/v). A
quantidade de ©proteina secretada
aurentou a medida gue se aurentou a
concentragio do Tween 80 no meio de
cultura, verificando-se correlagdo com
0s valores de atividade da fosfatase
dcida {t=7,55).

Em outro conjunto de  ensaios,
verificou-se o efeito do periodo de
incubagio de N.crassg apds adigdc de
Tween 80 e/ou azida de sédio ao meio
de cultura sobre a atividade da
fosfatase dcida repressivel (Figura
2). 0s resultados obtidos mostraram
que pela adigio de Tween 80 ou Tween

80 + azida de sddic houve um aurento
significativo da atividade enzimdtica
em relacdo aos controles (tratamentos
com ou sem azidal), mesme no tempo
inicial de incubagdc. Observou-se
também que em ambos oS casos a
atividade maxima ocorreu apds 3 horas
da adigic do Tween 80, declinando a
sequir, enquanto que nos controles a
atividade permanecey invaridvel
durante o tempo do ensaic.

biscussdo

Corroborando resultades anteriores
(16}, wverificou-se gue a substituicio
da sacarose por Tween 80 como fonte de
carbone, afetou a atividade das
fosfatases acida e alcalina
repressiveis e o crescimento de N.
crassa (Tabela 1). BEm particular, a
atividade da fosfatase dcida  aumentou
substancialmente em meio contendo
Tween 80.

De forma geral, este trabalho
demonstrou o evidéncia que
diferentes compostos adicionados ao
meio  de cultura podem influir na
secrecdio  &/ou atividade dessas
enzimas. Assim, a fosfatase acida teve
sua atividade aumentada pela adigdo
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Figura 1 - Secrecdio da fosfatase 4dcida repressivel

2

culturas de N. eaassd contendo concentrag@es crescentes

de Tween 80. As curvas foram obtidas de egquacgles
regress3io polinomial., Atividade enzimdtica {(o):y
7,58 + 20,72x - 20,16x* + 5,66x> (Coeficiente
determinagdo, R®* = 0,71); Proteina (e): y = 0,29 + O
- 0,23x? (R® = 0,93).

=5 150
g I—
080
S
St
<
= 080
10,0 o
2
=
N
& La4o
g5
T
a Lo20
=
by
<
v} T T T —-C

o 04 08 12 16 20
CONCENTRACAO DE TWEEN 80%

Figura 2 - Efeito do tempo de incubagZo de N.

cAaAsd em meio de cultura contendo Tween BO
g,1% {v/v) e/ou azida de sddio 0,02M sobre a
secregfo da fosfatase dcida repressivel. As

curvas foram cbtidas de equagles de Tegresséo
polinomial. Tween 80 {(e¢): ¥y = 13,52 + 3,14x -
0,53x* (R? = 0,84); Tween 80 + azida de sddie
(#): y = 12,94 - 0,90x + 0,99x® - 0,13x” (R> =
0,%7); Nenhuma adig8o (8) e azida de sédic (&)
(testes F nde significativa}.

Eo 5
o
~
= °
15
3
: 4
<
=
;3 101
s
i
g 1 a
57 & A
g . i
=
Py
< 5 . T T : ;
o 2 4 . [
TEMPO DE INCUBAGCAC (h]
de 80, Tween 20 ou ShS, desoxicelato de
sulfatododecil de sddic {SDS) enguanto ¥Cl. Além  dos
que fosfatase alcalina foi compostos  ensalados

favorecida por Tween 80, Tween 20, ndc idnicos {Tween

ce

de
( 73x

(mg / mi)

PROTEINA

s&die, Nall

sais,

alguns

ou
dos

sdo detergentes

8G,

Tween

20 e



Triton X-100) e outros sio detergentes

iénicos  (descxicolatc de sédio,
taurocolate de sddio e SDS). Conforme
Reese & Maguire(20), como esses

compostos  aumentam a liberagio dessas
enzimas € apenas conjectural, peodendo
atuar tanto sobre a membrana Ccoo nos
componentes internos, de modo que a
interpretacio pode ser mais complexa
que uma simples mudanga de
permeabilidade da membrana .
Entretanto, a maior ou menor liberacdo
de enzimas por detergentes é
decorrenta de sua habilidade de afetar
a integridade estrutural de mambranas
bicldgicas (1).

Bn Adpergdldius  nigen (9), de 14
COMpOstos ensaiados, incluindo
detergentes, sais e enzimas liticas,
apenas estas favoreceram a liberagio
da fosfatase dcida da parede celular.
Em Paracoceidio{des brasifiensis (22},
concluiu-se haver diferencas entre as
estruturas de membranas da  forma
micelial e leveduriforme devide a
diferencas na solubilizagio da
sintetase de glucano. BEm N. caassa, a
liberagio da fosfatase alcalina por
maior nuimerc de compostos, pode estar
relacicnada com sua localizacgio
peripldsmica (13}, Além do mais, a
liberacio dessa enzima por MaCl e XC1
sugere que a mesma estaria ligada por
forgas eletrostaticas, da mesma forma
que a fosfatase alcalina de
Paeudomoncs aeruginesa a  qual @&
liberada em concentragbes altas de
Mgt (3).

Além do efeito sobre a liberagio de
enzimas, a adigdc desses compostos &
mistura de reagl8c também afetou a
atividade da fosfatase dcida
repressivel, mas nd3c da  fosfatase
alcalina. Assim o0s detergentes ndo
i8nicos ativaram a enzima enquanto gue
os idnicos a inibiram. Detergentes
anidnicos como SDS e Emal-NC inibiram
completamente  fosfatase dcida  de
Aspengitlus sailod enquanto que outros
tipos de detergentes ndo afetaram a
atividade da enzima {17). A fosfatase
dcida repressivel de levedura de
padaria mostrou ser mais sensivel ao
Triton X-100 que a fosfatase dcida
constitutiva (14). De 20 compostes,
entre sais e substdncias orgénicas, a
fosfatase alcalina repressivel  foi
inibida somente por fosfato e ativada
por EDTA {15).

A likeracdo de fosfatase dcida
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aumentou guando a concentragdc de
Tween 80 variou de 0,0t a 2% (v/v},
porém a maior atividade correspondeu a
ura concentraciio de  0,75%  (v/v).
EBfeito similar fol conseguido pela
utilizagio de Tween 40 na concentragioc
proxima a 1% sobre a sintese de
caroteno (10} ou com o sal KC1 que
favoreceu a secregdo da ‘fosfatase
dcida de Saccharomyces meffis (26). A
atividade da fosfatase deida
repressivel se correlacionou com o
teor de proteina secretado no meio de
cultura, em concorddncia com oS
resultados encontrados por Cheng &
col. em Paeudomonas aeruginosa onde a
fosfatase alcalina liberada se
correlacionou c¢com o aumento de
proteina secretada (3. Esses
resultados contrastam com os obtidos
por San-Blas & San-Blas (22).

Como fol demonstrado antericormente
(i6), a producdo e secregio de
fosfatases repressiveis esta na
dependéneia  do  crescimento de M.
crassa. A adigdo de azida de sddio ao
meio de cultura pode provocar severas
alteragdes no metabolismo celular (7,
23), porédm seu efeito ndo afetou a
atividade das fosfatases repressiveis
de N. crassa, porquanto ndo se
verificaram diferencas significativas
com © controle. Isso sugere um efeito
exclusivo dos compostos — ensaiados,
diferentemente do que foi obtido por
Kaplan (8} onde & atividade de
B-glicosidade acessivel ao substrato
foi reduzida a menos de 5% do
controle.

A liberacdo da fosfatase 4&cida
mostrou ser dependente do tempo, a
atividade méxima occorrendo apds 3h da
adig8o do Tween B80. Confirmando outros
resultados (Tabela 3), observou-se
aqui (Figura 2} um estimulo da
atividade da fosfatase no tempo
inicial de adigio do Tween 80 ac meio
de cultura. Esse tipo de resposta
também fol obtido quando se utilizeou
digitonina & 1%, admitindo-se entic
que a ativagdc da sintetase de quitina
de  Saccharemyces  cerevisiae  deva
envelver mais que uma mera
permeabilizacdo (2}).

Summary

Efution of nepresasibfes acid and
athaline phosphatoses from Neurospora
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crassa by detergents and safits
The effect of several ¢hemicals an
release . of repressible acid and
alkaline phosphatases from N. grassa
was studisd. The activity of acid

phosphatase was stimulated when Tween
80, Iween 20 and sodium
dodecylsuliphate (S8S) were added to
growth medium while the activity of

alkaline phosphatase was enhanced by
Tween 80, . Tween 20, S$0S, sodium
deoxycholate, NaCl, and KL . The
nenionic detergents Tween 80, Tween
20, and Triton X-100 stimulated the
activity of the acid phosphatase in
the reaction mixture while the ionic
detergents sodium taurccholate and SBS
had inhibited. This effect was not
observed with alkaline phosphatase.

Increasing ceoncentrations of Tween 80
enhanced the secretion of acid
phosphatase and protein. The release

of acid phosphatase is time-dependent,
the enzyme activity reaching a maximun
after 3h of addition of Tween 80.

Agradecimentos

A FAPESP pela concessdo de bolsa de
pesguisa {n2 83/2437-0) para um dos
auvtores (JCZ).
Referéncias Bibliogrdficas

1.Arnold, W.N. & Johnsen, 8.P, -

Effects o¢f polyenes,. detergents,
and other potencial memnranre
perturbants cn an gsmetolerant

yeasts, Saccharomyces nouxdii. Apal.

Environ, Microbicl., 43:311-318,
1982,

2.8ecker, J.M.; Enari, E. &
Loevitzki, A. - Guanine nuclectide
requlaticn of adenylate cyclase inm
permeabilized cells of

Saccharomyces cerevisiae. Biochim.
Biophys. Acta, 968:408-417, 1988.
3.Cheng, K.J.; Ingram, J.M. &

Costetton, J.W. - Release of

alkaline phosphatase from cells of

Pseudomonas ARAUGLRGAL by
manipulatian of cation
concentration and of pH. 3.
Bactericl., 104:748.753, 1970.
4.Crocken, 8. & Nyc, J.F. -
Utilization of L=

G-glycerophosphorylecholine by a

11

12

13

.Kaplan, J.G. - An inducible

.Komano, T. -

Krzeminski, L.F. &

.Matoo, R.L. & Matoo, P.R, -

Mg Dorald, I.J. -

.Mizunaga, 7. - Some

.Nahas, E.

.Nahas, E.; Terenzi, H.F. &

lecithin-deficiert strain af
Neurospora CAAAAL. Can, 3.
Microbicl., 9:68%-698, 1963.

.Hartree, £.P. - Determination of
protein: a modification of the
Lowry method that gives a linear
photometric response. Anal.
Biochem., 48:422-427, 1972.

.Helenius, A. & Simons, K, ~

Solubilization of membranes by
detergents. Biochim. Biophys. Acta,
415:29-79, 1975.

.Janes, 0.7.G. - The accumulatiaon of
amino-acids by fungi, with
particular reference to the plant

parasitic furgusBolryfdis gabag. 3.
Exptl. Bot., 14:399.411, 1963.
system
for the hydrolysis and transpeort of
B-glucosides in  yeast. J. Gen.
Physiol., 48:873-885, 1968.
Properties and
biosynthesis of cell wall-bound
acid phosphatase in  Aspeagdillus
niger.  Flant & Cell Physiol.,
17:537-549, 1976. :
Quackenbush,
F.W. - Stimulation of -carotene
synthesis in submerged cultures af
Newrospora crassa by surface.active
agents and ammonium nitrate. Arch.
Bhochem. Bicphys., 88:64-67, 19580,
Effect
of detergents on the alkaline
phosphatases of Cuscuta sxeffexa.
Phytochem., 13:1727-1729, 1974.
Localization of
proteinase in cells of a species of
micrecoccus. Can. J. Microbiol.,
8:785-794, 1962,

.Mgtzemberg, R.L. - Impligaticgns of

some genetic control mechanisms in
Neuroapona. Mizrobicl. Rev.,
43:361-383, 1979.

properties of
phosphate-repressible
and-constitutive acid phosphatases
of baker's vyeast. Agric. Biol.
Chem., £3;1211-1218, 197%.

~ Lontrole da producdo e
excrecgdc das fosfatases dcida (EC
3.1.3.2) e alcalina (EC 3.1.3.71)
repressiveis de NEwAospoho Crassd:
efeito da fonte de carbono e do pH
do meio de cultura. RibeirdoPreto,
UsP, 1981, 114p. {Tese Doutor).
Rossi,
A. - Effect of carbon source and pH
an  the prgduction ang secretion of
acid phosphatase (EC 3.%1.3.2) and



17

19.

20

21

22,

23.

24,

25.

26

alkaline phosphatase (EC 3.1.3.1)
in  Newrospora  chassa., J. Gen.
Microbiol., 128:2017-2021, 1982.

-Nagi, N.; Beppu, 7. & Arima, K. -

Acid  phosphatase of Aspergdiffus
Aaito4L: purification
properties. Agric. Biol. Chem.,
471:1835-1840, 1977.

Myc, J.F. - A repressible acid

phosphatase in Neutgspora crassa.
Bicchem. Biaphys. Res.
Communications, 27:183-188, 1967.

Nyc, J.F.; Kadner, R.J. & Crocken,

B.J. - A repressiblie alkaline
phosphatase in Newrospora crassa.
3. Biol. Chem., 2841:7468-1472,
1966.

.Reese, E.T. & Maguire, R, -

Surfactants as stimulants of enzyme
prodguction by microorganisms. Appl.
Micreobiel., 17:242.245, 1969:

)
.Reese, E.T7.; Birzgalis, R, &
M.

Mandels, ~ Sucrases in fungi.
Can. . J. Biochem. Phyciol.,
40:273-283, 196z2.

San-Blas, G. & San-Blas, F. -
Effect of detergents on
membrane-associated glucan
synthetase from Patacoccddioides
brasitiensis, J: Bactericl.,
152:563~-566, 1982,

Thevelein, J.M.; Beullens, M.;
Honshoven, F.: Hocbeeck, G.;
Detremerie, K,; Hollander, J.A.D. &
Jans, A.W.H. - Regulation of the
CAMP level in thea yeast
Saccharomyces cenguising:
intracellular pH and the effect of
membrane depclarizing compounds. J.

Gen. Microbiol., 133:2191-2196,
1987, :
vogel, H.J. « A convepient growth

medium for Newrospora. Microbial
Geneiics Bull,, 13:42-43, 1956,
Warg, H.L. -« Relgase of proteinase
from mycelium of Mucor hiemafis. ).
Bacteriol., 93:1794-1799, 1967.

.Weimberg, R. & Orton, W.L. -

Elution of acid phosphatase from
the cell surface of Saccharomyces
meflis by potassium chloride. J.
Bacteriol., 90:82-54, 1965.

Recebido para publicagfo em 22/03/89

459



460

CELLUL O YTEC ACTIVITIES OF HUMICOLA SP

Resumo

Virginia Maria Ganns Chaves
Daison Olzany Silva

Dept2 de Biologia Gerzal
Universidade Federsl de Vigosa
36570 Vigosa MG, Brazil

Walter Brune
& Maurilioc Alves Moreira

Dept? de Quimica
Universidade Federal de Vigosa
36570 Yigosa MG, Brazil

Atéividades cefufoliticas de Humicola 4p

0 fungo termo~celulolitico Humicofa sp apresentou aita atividade de
exo-B-D-glucanase {C;} ligada a célula e baixa atividade de endo-

B-Glucanase (Cx) ligada a célula

e no sobrenadante. Celulose

microcristalina fei melher induter de celulase & melhor fonte de

carbono do que carboximetil celulose.

A atividade de B-glucosidase

fol medida somente no sobrenadante da cultura e seu valer feoi maior
quando carboximetil celulose foi usada como fonte de carbono em pH

7.0.

Introduction

Generally fungus cellulases are
considered to be extracellular because
of their presence in the supernatant.
Cellulase activities are measured
during fermentation, usually on cell
free liquid medium. However the
presence of a specific enzyme in the
liquid medium is not necessarily proof
of its extracellular nature but can
also be a result of autolysis (16).

Microbial cellulase has recently
become of interest due to its
potential use in industrial
saccharification of cellulosic

substrates and producticn o©of single
cell protein (SCP).

Rodrigues and Volfova {14) suggested
that before practical application of
processes such as saccharification or
SCP, better knowledge is required of
the enzymatic mechanism involving
conditions during growth on cellulosic
substrates.

Hayashida and Yoshiocka {8) reported

the isolation of a thermophilic fungus,
Humicofa insolens, able to produce
significant quantitites of cellulase.
The isclation of a thermophilic and
cellulolytic fungus, identified as
Humicofa sp, able to grow very quickly
on microcrystalline cellulose, due to

cellulolytic enzymes under
investigation is reported in this
raper.

Materials and Methods

Micxoonganisms - Trichodeama reesed M
9414 from U.S. Ammy Natick Research and
Development  Center Command, wdatick,
Massachusetts was used as comparison to
our Hum{cola sp isolated from compost.

Cutfure . conditions - To produce
cellulase conplex the following
ingredients were used per liter of
distilled water: KH2P04 g' K HPO, 7g;

S04. THy0 1 ) 2S04 1q;
supplemented w1tg 0. 06% yeast extract,

Rev. Microbiol., S3c Paulo, 20(4):460-~465, Out./Dez. 1989



pH 7.0. For T. reesed the following
were used per liter of distilled
water: KH2P04 2q9; (&H4)2SO4 1.4g;
MgS04.7H,0  0.39; CaCl, 0.3g;
FeS04.7H;0  Smg;  MnSO,.H,C 1.6mg;
in30,.7H0 1.4mg; CaClp; Zmg, urea
0.3g, protecse peptone lg, pH 4.5
{15}). Microcrystalline cellulose
{cellulose powder, Avicel} or
carboxymethyl cellulose were used at
10g as carbon sources. All experiments
were done in  triplicates, each
consisting of 530ml of culture medium
in’ a 250ml Erlenmeyer flask. Mycelium
suspension obtained by scraping the
surface of fungal growth with an
inoculating loop from solid medium in
a culture tube was used as inoculum.

Assays - After growth of Humicofa sp,
the cells were harvested by
centrifuging at approximately 3000xg
for 15 min. Activities of exo—8-1,4
glucanase (EC 3.2.1.74), avicelase or
Cy and ~ endo-B-1,4 glucanase, (EC
3.2.1.4), (MCase or Cx were verified
in the supernatant and mycelium.
B-giucosidase (EC  3.2.1.2%1) Was
assayed only in the supernatant.
Microcrystalline cellulose {cellulose
powder) was used as inducer and
substrate of Cq. A suspensicn of 1.1%
microcrystalline cellulose was
prepared in 0.05M, pH 5.0, acetate
puffer. To 20ml of this suspension,
Tl of supernatant was added and when
mycelium was used, after rinsing with
distilled water and filtration on
cheese cloth, the whole mycelium was
used in the assay. The reaction was
conducted at 40 °C and shaken for 30
min (15). Aftrer the incubation pericd
samples of Iml  were taken in
duplicates in which Tml of 0.258 nNaCH
was added. .These samples were
centrifuged at approximately 2,000xg
for 10 min to remove residual
cellulose (13) and the reducing sugars
released in hydrolysis reaction were
measured by the 3,5 dinitrosalicylic
acid method (DNS) as described and
modified by Halliwell (7). The
absorbance was measurad at 540mm on a
spectrephotometer (Micrcnal, mod.
Digital B 242).

Carboxymethyl cellulose was used as
induced and substrate of Cx. A
solution of 0.44% carboxymethyl
cellulose in 0.05M acetate buffer pH

-substrate or
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5.0 was used. To 20ml of this solution
1ml of supernatant was added or when
mycelium was used, it was rinsed with
distilled water and filtered through
cheese cloth, and the entire mycelium
used in the assay. The reaction was
conducted at 40°C and shaken for 60 min
(15). After the incubation period
samples of Iml were taken in duplicates
and the reducing sugars measured by DS
method (7).

Microcrystalline cellulose and
carboxymethyl-cellulose were used as
inducer of B-glucosidase and  its
activity was assayed using
pnitrophenyl-g~-D—glucopyranoside
(p-8PG). A solution of 2mM p-aPG in
0.05M acetate buffer pH 5.0 was used.
To iml of this solution 50-100pl of
culture supernatant were  added.
Reaction was conducted at 40°C for 5

min. After incubation 2mi of 1M Nas(04

were added to stop the reaction (10).
The p-nitrophenol (p-iP) released was
measured at 405 in &.
spectrophotometer (Zeiss, mod. PMQ IX).
Protein was estimated according to the
method of Bradford {4) using bovine
serum albumin as a standard. After
enzymatic activity determination the
mycelium Was centrifuged at
approximatelyl2000xg -for 10min, rinsed

with distilled water ™ and filtered
through cheese cloth. to remove
residual  cellulose. Growth was
estimated according to the  method
of Calam {5}.

Results and Discussion

Activities of C] and C:}( were measured
by growing Humdicofa sp on mineral salt
media with microcrystalline cellulose
or carboxymethyl-cellulose as  carbon
sources {(Figure 1).

The fraction Cy was found only in the
mycelivm with high activity. The
fraction C, was found in the mycelium
and supernatant. Activity of C; shows
that this microorganism has a greater
capacity to hydrolyse microcrystalline
cellulose than carboxymethyl cellulose.
Since these are inducible enzymes
cellulolytic activities depend on the
type of cellulose utilized as a
substrate. Carboxymethyl cellulose is
not adequate for utilization as either
inducer; since  its
hydrolysis may result in
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non-metabolizable carboxymethyl sugars
even those with low degrees of
carboxylation {(10). The low capacity
of Humicoka sp to  hydrolyse
carboxymethyl cellulose and synthesize
Cx may be due to inability o
metabolize the resulting sugars of
this polymer.

Cellulose complex of Tadichodeama
neesed was considered to be
extra—cellular showing activity in the
culture media during growth. Vaheri &
col. (16) found that high proportions
of the activity that hydrolyze filter
paper 1is cell bound ard greater than
carboxymethyl cellulase activity. This
could mean that exo-8-1,4 glucanase,
which is identified as the initial
enzyme in  the highly organized
hydrolysis of ecrystalline cellulose,
perhaps is more linked to the cells
than endo-g-1,4 glucanase.

Results fournd agree with the
nypothesis of Mandels and Reese (11)
in which celivlolytic enzymes
initially are c¢ell bounding with
cell-cellulose contact essential to
begin hydrolysis. Binder and Ghose (3)
found that cellulase is not
biosynthesized without direct contact
of cells and cellulose. ~

Cellulases of the fungus Phiafophora
mafoium are partially cell free and
partially cell bounding during growth
on cellulose and carboxymethyl
cellulose {2). Vaheri. & col. (16},
growing Taichodeamg reesed in  culture
medium with cellobicse as an inducer,
found that the ability to hydrolyse
filter paper and  carboxymethyl
cellulose was detected on cell free
filtrates immediately after initiating
growth. Alsco they believe that this is
the " case of growth on cellulose;
activities are not detectable on
culture medium  because of the
cellulase absorption on cellulese.
Results suggest that cellulases are,
at least under these circumstances,
excreted in culture medium by living
cells of T. #neesed rather than a
result of autolysis. Studies on
cellulase production are hard to
understand because of enzyme
absorption by cellulose as mention=d
in many works (9, 12, 13). =

Berg and Pettersson (1) suggested
that c¢ellulases of T. virdde are part
of cell wall during exponential growth
and are only released in culture

medium after substrate  Thydrolysis.
Similar resuits were obtained by
Hagerdall & col. (6} who found that
activity of carboxymethyl cellulase
decreases on mycelium and increases in
the supernatant.

Moreira & col. {12} detected Cl
activity in the supernatant and in the
mycelium. Higerdal & col. (6) Ffound
that during exponential growth of
Theamoactincomyces ¥x 50% of
carboxymethyl cellulase activity
associated with the sclid part of the
culture, and in the stationary phase
this activity was "found both in the
supernatant and in the mycelium.

The fungus grew better  on
microcrystalline cellulose as a carbon
source than on carboxymethyl cellulose
(Figure 2). Moreira & ccl. (12) have
showna relationship hbetween increased
enzymatic activity and cellular growth.
8—glucosidase activity (Figure 3) was
greater when carboxymethyl cellulose
was used as carbon source rather than
microcrystalline cellulose. Figures 3
and 4 suggest a relationship between
the amount of protein in the
supernatant and B—glucosidase enzyme..
Herr (10) also found greater activity
of B-glucosidase when carboxymethyl
cellulose was used as carbon source.
The lower production of enzyme on
microcrystalline cellulose could be the
result of a regulatory system of
enzymatic synthesis. Small amounts of
B-glucosidase would be induced at the
initial phase of hydrolysis and at the
final phase large amounts would -be
induced.

Examining cellulase activities of T.
regsel (fable 1) and Humiceofa (Table 2)
after an 1l1-days growth period showed
that the later species produced greater
amounts of C; linked to mycelium on
mineral salt medium. T. 42esed in the
two culture media presented Cp and x
activity only in the supernatant while
a greater production was found when
fungus was grown on its optimum medium
(Table 1}. '

Humicofa and T. neesed f-glucosidase
production was greater on the, mineral
salt medium, pH 7.0, than on rich
media, pH 4.5. According to Stenberg
cited by Herr (10} B-glucosidase. is
very sensitive to low pH and T. xeesedl
is not considered a good producer of
this enzyme which explains the low
production even on its more favorable



Tahle 1 - Cellulase activity (CI, Cx and
B-glucosidase) in ug of released products per
m1 per minute, of Tadichodeama reesed and
Humicofa sp grown respectively at 25 and 40°C
for 11 days in optimum medium for T. Aeesed,
pE 4.5 and microcrystalline cellulose or
carboxymethyl cellulose as carbon sourege.

Enzyme Substrate T. zeesed Humicolz sp

Myceliua Supernatant  Mycelium Supernatant
-1

g released products. ml‘l_ win.

] Yicro-cellulose a 12.45 11.61 o

Cx CH-cellulose o 10.87 0.39 T2t
B-gluco~ Hicro.celinlese 3} 0.024 . b} 0.01%

sidase CH-cellulose 0 0.046 2] 0.074
Table 2 - Cellulase activity (€1, €x and

B.glucosidase) in Ug of rsleased products pe

r

mi per minute of Thdichodeama reesed  and
Humiccfa sp grown respectively at 25 and 40°C

for t1 days in optimum medium for Humicofa sp
pH 7.0 and microcrystalline or carboxymethy
cellulose as carbon source.

Enzyme Substrate . T. agesad Humleola sp

Hycelive Supernatant  Myceliom Supernatant
1 L o=1

ug released products. miT . min.

(W] Micro-cellulose 9 2.4 18.23 o
Cx CH-cellulese 3} 10.13 1.82 1.2t
#-gluco- Hicze.cellulose [+} 0.036 ¢ 0.019

sidase CM-celluloze o 0.205 [ 1.302

Figure 1 - Enzymatic activities of € and Cy
Humicofa sp.
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Figure 2 - Growth of Humicola sp.
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Figure 3 - B-glucosidase activity of Humicefa sp in the
supernatant. :

Q12

—a— MCROCAYSTALUNE  CELLWLOSE
G110 o M- CELLULOSE

aos
Q06
aga

Q.02

p- HITROPHENGL { ug s mi™ e mmt)

2 4 & & 0
HCUBATION  TIME {doys)

Figure & - Supernatant protein of Humicofa sp.

‘L —a— MICROCCRYSTALLINE CELLULOSE

= 801

g e CM - CELLULOSE

z

W 601

o

&

a

- 40

2

2 20l

x

Wl

a

>

« o S
0 2 4 6 8 10

INCUBATION TIME (doys)



medium  (Table 1) and greater
production on mineral salt medium
{(Table 2).

Summary

The thermophilic cellulolytic fungus
Hum{cola sp, presented high activity
of ewo—-B~D-Glucanase (€;) bound to
cells and low activity of endo-
8-D-giucanase (Cy) bound to ceils and
in the supernatant. Microcrystalline
cellulose was a better inducer of
cellulase and a better carbon source
than carboxymethyl cellulose.
B8-glucosidase activity was measured
only in the supernatant and its value
was greater when  carboxymethyl
cellulose was used as carbon source
with a pH of around 7.0.
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STUDIES ON THE USE OF ALKALOIDS FOR THE SELECTIVE INHIBITION OF WINE YEASTS
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Estudos sobre a inibicdo sefetiva de feveduras de wso enofdgico pox

afcaliides

£ste trabalho testa a utilizag3o cde alcaldides em meios de culturs

destinados & inibigdo seletiva

de linhagens de usc industrial,

germitindo o desenvolvimento de meios diferencizis necessdrios pars
técnicas répidas de caracterizag#c de leveduras, gque incluenm

principalmente a

recuperagic,

estabilizacio genética e

identificac#e de produtos de fus3ic obtides entre as azspécies de
Sehizosacoharomgees pompe e Saccharomyces cerevisiae.

Introducktion

The genetic improvement for
oenclogical yeasts which have been
developed by us include combinations
of normal culture media with certain
components which could work as natural
markers  {9) for the selective
inhibition growth of especific strains
(2). Propably due to their marked
physiclogical activity (%), among the
several tested active principles, the
alkaleids included in commercial media
have shown significant results from a
microbiological point-of-view.

Then represent a useful teol for the
development of new genetic improvement
and recovery techniques for £fusion
products, that makes  auxotrophic
markers unnecessary replacing  them
with advantagens by natural markers
{3, 8).

Our objetives were the development
of media that enable the recovery and
identification of fusion  products
obtained among strains of

Schizosaccharomyces and Saccharomyaes,
so as to permit an evaluation of the
possibility of gathering in one
genotipe, characteres of technological
importance.

Material and Methods

Culture Media - YEPD {7} pH 6.5 -
Bacto-Yeast Extract 10g; Peptone  20g;
Dextrose 20g; Bacto-dgar 20g; and
Distilled Water 1000ml.

YEPD pH 4.0 - the same composition
above with & pH reduced to 4.0 with the
aid of a concentrated malic acid
solution.

Athaloides Tested - Atropine Sulfate,
B.D.H. (British Drug Houses Ltd.),
fondon; Caffeine, Merck; Buquinine,
Merck; Ipecacuanha, Merck; Pilocarpine
Hydrochloride, Merck; Quinine Sulfate,
Merck; Sparteine Sulfate, Bayer & Cie,

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 20{4):466—469, Out./Dez. 1989
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Organism Serain Main characteristics

Sauxce/References Abreviations

Saccharomyces cenevisiae Montrachet Oenclogical use

Saccharomyces cenevisdine KL

Saccharsomyces cerevisise O Mendonza Very East growing and
pectinase producer

Sehizosaccharomyces pombe Benda I
malic acid

Saccharemyces cenevisize MBETC

X Schizosaccharomyees

pombe

Fusion preduct between
Montracher and Beada I

Bearer of Xiller character

Righ ability to decompose

Universzl Food Corperation, H
Usa

INRA, Montpellier, France KI
Fac.Ciencias Agririas, oM

“endonza, Argentina

Bayerische Landesansgalc B
fur Wein, Wurzburg, Germany

Institute de Biotecnologia, ]
Caxias do Sul, Brasil (2)

Figure 1 - Scheme of the Gradient Technique.
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Paris; Strichnine, Merck; Tecphyiline,
Merck; Veratrine, Merck.

Verification of Inhibition Rings - The
Montrachet and Benda I yeasts were
plated on “pour-plate" with YEPD pH
6.5 and YEPD pH 4.0, then 0.02g of
each alkaloid was added in points over
the media. Incubation was carried out
at 28 °C for 48hs.

The Gradient Technique {4] - Gradient
glass plates (14.0cm length x 9.0m
largex 3.5cm deep) were prepared by
using 75.0ml of slanted YEPD pH 6.5
with 2.0g of alkaloid added. After
solification 75.0ml of no-alkaloid
YEPD pH 6.5 were placed on the upper
part. A 48 hours diffusion makes
possible to have concentrations in a
range from 0.0g (left side) to 2.0g
{right side) in the plates (see
picture above}. The Montrachet, 0O
Mendonza, KI, MBETC and Benda I yeasts
were incculated in points. Incubation
was carried out at 28° C for 48hs.

Results

The results of inhibition produced
by alkaleids on Benda I and Montrachet
in YEPD pH 6.5 can be seen on Table I.
Sparteine, ipecacuanha and teophylline
inhibited neither of the two strains at
the tested pH and concentrations. On
the other hand atropine, caffeine and
strychnine, inhibited these yeast at
both pH 4.0 and 6.5, showing littie
influence of pH on the alkaloid
toxicity. Pilocarpine inhibited the
Montrachet strain only at pH 6.5 - not
at the pH 4.0; veratrine inhibits
Montrachet and Benda I, but only at pH
6.5. Quinine does not inhibit Benda I
at pH 4.0, differently from euguinine,
which inhibits both Renda I and
Montrachet but only with the pH 4.0.

Table II shows the results obtained
for different strains with the gradient
technique using alkaloids. Strychnine,
teophylline, euguinine, sparteine
sulfate and ipecacuanha produce no
strain inhibition at the concentraticon
used. The alkaloids pilocarpine
hidrochloride, ewxquinine, wveratrine,
caffeine, quinine sulfate and atropine
sulfate selectively inhibit certain
strains when utilized at the
concentration 2.0g/75.0ml, with the
gradient technique, '
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Table 1 - Inhibition of yeast growth by alkaloids.

Strzins/Medium YEPD pH 6.5

YEED oH 4.0

Alkaioids
Hontrachec

8enda I

Saccharomyees centvdside  Schirosaccharomyces pombe  Sacchaaomyees cexevidiae Schizosaccharomyees pombe

Hontrachet Benda X

Atropine Sulfare

Caffeine

Euquinine

fpecacuanha

Pllecarpine Hydrochloride
Quinine Sulfate

Spartine Sulfate
Strychinine

Teophylline

Veracrine

L R A R B

N N I B

Pt 4ot
[ N T B T S )

Table 2 - Verification of growth  inhibition by
using the gradient teéchnigue.
Alkaloids Level of inhibition
M oM KI MB B
Atropine Sulfate + * % + *
Caffeine - + + - +
Euquinine & b * * *
Ipecacuanha * * * * *
Quinine Sulfate + + + - +
Pilocarpine Hydrochloride #* * * * +
"Sparteine Sulfate * & #* * ®
Strychnine * * * * *
Tecphylline * % * * *
Veratrine * * - - -
General Discussion the purposes referred to above.
The results obtained showed
different modes of action (total Sumrary
growth, parcial growth and no growth)
for the "alkaloids tested. Inhibition This work tests the use of alkaloids in
os strains of different yeasts culture media destined for selectivs
depended, in part on the pH of the inhibition of industrial yeasts, making
medium used. it possible to develop differential
The selective inhibition of certain media for fast yeast characterization
strains, as observed with the gradient and identification of fusion products
technique (4), makes those alkaloids obtained ameng strains of
likely to be used as natural markers Schizosaccharomyces pombe and
in differential media for fast Saccharomyces cerevisiat.
identification of clones, ocutnumbering
studies (1) and alsc on genetic
inprovement  programs as  parental Acknowledgments
inhition factors. However, core should
alse take into consideration the water This work was supported by CPg/UCS
medium, so that mixtures could be and the PEDECIBA (PNUD URU 002/84)
homogeneous. Since caffeine, Programas.
veratrine, quinine and euquinine are
not totally socluble, the most
recamended alkaleids are atropine and References
pilocarpine, due td their good
solubility in c¢ulture medium, which 1.Barros, NLM. Carrau, J.L.;
make it possible precise and Serafini, L.A. & 0illon, A.J.P. -
reproducible results, so that especial The wuse aof differential culture
selective media can he obtained for media for the contrel of
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Caracterizagdo do fungo Humicola sp termo-cetuloliiico d{sofado de

compoALo

A espécie termofilica do funge Humdicofs sp, capaz de crescer em

celylese como fonte de carbono,

foi isclada de composto. © fungo

apresentou melhor crescimento a temperatura de #0°C =2 pH 6.0. A
auséncia de K* ou a pfesencga de citrato a 10mM em meic de cultura
inibiram seu crescimento. A inibicg3o na presenga de citrato fol

devida a seu efeito gquelante ce Mg**.

0 fungo fol capaz de utilizar

as seguintes fentes de carbcne: acetato, &gar-&gar, amido,
carboximetilcelulose,  celobiose,glucese, lactose, manose & xilose.

Introduction

Thermophilic cellulolytic
microcrganisms have advantages over
mesophilics such as  fast  growth,
increased enzymatic activity and more
stable enzymatic system at  high
temperatures, thus allowing better use
in industrial microbiclogy (4).

BEven though many microorganisms
hydrolise cellulose, this hydrolysis
is, usually, very slow due to the
inadequate proportion of enzymes make
part of the cellulase system as well
as the low capacity of synthesis (10).

Among the microorganisms able to
hydrolyze cellulose are Ruminococcus
atbus, Cytephaga spp, Cellutomonas
spp,  Pseudomonas spp, Bacdllfus spp,
Clostnidium spp, Tadichoderma vindide,
Pepdcdtlium funicutosum and Fusarium
Aofand (7, 11). _

The isolation from compost of a
thermophilic species of Humicefa which

presented a high growth rate with
cellulose broutht interest and its
physiology was studied.

Materials and Methods

Isclation and culiune of The
microorganism - The thermophilic fungus
used was isolated from a grass and
bovine manure compost by - direct
isclation using a scolid selective
medium at 42°C (2).

The medium consisted of (analyvtical
grade chemicals per liter of distilled
water): KHoPO, 7g; KoHPCy 2g; MgS04.
TH50 G.1ig; (aH4)5504 1g9; pH 7.0;
supplemented with yeast extract 0.06%
and cellulose powder {(native celiulose
thin layer chromatography, Merck) 1%.
The medium was scolidified by adding 15g
of agar-agar. After purificaticn the
culture was maintained &t roon
temperature in test tubes containing

Rev. Microbicl., S3c Paulo, 20(4):470-476, Out./Dez. 1989



PDA (potato dextrose agar).

Characrenization - Optimom  growth
temperature was determined by
incubating liquid cultures at
temperatures of 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55 and 60°C. pH growth
range was determined in O.1M buffer
solutions. HC1-Glycine for pH 3.0 to
3.5; acetate buffer for pH 3.5 to 6.0;
and phosphate buffer for pH 6.0 to 8.0
{3). Dependency on potassium as a
growth factor of the fungus was
determined by substituing sodium. The
culture medium used had a potassium
concentration of %5mM using potassium
phosphate. The culture medium was
supplemented with sodium phosphate to
maintain an anion concentration of
95mM. The use of different carben
sources was verified in liquid culture
in which the carbon sources were:
acetate, agar-agar, starch,
carpoxymethyl-cellulose, cellobiose,
powdered cellulose, citrate, glucose,
lactose, mannose or xylose at 0,25%.
Citrate inhibition in the range from 0
toe 20mM was determined by cultivating
the fungus in mineral sait medium
supplemented with yeast extract 0.06%
and glucose .0.02M as carbon source.
Three series were established, the
first with no added citrate, the
second with citrate and inoculated at
time zero; and the third with c¢itrate
added after 36h of growth.

Each treatment was done in three
replicates with one 250ml Erlenmeyer
flask containing 50ml of culture
medium being a réplicate. A mycelium
suspension obtained from a 14 day old
culture grown at 40° C, was prepared
by flooding and then scraping the
surface of the medium with an
inoculating loop. Characterization,
except when mentioned, was done by
cultivating the fungus at 40°C for 120h
in the culture media already described
using gluccse 0.02M as carbon source
supplemented with 0,06% yeast extract.

Growth deleaminalion - Growth was
determined by dry weight. The material
was centrifugated at approximately
3000g for 15 wminutes at  roon
temperature,  washed twice with
distilled water, placed in weighing
pottles, dried at 80°C to constant
weights (5).

471
Results and Discussion

The isoclated fungus was identified
as Humicofa sp by Drs. M.P. Corlett
and §.J. Hughes {Biosystematics
Research Institute, Ottawa, Canada).
The fungus grew at temperature ranging
from 20 to 60°C (Figure 1) for 120h,
with the optimum temperature for
growth being to 40°C. Alexopoulos and
Mims (1) define a thermephilic fungus
as cne with optirum growth
temperatures Dbetween 35-40°C and that

-grows in the range of 20 to 50°C,

therefore Humicofa sp is thermophilic,

The fungus presented better growth
in pH 6.0 (Figure 2} with growth
inhibition bhelow pH 6.0. The
dissymetry presented by the curve
(Figure 2} can be related to
observations of fungus dependency on
the K' cation (Figure 3) for its
growth.,  The is required in a
minimum concentration of 9.5mM for
growth and 19mM  for optimum growth.
Harold (6) reported that the
accumulation of k% is compensated by
proton efflux or concurrent  anion
accamulation. Stock and Roseman (14)
established that the melipicse
permease  system of S. zgph{munium
requires as co-transport ma’  cation.
Silva and Dobrogosz (12} showed that
this co-transport is assoclated to the
proton efflux of cells. Transport
regulaticn of glucose in filamentous
fungi is known fo be tied to the.
activity of XxT/H* ATPase and thus
subjected to the cell energy state
control (8). '

The fungus was able te grow in 10 of
the 11 carbon sources tested (Figure
4). The hydrolysis of celluleose is
attributed to the endoglucanase and
exogiucanase fractions which acting in
synergism are able tc hydrolyse the
crystalline form. Growth in  this
carbon source shows that the fungus is
cellulolytic.

Citrate is known to chelate pivalent
metal ions that are reguired for
metabolic activity (9). Citrate in the
concentration of 10mM was sufficient
to inhibit the growth of the fungus
(Figure 5). Growth inhibition by
citrate can be explained by its
chelating effect with Mg'™", required
as a = co-factor for the
phosphotransferases or with other
mineral ions present in the media such
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Figure 1 - Optimum gQrowth tempesrature for
Humicofa sp.
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Potassium growth dependency for

3

Figure
Humicola sp.
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Figure 5 -~ Citrate growth inhibiticn.
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Figure 7 - Citrate inhibition overcome by Mg**.

n
B

2.01

DRY WEIGHT OF MYCELIA (gxL™)

as it or  Fe'tt, necessary for
cellular, growth (1).

Addition of citrate to the culture
medium in the final concentration of
20mM at time zero and at 36h after
growth initiation {Figure €) resulted
in inhibition of fungus growth. If
citrate acted as a chelating agent,
one could suppose that in 36h the
metallic ions necessary for the fungus
growth were not absorbed in sufficient
levels so that it could grow at a
‘normal rate in citrate presence.
Citrate addition after 48h of growth
did not cause an inhibitory effect
(data not shown). Souw and Demain {13}
cbserved that 20h is sufficient time
for the Xanthomonas campesinis grown
in fermentor to absorb all the
metallic icns necessary  for  its
growth, and even in the presence of
citrate, growth was not affected., The
chelating effect of citrate was
confirmed when the inhibitory effect
aof citrate was overcormed by increasing
amcunts of Mgt (Figure 7).

Summmary
& thermcphilic species of Humdicofa sp,

able to utilize cellulose, was
isolated from manure coampost. The
fungus presented better growth at a
temperature of 40°C a pH 6.0. Absence
of XK' or presence of citrate at 10mM
in culture medium inhibited its
growth. Inhibiticn in the presence of
citrate was due to its chelating
effect with the Mgt ion. The fungus
was able to utilize as carbon socurces:
acetate, agar-agar, starch,
carboxymethylcellulose, cellobiose,
cellulose, glucose, lactose, mannose
and xylose. '
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As populacBes de Pythaium spfendens Braun, em Latossolo vermelhg-Escuro
com 16% de umidade, ndc foram grandemente afetadas pela temperatura na
faixa entre 9° g 33°C, mas a colonizaglc de sementes de meld3o (Cucumis
melo L. cultivar "valenciano") fol suprimida a 12° e a 36°0. Houve
interag¢8o entre umidade do solc e temperatura, & a mais alta taxa
de colonizagdo de sementes ocorreu a 25°C em solo com 24% de umidade.

Introdugio

A temperatura do solec pode  ser
influenciada pelas condigtes
climdticas, vegetagio de cobertura,
teor de umidade e profundidade (4}.
Flutvagbes de temperatura sdo mais

frequentes do que temperatura
constantes. Em meio de
batata-cenoura-agar, as temperaturas
minima, Stima 3] mExima para

crescimento de Pythium apfendens foram
5%, 25% e 34°C, respectivamente (12).
Robertson (16) werificou que P.
splendens apresentou apenas tragos de
crescimento a 5% e 40°C, sendo maior
taxa de crescimento micelial,
37mm/dia, a 30°C.

A melhor temperatura para Pythium
spp no sole, sequndo Rajan & Singh
{(15) foi de 20°C. Lumsden et al (11}
encontraram correlagio negativa entre
elevacio de temperatura do ar e
populaciio de P, aphandidermatum e
Pythium spp no sclo. A incidéncia de
tombarento de pré~emergéncia  em
acafrdo bastardc cultivar "Gila" (
Carthamus Linctordius L.) causado por
P. sptendens, foi de 100% a 16 e 20°

C, e de 86% a 32°C (8). Em viveiros de
dendezeiro (ELagis guineensis Jacq.) o
sombreamento  reduziu a incidéncia de
P. splendens e Rhizoetonia Yametlfifera.
(1.

Tendo em vista a insuficiéneia de
dados sobre o comportamente de P,
splendens no solo, foram montados, sob
condigdes controladas, dois
experinentos para avaliar os efeitos
da temperatura e da umidade do soclo
sobre as populagdes desse fungo

Material e Métodos

Utilizou-se cepa heterotdtica de P.
splendens fornecida por F.C.
AMburquerque e isolada de pimenta o
reino (P{pes nigrwm L.), no Estado do
Pard - e responsdvel por podridao
radicular e tombamento (2). P.
splendens & espécie que geralmente se
comporta como  heterctdlica, samente
formande drgdos de reproducio  sexuada
quando culturas compativeis sio
colocadas em contacto. N80 produz
Zoosporos, come a grande maioria de
espécies do género. Forma dilatacBes
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hifalicas esféricas, também corhecidas
camo espordngios e aqui dencminadas de
propagulos. Coldnias de P. spfendens,
com 5-6 dias, crescidas & temperatura
ambiente, em placas de petri com dgua
destilada esterilizada e sewmentes de
cnhamo  (Cannabis sativa L.), com
abundéncia de espordngios (12), foram
inoculadas ao solo, apos agitaglio para
rompimento do micélio. O solo
utilizado foi Latossclo
Vermelho-escure, argilo-arencso, de
baixa fertilidade, 1,54% de matéria
orgénica, pH 5,1, «capacidade de
retengiio de dgua 32,6%, procedente de
Geidnia, GO. O solo foi peneirado (20
rmesh), autoclavado a 110°C por 120
minitos e a umidade reajustada para
16%, antes da inoculagio. As
estimativas de populagio de P.
splendens foram realizadas pelo método
de frequéncia em diluigdes em placas,
descrito por Harris §& Somers (6),
modificado por Lumsden et al (10), com
o meio "Corn Meal Agar" suplementado
com antibidticos, MA-I0 ("Corn Meal
Agar®, 17g/1l; penicilina G sddica, 100
ug/ml, estreptamicina  50ug/ml e
pimaricina 10ug/ml. As contagens de
esporangios foram feitas com
microscdpic estereoscdpico Carl Zeiss
com auxilio de um disco pldstico
guadriculade de 2mm inseride em ura
das oculares, conforme descrito por
Carvalho (3}.

Efeito da femperatura do sofo sobre a
popufagio e cobonizagdo - As
concentractes iniciais foram de  3.880
e 497pv/gss (propigulos vidveis/grama
de solo secc), respectivamente, no
primeiroc e sequndo ensaios. Para
estudar o efeito da temperatura sobre
a flutuagiio populacional de P.
spfendens foram utilizadas as de 99,
129, 15°, 18°, 21°, 24°, 27°, 30° e 33
°C, em solo com 16% de umidade. Para
cada temperatura foram preparadas trés
aliquotas de 100g de solo infestado,
cada uma acondicicnada em  saco
pldstico (25x10cm). Os sacos foram
cuiGadosamente fechados, envolvidos em
papel aluminio e incubados, na
temperatura relativa a cada
tratamente, por 15 dias. Decorrido
esse pericdo, determinou-se a
populagio do fungo em cada aliguota. O
delineamento experimental foi o de
biocos casuvalizados.

Nos ensaios sobre a colonizagde, a

populacio de P. splendens no solo, em
dois ensalos consecutivos, foi de
892pv/gss, e o teor de umidade foi de
16%. As temperaturas testadas foram
12, 18, 24, 30 e 36°C. As aliquotas de
sole foram preparadas como descrito
acima e, a segquir, foram introduzidas
50 sementes previamente fervidas de
meldo em cada aliquota. Qs sacos foram
fechados, envolvidos em papel aluminio
e ipcubados por 24 horas, na
temperatura relativa a cada
tratamento. Testes preliminares
indicaram que esse tempo € suficiente
em condigdes ambientes. Decorride o
prazo de incubagio as sementes foram
retiradas do solo, lavadas em dgua
corrente e plagueadas em CMA-10.
Incubou-se a 2%°C por 24 horas, e
determinou-se o nimero de sementes das
quais se originaram hifas de P.
splendens. O delineamento experimental
utilizado fol inteiramente casualizado
com cinco repetigdes,

Efedifo da intferagdo Lemperaifuna x Leox
de umidade do so0fo sobre a capacidade
de cofonizagdo de P. splendens - A
populagdo inicial de P. spfeadens foi
de 892pv/gss, em tré&s ensalos
consecutivos, e a umidade foi ajustada
para 16, 25, 32, 32,6%, conforme
procedimento  descrito por Carvalho
{3}, incubandoc—se as amostras em
clmaras de temperatura (Campos Salles
Litda). Esses teores de umidade do solo
foram combinados com as temperaturas
de 15 e 25°C. Para cada tratamento
foram preparadas cinco aligquotas de
200g de sole infestado. O procedimento
na afericido dos resultados e ©
delineamento experimental foram os
mesmos do ensalo anterior.

Resultados e Discussdo

Efeito da Atemperatuna do  sofo a
populagdo e cofonizagdo - A flutuagio
populacional de P.spfendens, expressa
na Tabela 1, por efeizo da
temperatura, nos limites de 9 a 33°C,
fol pouco significativa. As populagles
foram mals elevadas em solos mantidos
a 24°C e mais baixas nagueles
incubados a 9 e 15°C. HA indicagdes de
que temperaturas, dentro dos limites
estudados, ndo obstante ser fator
importante no crescimento e
esporulaggc do  fungo, ndo afeta
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Tabela 1 - Flutvagl3o populacional e taxas de

colonizagdo de sementes de meldo

por P.

spfendens em solo sob diferentes temperaturas
Simbolos: * = média de dois ensaios; ** =
médias seguidas de mesma(s) letra(s) nda
diferem estatisticamente entre si; *%*#% = n#o

analisado estatisticamente,

Tratamentos Poputagio Sementes colenizadas*

[Temp.°C) [tog X} [x)eee

9 0,9252% Be* -

12 0.9567 AB 0,0

18 0,9375 B ----

8 11,0039 AR 96,8

21 0,5452 AR ——

z4 1,0400 A 100,0

27 0,9834 A8 ----

30 0,9895 A8 108,0

33 98,9761 A8 ———-

3/ eeemes 0,0
c.v. 4,42 -
DS {Tukey 5%) 0,08t =

grandemente a viabilidade de splendens. A taxa de colonizagio foi

espordngios no solo. Em solos mantidos
por 15 dias a 9°C, a redugfio
populacicnal de P. aplendens foi de
28,7%. Condicgles de temperatura mais
baixas nc solo afetam a scbrevivénecia
dos propagulos, todavia ndo  sd3o
frequentes em sclos de  regides
tropicais e sub-tropicais. Embora ndo

tenham ocorrido diferencas
significativas entre ensaios,
respostas mais  consistentes foram

encontradas em solos com  populacdo
mais baixa {497pv/gss).

Os resultados obtidos ndo evidenciam
correlacio linear entre variagbes de
temperatura e flutuagdo populacional
de P. splendens, o que estd de acordo
com oS resultados obtidos para P.
wftimum na Califdrnia (13). Kenerley &
Bruck (7) verificaram correlacido entre
temperatura do solo e densidade de
propagulos de Phytophthora cinnamomd
em canteiros de Ab{gs frasend.

As taxas de colonizagio de sementes
de meldo submersas no sclo (Tabela 1)
foram mais elevadas sob temperaturas
de 24 a 30°C, coincidindo com a faixa
Stima de crescimento micelial de P.

¥

reduzida mals rapidamente com  ©
aumento de temperatura do que com sua
redugio, coincidinde com os achados de
Hancock (5) para P. wlfimum. A taxa de
colonizacdo foi nula a 12 e 36°C,
niveis em que o crescimento micelial
ainda ocorre em meio de cultura,
evidenciando gue a colonizagdo requer
maior atividade do fungo. E possivel
que exposicgdes mais prolongadas do
substrato no solo infestado resultem

©em colonizagdc em temperaturas mais

baizas. Resposta similares  foram
obtidas com P. aphandidermatum e B.
myriofyfum que cresceram em dgar V-8 a
15°C, mas ndo afetaram o “"stand” em
solos seameados com centeio e mantidos
nessa temperatura (9).

Efeito da interacdo Zemperatura x
umidade do sofo sobre a eapacidade de
colonizacdo - A taxa de colonizagdc de
sementes de mel&o (Tabela 2), a 25°C,
foli mixima em solos com 24% de umidade
e minima em sclo saturado (32,6%). A
influéncia da temperatura sobre a
colonizagio por P. apfendens foi mais
acentiada em solos  saturados  de
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Tabela 2 - Taxa de colinizagfo de sementes de
melZo por P. spfendens em salos com
diferentes niveis de umidade e temperatura.

Simbolos: * = excluido de

andlise

estatistica devido auséncia de variabilidade.
Difere des demais tratamentes; ** = média de
trés ensaios com cinco repetigdes; *%* =
médias seguidas de mesma letra na coluna ndo
diferem estatisticamente entre si.

Tratamentos

Umidade do solo Temperaturs

Sementes colonizadas
(%}

(x) (%¢)
16 15 92,74%% pede
16 z5 98,60 A
24 15 32,04 A
24 25 100,00% -
32,6 15 88,24 &
32,6 25 56,14 B
c.v. (%) 6,47
DHS {Tukey 5%) 10,48
unidade do que a 16 @ 24%. Cbservou-se Surmary

cque, em sSolos com © Mesho teor ce
umidade, a taxa Jde colonizagdo foi
mais elevada em temperatura mais alta,
exceto nagqueles com 32,6% de umidade,
quando ogorreu, em trés ensaios,
situacdc inversa. Essas diferencas
foram estatisticamente significativas,
exceto em solos com 16% de umidade.
Essa ocorréneia, aparentemente
incomum, em solos mais unidos, pode
ser devida a competicio cu antagonismo
com a microbiota, notadamente
bvactérias, que acompanha as sementes.
Contrapdam—se a esta possibilidade o
rapido crescimento de P. spfendéns e o
curto pericdo (24 horas) de exposigdo
do substrato no solo.

Os resultados agui relatados séo
comparaveis com os de Aderungboye &
Esuruose (1) e Rajagopalan {14) em que

o sombreamento de  viveiros de
dendezeire na adigéria, resultou em
menor incidéneia  de guelma de

plantulas causada por P. 4plendens e
Rhizoctonla Lomellifera.

Eqjects of sodid Lfemperature  and
moisture on Pythium aplendens Braun

To study the effects of s0il
temperaturse and moisture an
sopulations of Pyfhiwn aplendens, a
heterothallic isolate of this ocomycete
causing 7root rot and damping-off in
Pipesr wnighum from Pard State, was
maintained in ¢orn meal agar pius
sedic penicillin G, streptomycin and
pymaricin. Colonies of the fungus,
with asbundant sporangia, 5-6 days o0ld,
grown in sterile petri dish with
sterile distilled water and halves of
nemp seeds (Cannabdis safival, ware
inoculated into the sgil afzer
gisruption of the mycelial hyphae.
5031 uysed | in  the experiments was a
sandy clay dark-red latosal, with
1.54% of organic matter, pH 5.1, low
fertility and Field water capacity of
32.6%, from Goidnia, Go. Pricr to
ytilization it  was sterilized by



autoclaving at 110°C for 120 minutes,
and the molsture content adjusted to
16%. Measurements of P. asplendens
populations were given in number of
viable propagules {sporangia) per gram
of dry soil (pv/gss) using a modified
plate dilution freguency technigue.
Sporangis counts were made with a Carl
Zeiss stersoscopic micrescope using a
plastic disc divided inte 2Zmm sguares
in- one of the eyepieces. In the
colonization experiments 50 melon
seeeds (Cucumis medo cultivar
"Valenciano") were added to each soil
aligquot of 108 or 200g enclosed in
plastic bags. For each parameter,
temperature and soil moisture, at

least two repetitions were conducted
and the data were statistically
analysed. Populations of  Pyfadum
splendens in sterilized seoil with 186%

of moisture were not greatly affected
by temperature in the rangs of 9° to
33°C, but melon seed colonization by
the fungus was suppressed at 12° and
at 36°C. There was Interaction between
soil moisture and temperatura, and the
highest rate of melon seed
colonization has occurred at 25°C with
24% of soil molisture.
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Resumo

Seis culturas de S. brevicaulis,

estudadas quanto 3s  suas
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01245 S&%c Paulo SP, Brasil

suas fases M & Y, foram

caracteristicas fisiolégicas e de

patogenicidade. As provas bioquimicas revelaram que as culturas n#o

produzem amido, n#c reduzem nitrate

a nitritec, n%s fermentam a

dextrose, hidrolizam a uréia, liquefazem a2 gelatins, reduzem o azul

de metilenc, produzem catalase

e trimetilarsina. A hidrdlise dgo

amido e da caseina determinam diferengas fundamentais entre as duas
fases do fungo: provas positivas para 2 fase M e negativas para a
fase Y. A assimilagZ%oc de fontes carbonadas e nitrogenadas foram

semelhantes para a fase Y. Camundongos irradiados & nd3o irradiados,
foram inoculados experimentalmente e separamentg com ambas as fases

de fungo. €8s primeircs animails morreram apds 5-10 dias,apresentando

34 necrdpsia quadro hemorrdgico difuso e o corte histoldgico dos
drg8os revelou focos de infiltragl3o leucocitdria,edema e congestio
dos vasos. 0 segundo grupec, fol sacrificadec apés 5 semanas e
apresentou resulitados semelhantes ao primeiro com relaglc aons

cortes histoldgicos. 0 fungo, na sua fase Y, foi

observado

microscopicamente ag exame direto do exudato peritoneal, dentro e

fora de macrdfagos.
Introducdo

Scoputaniopsis brevicoufis € 0 um
fungo cportunista, dimdrfico, o qual &
citado cada wvez mals na literatura
médica humana e veterindria. A este
fungo sZc atribuides cascs de
onicomicose; infeccBes — subcutdneas;
ctomicose; granulomas ulcerativos da
pele; formacdo de bola fungica; lesdes
superficiais em bovinos, cles e gatos
e quadros de pityriasis rdsea em
suinos (7, 9, 10, 17, 19, 21, 15, 26).
Seu dimorfismo e morfogénese, foram
descritos recentemente por Paula &
col. (16).

Apesar destes aspectos
interessantes, pouco sSe sabe a
respeito das suvas caracteristicas
bioquimicas e da patogenicidade, serndo
desconhecidos estes dados can relacdo
a fase Y. Algumas peculiaridades
biogquimicas j& foram descritas, tais
como a habilidade de  converter
arsénico em trimetilarsina; de metilar
campostos  inorginicos; de provocar
protedlise em proteinas de origem
animal e vegetal; de utilizar
campostos  de nitrogénio, tais como
aménia e nitrato (4, 15, 16).

Gonzalez-Ochoa & Castille (8),
publicaram estudos relativos a

Rev. Microbiol., S@c Paulo, 20(4):483-489, Cut./Dez. 1989
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inoculacgio da fase M em camundongos,
descrevende que  25% dos animais
apresentaram manifestagtes patoldgicas
& necropsia.

Esta pesguisa teve como objetivos o
estude de algumas caracteristicas
bioquimicas das fases miceliana e
leveduriforme de 5. baevicauddis, assim
como verificar a patogenicidade destas
formas em camundongos, irradiados e
ndo irradiados.

Material e Métodos

Culturas - Foram empregadas seis
culturas de S. brevicaulis que
apresentavam dimorfismo (ICB~I2 n2s 3,
4, 6, 7, 13 ~ ATCC 62614~-e 16).

Manutencdo das culturas - As culturas
M foram mantidas em &dgar Sabouraud
dextrose {Difco}, a 25°C, comn repiques
de 30 dias. As respectivas culturas Y
foram mantidas em dgar malte (Oxoid),
a 37°C, tensdo de 108 de CO2, com
repiques de 7 dias, conforme
preconizado por Paula & Col. {(i6).

Caracterdisticas bioguimicas estudadas
- Os testes realizados neste trabalho,
de modo geral, sdo ¢ldssicos, alguns
empregados em bactericlogia e outros
noc estudo de leveduras, e seguiram
metodologia j& descrita: produgdo de
compostos  extracelulares semelhantes
ao amido (11); reducBc de nitrato a
nitrito [(1}; fermentacio alcdolica da
dextrose (11); hidrdlise da uréia (6);
ligquefagio da gelatina (24); reducgdo
do azul de metileno (13); produgdo de
catalase {1); produgdo de
trimetilarsina (23);  hidrdlise do
amido (24); hidrdlise da caseina (24);
e prova de assimilagdo de fontes de
carbonc e nitrogénio pelas amostras
leveduriformes  (11). As provas
bicguimicas foram realizadas a 25°C e
em aercbiose, para a fase miceliana e
a 37°C, em aercbiose e tensic de 10%
de CO2 para a fase leveduriforme.

Substancias empregadas como fonies de
caxbono e nitrogénio -  Foram
utilizadas substincias Merck, P.A.,
nos testes de assimilagio como fontes
de carbono e pertencentes ao grupe de

acidos orgénicos, aminodcidos,
glicidecs (Tabelas 2 e 4) e
polipeptideos {dcide casamino,

proteose peptona, triptona e peptona).
nNitratc de potdssio, sulfato de
amdnia, uréia e peptona foram as
substincias empregadas nos  testes
auxanograficos come fontes de
nitrogénio.

Arimais utilizados para a inoccufacdo
expendimental e procedimentos - Foram
ampregados camundongos brancos,
machos, adultos (Mus musculus wvar,
swiss}, com 2 meses de idade e peso
médic entre 50-52 gramas. A metade do
lote experimental de animais foi
submetida a fonte de radiagdo gama
(cobalto), com a potencia de 570 Rads,
por 3 minutos. Os controles foram
feitcs com animais irradiados e ndo
irradiados. Foi realizada & inoculagio
intraperitoneal .de 0,5nl de suspenséo
salina das fases M e Y {(escala Mc
Farland 3}. Os animais que ndo
morreram  durante o experimento foram
sacrificados apds 5 semanas,
destinandc-se figado, plncreas, bago,
rins & intestino para © exane
histopatoldgico (Coloragio de A.E.).
Com o5 animals gque morreram durante o
experimento, procedeu-se de igual
modo. Foram feitas ainda lavagens da
cavidade peritoneal dos animais
sacrificados, com  solugdio salina
estéril, realizando-se exames & fresco
e esfregagos corados pela técnica de
Giemsa. Os ensaios foram realizados em
triplicata.

Resultados

Provas bloguimicas - Qs principais
resultados das provas bloquimicas
encontramn-se sumarizados nas Tabelas
de 1 a 4. A fermentacio da dextrose,
produciio de amido extra—celular e
redugdo de nitrato a nitrito foram
testes negativos para todas as
amostras. A hidrdlise da ureia,
redugio de azul de metileno,
liquefagdo da gelatina, produgiio de
catalase e trimetilarsina foram provas
positivas para todas as culturas. As
amostras Y assimilaram  todos  os
polipeptidecs, como fontes de carbono
e o sulfato de ambnia e urdia como
fontes de nitrogénio. Nenhuma arostra
assimilou o nitrato de potdssic. wEo
houve discordincia de resulzados com
relagdc a assimilagio em aercbhicse e
10% de CO2.



Tabela 1 -~ Caracteristicas bioquimicas diferenciais das
de Scoputarniopsts brevicaulis (fases M - 25°C e aerobiose; fase Y
37°C, aercbiose e 10% CU,).

Simbolos:

Y = amostras leveduriformes; M = amestras miceli

amostras

anas; -

reagdo negativa; + = reagfo positiva;4* = reagdo fortemente positiva
e4** - reagdo precocemente positiva (24 horas).

. Hidrélise T Pradugio Hidedlise Producio ge
Amostras _ do _de d3 crimetilar-
amidn amdnia caseina 5ins
¥ - - - Ol Pk
b + . . . .

Tabela 2 - Amincdcides assimildveis come fontes
de carbono por amostras leveduriformes de
Scopubariopsis brevicautis, no periode de 96
horas, a 37°C, aerobiose e 10% CUQ_

Simbolos: + = assimilag3o; -~ = ni3c assimilado;
+% = fracamente assimilado,.

hmostras Leveduriformes

Substancias
3 4 6 7 13 16

D-L-alaninz + T - + + -
L-arginina T T + . - -
L-asparagina + + + + T +
L-dcido aspartice * + - - - -
L-cisteine - - - - - -
‘L-cistina - - - - - -

creatina - - - - - -

creatinina - - - - - -
bD-L-fenilalanina - - - - - an
3-4~dihidroxi-L-fenilalanina - - - - - -

glicocola + . wr . # .
L-dcido glutdmice ' + A s 1 +
L-histidina - - - - - -
L-Isoleucina +x + + + + +
L-leucina - . 5 - N o
L-lisAina - N - - - -
D-L~metionina - - - - - -
Leornitina - 4 - + + +
L-pralina - - - + + -
D-L-serina - + + . + +
L-tirosina - - - - - -
D-L-treonina - - e £ - +
L-triptofans . - - « + -
D-L-valina P - +# - . -

Dextrose - + + + - *
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Tahela 3 - Acides orginicos assimildveis come
fontes de carbono par amestras leveduriformes

de Scopulfardiopsis previcautis, nc periodo
de 96 horas, a 37°C, agrcbiose & 10% CO_.
Simbolos: + = assimilado; - = n¥3o assimilado

+* = fracamente assimilado.

Amostras Levedurilories

Substdncias

3 4 6 7 13 16

Acide citrice

Acido célico

Acido dehidrocSlico
Acide 2,% dimetil-benzenca
suifdnico

Acido estedrice
Aeido frdlice

Acido gdlice

Acido ceto-glutdrice
Acido léctice

Acido laurinico
Acido DeL-midlico
Acido maldpico
Acido oleico

Acido oxdlico

Acide palmitice
Acido pirogdlico
Acido pirdvico
Acido succinice
Acido tdnico

Acigo tartdrice

Dextrose

Inoculagdo experdmental - Entre o 52 e
o 102 dia da inoculagdo ocorreu a
morte dos animais irradiados e
inoculados, tanto com a fase M como
com a fase Y. FEstes arimais
apresentavam abdfwen volumosc e, &
autdpsia, revelaram intestine, figado,
bago, péncreas e rins hemorragicos.
Bavia ainda, algumas vezes, Secregdo
purulenta nos drgacs genitais
externos. Ac corte histoldgico, os
Srgdos revelaram, em alguns casos,
focos de infiltracSo leucccitdria,
edema e congestdo dos vasos, ndo se
evidenciando qualquer estrutura
fingica caracteristica.

0 restante do lote dos animzis
inocculados, e sacrificades ao término
da 52 semana, ndo apresentou nenhuma

ancrmalidade aparente. Ro corte
histoldgico wverificou-se, algumas
vezes, focos de infiltragio

leucocitdria € congestdo dos vasos.
NEo se verificou tanbém qualquer
estrutura fungica caracteristica, em
todos 0s cortes histoldgicos
examinados.

Os animais controles, irradiados e
ndo irradiados, ndo morreram durante o

exper imento e & autdpsia, ndc
apresentaram qualquer anormalidade.

o exame dos esfregagos realizados
com o liguidc peritoneal dos animais
sacrificados, pode-se obseyvar ©
fungo, em sua fase Y, dentro e fora de
macrdfagos. Verificou-se que o mesmo
foi corado fracamente pelo Giemsa.

Discussio

Caracienisticas bioquimicas - As
caracteristicas biogquimicas de S.
brevicaulds foram estudadas,

independentemente, em suas fases M e
Y. BAralisando-se comparativamente as
amostras M e Y, observou-se elevado
nimero de provas com  resultados
semethantes. Os testes de hidrdlise do
amido e da caseina s30 provas
bioguimicas diferenciais entre as duas
fases {M e Y}, evidenciandc a presenga
ou auséneia de enzimas prdprias  de
cada um dos representante dos tipos
morfoldgicos.

A habilidade em converter arsénico
em trimetilarsina, estd presente nas
duas fases, sendo esta uma das provas



empregadas para a caracterizacgdo de
fungos que possuem anelideos {(23).
Sequnde Paula & Col. (16) estas
estruturas estdo presentes na fase de
transicio de S. vrevicaufis (reversic
¥Y-»M), onde as células leveduriformes
produziram estruturas semelhantes &
anelideos, camprovando a positividade
da reaG3o.

0 pueeno ndmere de estudos
concernentes ao bioguimismo de S.
brevicaufis  apresentou resultados
coincidentes com os do presente
trabalho, tal come suas propriedades
proteoliticas {15 e 26).

0s testes auxanogrdficos  foram
empregados samente para a fase Y, pois
ndo se conseguiu metodologia
reprodutivel, tanto em meio 1iguido,
como em meio  sdlido, quando se
utilizou as amostras M do referido
fungo. Observou-se que as substincias
experimentadas come fontes de  carbono
e nitrogénio apresentaram resultados
bastante homogéneos frente as amostras
leveduriformes. Entre os aminodcidos,
houve  discorddncia de  resultados
apenas com a assimilagio de L-dcido
aspartico, de D-L~fenilalanina,
I-leucina e D-L~valina. Os &cidos 2,5
dimetil benzeno-sulfénico, maldnico e
t3nico tiveram assimilacio wvaridvel.
Entre os carboidratos, o dulcitel e a
salicina apresentaram resultados
varidveis. Convém aqui salientar que a
peptona fol assimilada por todas as
culturas, quando utilizada tanto como
fonte de carbono de nitrogénio. ndo se
pode obter relagBo entre camportamento
bioquimico e patogenicidade das
amostras.

Patogenicddade das amoatras M e Y -
Através dos bicensaios com
camundongos, constatou-se a morte dos
animais irradiados entre o 58 e o 102
dia da inoculagio, os quails
apresentaram cuadros de anormalidade
macroscopica em varios orgdcs, assim
como, em  alguns casos, secregio

purulenta nes Srgdios genitais
externos. Apos 5 semanas da
incculacdo, os animais sacrificados
naoc apresentaranm anormalidades

aparantes nas visceras.

Tanto nos cortes histoldgicos das
visceras dos animais irradiados .como
nos ndc lirradiados verificou-se a
auséncia de estruturas fungicas e,

algumas vezes, focos de infiltracio
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Tabela & - Glicideos assimiléveis como
fontes de carbeno por amostras
leveduriformes de Scopufarlopsis
brevicautis, nc periodo de 96 horas, a
37eC, aerchbiose e 10% CUZ'

Simbolos: + = assimilado; - = ndo
assimilado; +% = fracamente assimilado

EMOSTRAS tEVEDURIFORMES

Supslincizs

3 & é 7 12 18
Amide - - - - - -
Argbinoss ) . “ . + - .
Celobiose . . . v B -
Sulcltel - . - - - -
Eritritol - - - - - -
Galactose . - + - . B
Inpsitol - i - - - -
inulins - - - - - -
Lactose . f . “ - B
Maltose - + - - . +
Manitcl - - - - - -
Manose . - . . -
Melibiose - - - . - -
Melizitose . + - - + -
‘Rafinose - - - - - -
Ramnose - - - - - -
Rinitol - - - - - -
Ribose - - + - - -
Sagarose - - - . K .
Salicine - - » - - ar
Serhose -~ - - - - -
Trealese « . . - . +
Xilese * - 4 - - -

Cextrose + - + . . -

leucocitdaria, edema e congestio dos
Vasos.

Ressalta-se ainda a presenga de S.
brevicautds, no liguido peritoneal dos
animais sacrificados.

Qutro aspecto importante observado
foi a transformacdo M-Y ocorrida in
vivo. Observou-se a presenga do fungo,
no exudato peritoneal e na sua fase Y,
dentro e fora de macrdfagos. Convém
salientar que esta transformacioc M-Y
in vivo ocorre, geralmente, com oS
fungos patogénicos dimdrficos {12).

A morte dos animais inoculados, as
alteragdes wmorfoldgicas e gquadros
hemorrdagicos cobservados am diversas
visceras, podem ser explicados pela
produgdo in vivo de metabdlito tdxico
que exercen atividade fulminante nos
animais irradiados, mais susceptiveis.
A sintomatologia apresentada por estes
camundongos assemelhou-se as
principais manifestactes de
micotoxicoses em animais, isto &,
nefropatias, perturbagtes renais,
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alteragtes intestinais, hemorragias
hepaticas e esplénicas e, &s vezes,
secregfes purulentas ou sanguinolentas
nos Orgdos genitais externos (14, 18,
20 e 22}.

Pesquisas tem demonstrado que oS
animals e o préprio howmem exibem
diferentes graus de sensibilidade as
varias micotoxinas, sequndo alguns
fatores como idade, estado de salde,
grau de exposigdo e guantidade de
toxina produzida pelo fungo  (3).
Christensen & Col. (5} assinalaram gue
S. brevicaufis produz composto toxico
que poxde ser letal para ratos, em 7
dias, <cuando estes animais sdo
alimentados con ragdo contaminada pelo
referide fungo. As manifetagtes
clinicas mais comuns nos animais foram
hamorragias, principalmente, do trato
gastreintestinal, hemoglobinuria e
distirbios do sistema nervoso central.
Por sua wvez, Blank & Col. ({2},
verificaram que extratos lipidicos de
S. brevicaufis  tinham atividade
carcincgénica para camndongos
produzindo sarconas subcutdneos,
levcemia e, principalmente, tumores
pulmonares.

Purchio & Col. (19) verificaram a
presenca de S. brevicaufdis somente na
porgdo superficial de crostas obtidas
de caso de pityriasis rdsea de suinos,
ndo tendo observado a presenga do
mesmo na  epiderma ou  na  derme
inflamada, discutindo a possibilidade
da presenca de uma toxina produzida in
vive pelo fungo.

Pelos dades obtidos e informagbes da
literatura, reforga-se a possibilidade
da atuacgio de uma micotoxina produzida
por 8.  brevicauldis que seria
igualmente responsdavel pelo sugestivo
quadro hemorrdgico obtido nos animais
de experimentagdco.

Summary

Yeast and mould strains af S,
brevicaufls were studied for analysis
of the bicchemical characteristics and
patogenicity. We utilized six strains,
that presented dimorphism. In this
investigation 2ll strains presented
negative rTesults for: starch-like

compounds; nitrate to nitrite
reduction and fermentation of
dextrose. Urea hydrolysis, gelatin

liquefation, metylene-blue reduction,

productiorn of catalasis and arsenic
reaction were positive tests for all
strains. Meanwhile, casein and starch
hydrolysis were the differsntial
bicghemical characteristics bstween
the mould and yeast phases {positive
for M phase and negative for Y phase).
The experimental inncculation of the
both phases in wmice, irradiated and
not irradiated, results in a death of
the first group of animals, that
presented & difuse hemorragic picture.
Similar resulis were findings with the
second group of. animals, that were
killed after five weeks of zhe
innoculation. S, baevicaufis presence
Was revealed in the peritonial
exyuydates, inside and osut macrophages.
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ATIVIDADE DE ANTI-SEPTICOS CONTRA LEVEDURAS ISOLADAS DA CAVIDADE ORAL DE PACIENTES
COM CANCER DE BOCA ANTES E DURANTE A RADIOCTERAPIA

Resumno

Fal estudeda, "in vitro"“, a=a
anti-sépticos contra
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atividade antifdngica de cinco
leveduras
radicterapia de pacientes portadores

isoladas antes e durante a
de carcincma epiderméide de

boca. A concentragfo inibitdria minima do triclesan variou de £ 0,37
g/L a 20> g/L, conforme a cepa estudada, enguanto gue a dos outrass
anti-sépticos fol invariavelmente £ 0,07 g/L. 0O hexaclorofens e o

timercsal foram fungicidas também

em concentragBesg0,7 g/L para

tedas as leveduras avaliadas, e o cloreto de cetilpiridine o foi a
0,31 g/L. Em concentragBes de até 20 g/L, o triclosan nZo demonstrau

atividade

fungicida contre & maior parte das leveduras, e z violeta

de genciana n¥%o foi letal somente para duas cepas de C. afbieans
isoladas de pacientes gue se encontravam sob radigterapia.

Intrcducio

Pacientes portadores de doengas
debilitantes, como o cancer,
frequentemente adquirem infeccbes por
diversos microrganismos. Q
comprometimento  imunoldgico  causado

pela doenga, representa o principal
fator cque predispde o paciente as
infecgdes, porén, o efeito
imunodepresser de tratamentos
antineopldsticos, bem como a car@ncia

mutricional, também contribuem,
determinando, maitas vezes,
exacerbagio de um processce infeccioso.
Quanto mais se administram potentes
drogas antibacterianas para combater
as infecgles, malor ndmero de
microrganismes diferentes de bactérias
tornam-se importantes patdgencs.
Atualmente, as superinfecgdes  sHo
consideradas come uma das orincipais
causas de morbidez e mortalidade entre
ot pacientes com cancer e

Rev. Microbiol., Sic Paulo, 20(4):490-494, Cut./Dez. 198%



etiologicamente tém side associadas,
com maior frequéncia, as leveduras.
Esta quest3o deve ser considerada, de
modo particular, em  paclentes com
céncer de boca, cujas lesles usualmente
se asscciam e confundem com as
produzidas por leveduroses. A partir
destas infecgdes, aparentemente
inocuas, o microrganismo  tem a
capacidade de preduzir  infecgdes
fulminantes o) disseminagdo
heratogénica {1).

Empora  diversocs antifupglcos sejam
atualmente indicados no tratamento de
levedurcses orals, a comprovagdc da
ccorréncia de cepas resistentes a estes
guimioterdplcos tem servido de alerta
contra © uso indiscriminado dos mesmos
(1, 4, 5, 8, 9). neste sentido, a
ap¢1cagao de outros agentes, Como O3
anti-sépticos, gue se tornou secundaria
com © advento dagqueles quimicteradpicos
{1, &), merece ser reconsiderada, ac
menos come uma  medida  alternativa ou
complementar, no  tratamento. Existen,
porem, pouccs trabalhos objetivados a
avaliar & atividade antifingica dos
anti-sépticos contra leveduras isoladas
de material bioldgico (2, 3, 6). Assin,
este estude fol  realizado com  a
finalidade de comprovar, "in vitro", a
ccorréncia de tal atividade — contra
leveduras isoladas, antes e durante
radioterapia, da cavidade oral de
pacienzes com cancer de boca.

Material e Métodos

Micronganismos ~ As leveduras em estudo
foram isoladas e identificadas segundo
protocolo descrito por Sampaio (10} e
encontram-se listadas nas Tabelas de 1
a 6. As awostras de (andida albicans
foram classificadas como pertencentes
ao sorotipo A.

Drogas - Foram avaliadas as atividades

antifingicas do cloreto de
cetilpiridino, hexaclorofeno,
timerosal, triclosan e da vicleta de

genc1ada adqulrldos no comércic sob a
forma de pd.

Atividade aniifungica - Este estudo foi
realizado mediante a execugdo de testes
para & determinagidc da concentragio
inibitdria minima {CIM} e da
concentragdo fungicida minima (CFM),
como  anteriormente descrito (2}. Em
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Tabela 1 - tividade antifdngica do
cloreto de cetilpiriding contra
teveduras isoladas de pacienges c¢om
céncer de boca.

Leeciure (9 ue Teste de % a<:u.u.a;.= (2 ROSEEAS Sen-
JEIREESY) sensioi-  sivels & cancentragds {y/L)
Deace
£z, 0,15 v, 3t
Candeda afbigans (8} faac] WU
o] 5%,5 55,8 o
Candeda fheplond s (3) faedt] 0
fo) 66,6 66,0 W
Pionda faninved 1) M 100
EM REVA]
Rhododenata géalinds (1) G Tuu
[ar32) B

Tabela 2 - Atividade antifdngica do

cleorete de cetilpiridino contra
leveduras ispgladas, durante a
radioterapia, de paclentes com céncer
de boca.

Ipvemma (9 2 wsola- Teste de 3 oacunulaud U8 IOSLras sen-

W] sensibi- siveis & fofn) e
dace £0,07 15 8,31

Candida albicans (13} Cis o0

ez 53,8 92,2 HY
Candida parapadllosis (1) T 3oL

= HEY
Landida mzgyn {1} foci i 160

TE 160
lTandida fropiealls (2] foei. ] w0

™ wo
Geolriehum candidun (1) M 0o

[ea} a 190
Piehiy janinesa (b} It 100

o3 160
Rignadoaudn hubra 2] [aid 100

a0 100
Terufopsds hebnded (1} CIM o0

o 100

resumo, para avaliagdo da CIM  as
amostras foram submetidas a
concentragdes varidveis {0,07 a 20 g/L)
do anti-séptico, em dgar Sabouraud
dextrose {ASD), e a leitura do teste
foi realizada  apds crescimente dos
controles (cerca de 24 horas a 30°C) em
melo sem drega. Em seguida, procedey-se
ac- teste de avalliagdo da concentragio
fungicida minima (CFM) de cada agente,
subcultivando—se, em ASD, as amostras
que no teste anterior mostraram
inibigdo do crescimento e os controles,
& procedendo~se & leitura do teste apos
48 horas de incubagdo a 30° C

Resultados

Alguns dos resultados dos testes de
sensibilidade encontram-se nas Tabelas



Tabelia 3

Atividade

antifdngica

do

triclosan contra

leveduras isoladas de pacientes com cdncer de boca.

TLeneiord (nF o 1E0lacos) Tushe uE f acuiulacs ot anostras sunsivas 2_ CONOANTIACAC |g/1;) ag:

sensidi- 46,07 0,15 u,31 0,62 1,2 25 & 10 Z0> 20
1 s -
Candide aficcans 19} CIM 11, 11,1 11,10 11,0 1,1 1%,1 44,4 100
(&) [ 2 0 ¢ 0 0 0 33,3 33308
Candide Taopicatis (3} ax 33,3 33,3 33,4 33,3 We
e ¢ G ¢ 33,3 23,3 32,3 33,2 33,3 33,3 10
Picria farinosa (1) M ¢ ¢ 0o
a1 [ ¢ 0 0 0 0 ¢ o & g
Rhodotonuia gfutinds (1) fouz] [ 4 U 10 -
o v c 0 ¢ o o [
Tabela 4 - Atividade eantifdngica do triclosan centra
leveduras isoladas, durante a radioterapia, de pacientés com
cincer.

Lenacoura (19 de 1soloocs) Teste

we 4 aramilacs de aostras sengivers & conoentracdo {5/ LY ez
Lensior- 0,37 0,15 0,30 0,62 1,2 2,5 5 10 20 > 20
1igace
Candida albicans U3 M a [ 12,4 15,4 15,4 15,4 46,1 100
fe3] Q +] g a 1} [ 0 15,4 38,4 100
Candida pancpsclosis (1} fat] i
o 0 & ] a Q 1] bl 0 o 100
Candida Reiyn (1) Loz ] 160
faca’} a o & Q ¢ 0 g Q o 100
Candida Znopiealls {21 et} 0 5] ¢ o 00
CEn al [H [ 4] [} o3 0 O ] 100
Geotricnum candidum (1} i) o 00
fa3.] 4 0 0 4 a o] ] a 4] 100
Pichic feninosz {1} et @ <] ¢ [} i0e
. o [H ¢ [ [ a [ 4 0 G 100
Rrodotesuta nubra (2) fack ] 100
M ) ¢ ¢ ] O [ [+] Q a0 v
Toaldopsds dofnded (1} N [ ¢ [ 100
O 0 U [ 0 Q0 0 ] oo

Tabela 5 - Atividade antifiéngica da violeta

de

genciara contra leveduras 1soladas de pacisntes
com cancer de baca,

Ievenura 9 oo 150lados) Teste we § acemlada ce ampstras  sensivess

sensibi- 2 cocoentragdo (g/L) e:
Lauage L0407 6, 1% v,30 ged 1,2 2,5
Candida atbicans {5} CIM 106
™ 33,2 eb,6 77,7 W
Landida Lropieatis (3) CEM 10U
.3 33,3 33,3 66,6 H6,6 00
Pichin jandinosa (0} k. oo
o34 v 4] & [ ¢ 0
Rrodozenuda glutinis (1) M 100
) c 0 4 u 10¢




'Tabela 6 - Atividade antifdngica da vicgleta de genciana

493

contra’

leveduras isoladas durante & radicterapis, de pacientes com c&ncer.

% acumilada de amostras sensivelis a

fevedura {n® de 1solados! Teste de concentragio
sensibi- (g/L} de:
lidade < 0,07 0,35 0,31 0,62 1,2 2,5 5 10 20 20
Candida atbicans (13 Cim 100
CEn 23 23 33 68,3 83,6 83,6 83,6 83,6 83,6 100
Candida pavapsltosis (1} (1] 100
M 0 0 a 0 0
Cand{da kejun (1} CIM 100
CFM 0 0 100
Candida tropicadis {2} CiM 100
CFM 0 0 50 30 100
GegLaichum cand{dum {7) C1M 100
M 100
Pickia ganinosa (1} CIM 00
CiM 4] 0 [t} [¢] g 0 0 100
Riedotouta tubrg {2} CIM 100
CiM 0 0 0 50 50 160
Tonulopsls hofndel (1} CIiM 100
CFM 0 0 100
T a 6. Para qualquer das praticamente em desusc e o segqundo tem
amostras iscladas, as CIMs dos aplicagdo limitada. Por outro lado,
anti-sépticos foram £ 0,07 g/L, tricleosan, utilizado, em alguns produtos

excetuando-se as do triclosan. Este
apresentou CIMs varidveis des0,07 a »
20 g/L, conforme a levedura em estudo
(Tabelas 3 e 4}.

O hexaclorofenc e ¢ timerosal
mostraram atividade fungicida também
em  baixas concentragfes, agindo
contra tcdas as leveduras em CEFMss<
,0,07 g/L. nestas concentragdes, o
cloreto de cetilpiridino foi letal
para 66,6% das leveduras avaliadas e
a 0,31 g/L o foi para 100% (Tabelas ?
e 2). Por outre lado, em
concentragles de até 20 g/L, o
triclosan foil incapaz de exercer agdo
fungicida contra a maioria das
amostras em estudo (Tabelas 3 e 4) e
a violeta de genciana contra as cepas
de (. afbleans isoladas de dois
pacientes submetides & radioterapia

(Tabela 6). As amostras dessa
espécie, isoladas dos MESHOS
pacientes antes do tratamento
antineopldsico, nostraram-se

sensivels a concentracdess0,07 g/L da
vicleta de genciana.

Discussdo

Concordando com achados anteriores

{2), neste trabalhc o hexaclorofenol
e o] timerosal mostraram-se
potencialmente ativos contra as

leveduras avaliadas. Entretanto, em
vista dos efeitos secundarios, o
primeiro agente enceontra-se

em substituigdo a0  hexaclorofeno,
apresentou atividade antifungica
inferior a dos demais anti-sépticos, em
concentraghes similares as indicadas
para preparagbes farmacéuticas (6, 7).
nNestas condigBes, o cloreto de
cetilpiridino agiu como antifingico
eficaz, superando a violeta de genciana
quanto a atividade fungicida.
Considerando-se a procedéncia  das
amostras e as concentragdes de cada
anti-séptico em produtos medicinais (6,
7), fol possivel verificar que, com
excecio do comportamento observade para
algumas amostras de (. afbicans em
relacdo & violeta de genciana, ndo
ocorreram grandes divergéncias entre os

resultados de sensibilidade das
leveduras isoladas, a partir dos mesmos
pacientes, antes e durante a
radioterapia.

A aplicacdo tdpica de um anti-séptico
pode ser altamente deseidvel quando se
considera gue uma droga de atividade
germicida de amplo espectro raramente

determina o aparecimento de
superinfeccdes. Entretanto, os
anti-sépticos ndc  sdo  totalmente

deprovidos de toxicidade e, como ocorre
com alguns antimicrobianos, podem
determinar a emergéneia  de cepas
resistentes (1, 3, 6). Assim, s& devem
ser indicados por profissionais gque
conhegam suas vantagens e limitagdes,
principalmente cuando se requer uso
prolongado, como ocorre Com  pacientes
imunocomprometides. Por outro  lado,
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essas drogas. ainda devem ser mais
amplamente estudadas, sob o ponto de
vista clinico-laboratorial, quanto ao
seu espectro de agl8c germicida, uma
vez Qgue ©s relates atualmente
disponiveis s3o insuficientes para
evitar que, em muitos casos, sua
aplicacgdo seja empirica.

Summary

The antifungail activity of five
antiseptics against yeasis was studied
"in wvitre"., The strains weve isclated

from patients with epidermoid
carcinoma of the wmputh, before and
during radigtherapy. The minimal
inhibitory concentration (MIC)Y of the

triglosan varied with studied strains
from< 0,07 g/L to > 20 g/L, while the
MICs of the ather antisepics weres(,g7
g/lHexachlorophene and thimerosal acted
as fungicides in concentrations< 0,07
for all studied strains, and the
cetilpyrydinium chloride was fungicide

at 0,31 g/L. TJriclosan presented no
fungicidal activity against the
majority of the yeasts in
concentrations up to 20 g/L and the
gentian viglet, in the same

concentrations, against two strains of
Cand{da afbicans isolated from
patiénts submitted to radiotherapy.

Referéncias Biblicgréficas

1.Bodey, G.P. (ed) - Proceedings of 2
symposium: Candidiasis: a growing

concern. Amer. J. Med., 77 {(Suppl.
4D), 1-48, 1984.

2.Cury, A.E. - Atividade "in wvitro"
de alguns anti-sépticos sobre
Candida. Rev. Microbiol. (S3o0
Paulao), 17:137-142, 1986.

Z,Cury, A.E.; Minami, P.5. & Parra,
0.5. - Sensibilidade "in vitro" de
leveduras do género Canddida 2
vicleta de genciana. Rev.
Microhiel., (S3c Paulo), 8:84-88,
1977,

4,.0ick, J.0.; Merz, W.G., & Saral, R.
- Incidence c¢f polyene-resistant
yeasts recovered from clinical
specimens. Antimicrob., Agents
Chemoth., 18:158-163, 1980.

5.Fisher, J.f. & Henson, D.M. -
Amphotericin 3 resistance in
Candida. Ann. Intern. Med
102{4):563-564, 1985.

10,

LLitter, M. -

Ryley,

.Gilman, A.G.; Goodman, L.S.; Rall,
T.u. & Murad, F. -  The
pharmacological basis of
therapeutics. 7ed. New York,

Macmillian, 1985,
Farmacclogia. 3 ed.
Buenos Aires, Atereo, 1964,

.Qadri, S.M.H.H.; Flournoy, D.Y.:
Gadri, S5.G.M. & Ramirez, E.G. -
Susceptibility of clinical isclates
af yeasts to anti-fungal agents,

Mycopathologia, 95:183-187, 1586.
J.F.; Wilsan, R.CG. &
Barrett-8ee, K.J. - Azole resistance
in Candide afbdicans. Sabouraudia,
22:53-63, 1984,

Sampaio, M.C.C. - Aspectos clinicos
da mucosa bucal de pacientes com
carcinoma epiderméide de boca. Susa
correlag&o com & microbiota fdngica
e sorotipes de (Canddida  afb{icans
antes e durante & radioterapia. S#o
Paulo, 1986. (Tese - Doutoramento -
Faculdade de Odontologia da USP).

Receblido para publicagdo 1/056/89



495

ELMICOTIC MYCETOMA: REPORT OF A CASE CAUSED BY MADURELLA GRISEA

Resumo

Arruda Neto

C. C. Pignatari
Castelo Filho
L. Colombo

C. Longo

HEprrE

Discipline de Deoengas Infecciosas e
Parasitdrias

Escola Paulistas de Medicina

Rua Botucatu, 862 82 andar

04023 S3o Paule SP, Brasil

& Z. P. Camargo

Disciplina de Micologia
Escala Paulista de Medicina
Rua Botucatu, 862 8° andar
04023 S&o Paulo SP, Brasil

Micetoma eumicdfico: Refato de um caso por Maduretbta grisea

€ relatado um caso de micetoma no pé de um agricultor, produzindo
gr3os negres, cujo agente eticldgico foi identificade como sendo

Madunedla ghisea. Este & o quartc caso

registrade no Brasil. Os

autores discutem a distribuicfo mundial de micetoma por Madurefia

grised.

Introduction

Mycetoma is a clinical syndrome of
localized, indolent, deforming,
swollen lesions and sinuses, involving
cutanecus and subcutaneous tissues,
fascia and bone. The lesions are
composed of suppurating  abscesses,
granulomata and draining sinuses, with
the presence of "grains" which are
characteristic granuies of the
etiologic agent. According to the
causal agent, mycetoma can be divided
into actinomycetomas, caused by
actinomycetes, and eumycetomas, caused
by true fungi. Some authors apply the
term botriomycetoma when agents are
bacteria other than actinomycetes
(12).

Cases of black grain mycetoma caused
by Madurelfa grista were published 41
times in the world literature (1, 3,
7, 14) {(Figure 1), being 3 times in
Brazil (3, 5, 6). We report the fourth

case in  Brazil, diagnosed by
histopathology and culture.

Case Report

& 63~years-old black farmer from a
rural area of Bahia state in Brazil
was refered for investigation in our
service in June, 1985. He had a
two—years history of pinful swelling
of the left ankle, without any skin
lesion. #Hine months later, after
sprain of the same ankle, he felt
worse and anti-inflammatory drug was
started. He continued with pain,
swelling and limitation of  foot
movements. Seven months later a bicpsy
of tarsal bone was taken and showed
fungi, without identification.
Treatment with ketoconazole  was
started, without improvement. As the
swelling and pain continued to worse,
the patient was refered to us. Past

Rev. Microbicl., S&o Paulo, 20(4):495-500, Out./Dez. 1989
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Figure 1 - World distribution of Mycetoma by M. grisea,

EUR[CETORA POF Magurella griznea

Ulztrisot ALNEL 405 Caaos pudlicades.

3 A

=

Figure 2 - Mycetoma of the foot causaed by
qroseda,
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Figure 3 - Osseous lesions by M. grdlsea.

Figure & - Madureffa grisea grains {PAS x 1000).
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Figure 5 - Madureffa grisea. Giant celony

Sabouraud

Magnification: x3%, 4.

glucose agar,

aged 14 days,

medical history and review of systems
were — unremarkable. He reported no
penetrating trauma.

Physical examination  showed a
diffuse hard swelling at the medical
side of the left ankle, extending o
foot dorsal area (Figure 2). The
overlyng skin was tepid, thick and
adherent, without sinuses cor fistules.
Only a  little fluctuwant dot was
palpable. Limitation of movements of
the ankle was cobserved. Examination of
other systems was normal.

Routine  laboratory  investigation
including blood count, urinalyses,
blood chemistry, blood cloting and
liver function tests were normal.
X-ray films of the left foot
demonstrated soft tissues swelling,
diffuse osteoporosis and osteclisis,
sometimes surrounded by osteoblastic
zones {Figure 3}, narrcwing  and
sclerosis  talusnavicular Joint and
osteoporosis of distal extremity of
tibia.

Surgical biopsy of bone and soft
tissues were performed, as well as a
needle puncture in that fluctuating
area. Pus was blocdy and contained
minute dark gramules, about Imm in
diameter. Microscopically, in KOH
mounts, the granules were black and
lobed and showed dematiaceous, septate

hyphae elements. In bicpsy specimens,
prepared by routine methods and
stained with periodic  acid-Schiff
{PAS), the centre of the grain
appeared hollew with hialine mycelium
and the periphery was full of compact
mycelium. Cellular inflamatory
infiltrate consited of lymphocytes and
neutrophils (Figure 4)}.

Granules were cultured on Sakouraud
dextrose agar at 25°C. The colonies
appeared in 7 days, moderatly slow and
attained a diameter of 13mm after 14
days. The colonies were initialy
leathery, tan—gray and later downy
{Figure 5). S&ets of the culture were
subcultured on Sabouraud's medium,
incubated at 30°C and 37°C and after
two wesks they had 13mm and 5mm in
diameter, respectively. Subcultures on
Brain—heart, Corn—meal ,
Potato—dextrose and ILactrimel agars
showed colonies black to grav and
olivaceous—gray and slow  growing.
Microscopic examination showed only
sterile myceliuym. Our isolats  was
identified as Madutedfa gridea by its
ability to assimilate glucose,
maltose, sucrose ahd galactose, but
not lactose, growing better at 30°C.

Other biopsy was taken in tibial
distal extremity, that was positive
for the same fungi.



The patient was treated with
amphothericin B (2.0g) plus dapsone
(100mg/days ), without improvement. He
persisted with edema and stopped
walking because of pain. Amputation
was performed at the distal third of
the tibia.

Discussion

Mackinnon (8) described Madurefia
grisea as a new species in 1949, from
cases of Dblack grain mycetoma
originating from Argentina, Chile,
Paraguay and Venezuela. Up to the
present  time, over 41 cases of
mycetoma due to Madurella grisea had
been described in the world
literature, being 3 cases related in
Brazil by lacaz's group (3, 5, 6). Two
cases were from the northeast and one
from the southeast of the country. In
the present case, the patient came
from the northeast. We are aware of
cne additional case in Brazil that has
not been described in the literature
(Dr. 0. Fischman, personal
communication).

Mariat (11} made a worldwid survey
through a big inquest in 1963,
obtaining data of 28 cases of mycetoma
by Madurella grdisea, being 19 in
Venezuela, 4 in Argentina, 2 1n
U.s.a., 1 in  Madagascar, 1 in
Congo-Leopoldville and 1 in Brazil.
Surely many of these cases informed to
Mariat coincide with publications made
by the authors. This fact is useful to
stress that published cases do not
reflect the actual importance of the
disease.

Hay and Mackenzie {2), surveying 44
cases of mycetoma diagnosed in the
United Kingdom between 1963 and 1981,
found 3 cases caused by Madutedfa
giisea, being 2 from Jamaica and 1
from subcontinent India.

There are very few reports of
success medical treatment of
eunycetomas. Many authors relate the
inefectiveness of wvarious treatment
regimens (15). Exception is made to
nNeuhauser (13), that reported clinical
improvement in a case of M. gadisea
mycetoma using dapsona. Amphothericin
B has been recamended in those cases
in which other treatment have failed,
but amputation remsins as the final
form of treatment in many of these

cases (9, 10).

Summary

A rcase of black grain podal mycetoma
in a Brazilian farmer is reported, in
which cultures yielded Madureffa
ghisea. 7This is the  fourth case
registered in Brazil. The avuthors
discuss the world distribution of
mycetoma by Madureffa grisea.
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Lsofamento, regeneragdo € condigdo nuclear em prolepfasfos de ouma
Linhagem celufolitica de Asperglflus nigen

Foi desenvolvideo wum processo eficiente para o isolamente de
protoplastos & sua regenerac3o em uma linhagem celulolitica de
Aspergitlus ndger. Opservagbes citolégicas foram  feitas  nos
protoplastes obtidos tante a partir de micélio guanto de conidios.
0 isolamento e regeneragdc dos protoplastos foram efetuados em
diferentes estabilizadores ssmétices, A maior produg3c de
protoplastes (3,25 x 187,ml) foi obtida usando-se KCI 0,8 como
estabilizador osmétice. As malores taxas de regeneracg3o foram
conseguidas com protoplastos obtidos a2 partir de conidios
germinandce, utilizando-se como estabilizador osmdtice o Mg S04 0,5M
para o isolamento e sorbitel 1,2M ou Mg S04 0,5M para a regeneragic.

Introduction

The biomass found as agricultural
remains, urban and industrial rejects,
that every year accumilates in larger
amounts, results in an environmental
deterioration and in a loss of
valuable energetic resources.
According to recent data, 2300
millions tons of domestic, urban,
industrial and agricultural rejects
are produced per year in the Burcopean
Economic Community and in the whole
world the reject production is
estimated in 2 billicns tons/year (3,
1¢). It is calculated that these
rejects are composed of @ 40-60%
cellulose, 15-10% hemicelluleose and
10-30% lignin. The enzymatic cellulose
break  down has enormous potencial
econcimic  applications like the
production of glucose, soluble sugars,
ethanol, xyleosis, etc. devertheless no

a significative method using cellulase
has been developed due to the high
enzyme costs in the total cost of the
process.  Some  econcimic  data  (7)
estimate that this high cost occur
mainly by the low productivity of the
enzymatic complex producing strains
and by the low cellulase substrate
specificity. In order to overpass
these problems same breeding programs
have been developed trying to get
hypercellulolytic microorganisms
mainly of the Tadichodeama genus. The
searching of efficient protocols for
protoplast release might help these
species breeding programs and this has
already been reported for Trdichodeama
reesed and Tadlchoderma pinophifum (2,
11, 12, 22, 23). It has also been
shown that protoplasts are essential
in studies of recombination and
genetic transformation (17, 19, 21).
In the present work it was attempt

Rev. Microbiol., Sdo Paulc, 20(4):501-506, Out./Dez. 1989
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to gevelop and efficient protocol for
protoplast isolation and regeneration
in a cellulolytic strain of
Aspenglffus wnigexr. This strain has
been used for amylase  industrial
production in the United States and it
was recently reported by Goldman {8)
as good cellulase producing one. The
other opjective of this work was to
perform cytological observation in
these protoplasts.

Material and Methods

Microorganism -  Aspengltfus ndigex
nNBR1-337, kindly provided by Dr.
Toblas J.B. Menezes (Ital, Campinas,
Brazil}.

Cutiture medin - The culture media used
were: complete medium (18); YGT medium
(yveast extract, 5g; glucose, 20g;
tween - 80, 0,2% distilled water,
100Cml); YG  medium {the same
composition of YGT without tween -
80).

Osmofic  stabifizens -  Aall the
different concentrations of KCL
stabilizers were dissclved in 0.2M
phosphate buffer pH 5.8; MgsS0 4
stabilizer was dissolved in  (0.02M
phosphate buffer pH 5.6 and sorbitol
was dissolved in 0.01d Tris-HCl, pH
5.8.

Giemsa sofution - One part of Giemsa
was disscolved in 66 parts of glicerine
at 60°C and after cooling it was mixed
with 66 parts of methanol.

Isofaiion and
protoplasts

regenenation of

a) From mycefium (9} - Ome wml of
conidia suspension of A. nigex
NRRL-337 (1.0 x 107 conidia/ml) was
incculated into 250m¥ conical flasks
containing 50ml of liquid complete
medium. They were incubated on a
rotary shaker (150 rev.min -1} for 18h
at 28°C. After that wmycelium was
vacuum  filtered through filter paper
and washed with the appropriate
osmotic stabilizer according to the
treatment. The wet weight was
determined. The lytic system contained
5.0ml of the osmotic stabilizer {1.2,

1.4 or 1.6M XC1; 1.0M MgSO4 or 2.4M

sorbitol), 12.5mg of sovozym 234 (novo
Industry), 12.5mg of CP cellulase
(John  Sturge} and 250mg of wet
mycelium giving a total volume of
T0ml . It was incubated in rotary
shaker for 3h at 28°C. Protoplasts
were then aollected by sedimentation at
4009/30 second. Tne supernatant was
kept and centrifuged at  2900g/10
minutes at 4°C and the pellet obtained
was rinsed twice with the specific
stablilizer. This pellet was
resuspended in 4.0ml of stabilizer and
the number of protoplasts was obtained
by counting in haemocytometer. They
were plated in regeneration medium
(complete medium + osmotic stabilizer)
and incubated for 72h at 28°C. After
this period protoplasts regeneration
was estimated and corrected for the
presence conidia and viable mycelial
fragments.

b} From geminative fubes () - One ml
of A. nriger conidia suspension was
inoculated into 150ml conical flasks
containing 50ml. of YGT medium
incubated at 28°C for Sh the
germinative tubes wet weight was
determinated and it was settled the
lytic system as following: 2.0ml of YG
medium, 2.0ml of osmotic stabilizer
(1.0M MgSO4 or 2.4M scbitol), 12.5mg
of Novozym 234, 12.5mg of (P cellulase
and 200mg of germinative tubes. It was
incubated for 1th at 28°C in rotary
shaker (150 rev min). The next steps

followed the same described
procedures.
Protoplasts afaining (1} - Two or

three drops from the pellet of the
first sedimentation were spread on
very clean glass slides inclined about
45°C. They were left to dry at room
temperature for 15 minutes and then
dipped in absclute methanol for 5
minutes. They were dried at room
temperature, dipped again in & HC1 for
2 minutes at 60°C washed in running
water and rinsed in filtered water. A
lay of 0.02M phosphate buffer pH 7.0
was put on the slides and Giemsa was
dropped over them (3-5 drops} and left
to stain for 2 minutes. They were
washed in running water and then
mounted.

Results and Discussion
Tables 1 and 2 show the results of
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table 1 - Isolation and regeneration of A. nége& protoplasta from mycelium.

Concentration Number of protonliasts Regeneration Madia Rzgenaration
5 _1 Compiete Medium Plus
of Stabilizers Q0" .ml ) Stabilizer as %
Indicated
3.6 M KC1L 32.35 Q.6 M KC1 - 11.40
0.7 ¥ KC1 10.0 0.7 M XC1 19.50
C.8 M KC1 3.5 J.8 M KC1 2.30
0.5 4 MgSvf)‘1 0.5 g.5 4 MgSOA 14.30
1.2 sorbitol 2.5 1.2 M sorbitel 23.30
Table 2 - Isolaticn and regeneration of A. nigen protcplasts from
germinative tubes.
Concentration Numper of protoplasts Regeneration Medi.a Regeneration
5 _1 Compiete Medium Plus
of Stabilizers (10°.m17%) Stabilizer as %
Indicated
C.5 M Mgso, ¢.33 0.5 M Mg50, 53.30
1.2 M sorbitol 58.00
1.2 i sorbital 3.30 0.5 1M HgS04 S.40
1.2 M sorbitel 6.40

isclation and regeneration of A. ndgex
protoplasts. The highest protoplast
vield (3.25 x 10//ml) was obtained
using 0CG.6M KCI as the osmotic
stabilizer as already shown by Hamlyn
& cols. (9). According to Davis {4}
several types of osmotic stabilizers
have been used in fungal protoplast
isolation including inorganic salts,
sugars and alcoholic sugars.

Depending on the organism it is well
known that both the type and
concentration of the osmotic
stabilizer influence protoplast vyield
and stability. There is no univeral
osmotic stabilizer available for all
kinds of fungal species (4). Inorganic
salts suit filarentous fungal
protoplasts isclation whereas for
yeasts, alocholic sugars are generally
more suitable as osmotic stabilizers
(9). The results have been confirmed
by Musilkova & Fencl (13}, Davis &
col. (5), Hamlyn & col. {9}, Rcken &
col. (20) and ©RBorges (1), for
different strains of A, nigex., The A.
niger used in this work gave highest

yields in using XCl1 as the osmotic
stabilizer instead of sorbitol and
MgSO4. On the other hand, sorbitol
released more protoplasts than MgSo4
when mycelium was digested (Table 1).°
As far as the sucess of protoplast
fusion and transformation in
filamentous fungi depends on a good
protoplast yield, these results might
contribute towards the establishment
of an efficient protoplast releasing
protocol.

According to Peberdy (15, 16) the
aspects of wall reconstitution and
protoplast regeneration are ., the most
intensely studied. The reason why
protoplast regeneration varies so much
is not Known. In this work the higher
regeneration rates were obtained from
germinative tubes (6) using 0.5M MgSO4
as osmotic stabilizer in the isolation
and 0.5M MgSO4 or 1.2 sorbitol in the
reversion (Table 2)}. There is no
reasonable explanation for the low
reversion rates. Protoplasts were
isclated in 1.2M sorbitol and left to

regeneration in 0.5M MgSO4 or 1.2M
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Figure 1 - Nuclei condition in protoplasts of A. nigen .
Symbols:. 1.1 Frpgm mycelium: osmotic stabilizer KC1 (7000x); 1.2
mycelium: osmotic stabilizer MgSG, (40Cx) and 1.3 From germinative

csmotic stabllizer MgS0, (400x).

From
tubes

N



sorbitol (Table 2). From mycelium, the
stabilizers MgS04 and 1.2M sorbitel
showed almost the same regeneration
rates as 0.7M KC1 did (Table 1).
Protoplasts stabilized with 0.7M KCL
showed almost twice the 0.6M KCl
regeneration rate (19.5 to 11.40%),
while 0.8M KC1 gave 2.3% of
regeneration. These results show that
a sliight wvariation in the osmotic
stabilizer concentration gave rise to
different responses in a same fungal
species.

Figures 1.1 and 1.2 show the stained
nuclei of A, nigeax protoplasts from
mycelium. In both pictures protoplasts
with different sizes and with
different muclei numbers can be  sS2en.
According to Necas & Svoboda {14}, in
unicelular fungi, protoplasts are
equal to the essential cell size {or
its multiples if cell is in division).
On the other hand, fungl protoplasts
reieased from muitinucleated mycelium
shows a wide range of heterogenecus
structures with a variety of nuclei
numbers and other cell organelles.
This heterogeneity might be due to a
non balanced distibution of the
cytoplasmic content of one hypha
region or the results of the
protoplast releasing in different
sites of the physiological  hypha
gradient (14}. The protoplasts
isclated in KCl showed in average no
more than 10 nuclei for protoplast and
for MgS04 10 or more nuclei were
normally found and some of then showed
even 25 nuclei per protoplast. These
results agreeded with those reported
by Borges (1) that found up to 32
nucleii in A. ndgexr 10V10 protoplasts
where MgS04 was used as osmotic
stabilizer. Peberdy (16) reported as
well  that Aspeng{Lis nddufans
protoplasts isolated in Mg504 showed a
higher number of nuclei per protoplast
than KCl.

Figure 1.2 shows that protoplasts
released in MgSO4 are bigger in size
and highly wvacuolated. The same
results were found in A. ndidufans (15)
and A, ndiger (1). Although Gefinitive
explanation can not be found for this
phenomenon,  Peberdy (15) suggested
that it could be totally osmotic oOr
that other reasons like the
cationhypha wall linkage might be
involved. BSince this method release
protoplasts with larger diameters it
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might be used in genetic studies of
micromanipulation.

Figure 1.3 shows stained A. sndgex
protoplast nuclei from germinative
tubes (6). Protoplasts released in
MgS04 showed a nuclear number from
zere to 4. These protoplasts are
smaller 1in size and less heteregenous
when compared with those released from
mycelium and might be important for
further genetic studies in this
strain.

Summary

The gefinition of an efficient
protococl for protoplast isglatlion and
regeneration in a cellulolytic strain
of Aspergiflus niger was carried out.
Cytological cobservations weres made on
protoplasts obtained from mycelial and
germinative tubes. The isclation and

regeneration was performed with
different crganic and ingrganic
osmotic stabilizers. The nighest

protoplast yield ({3.25 x g /el} was
obtained using 0.6M KC1 as the osmotic
stabilizer. Higher regeneration
rates ware sachieved with protoplasts
from germinative tubes using 0.5M
MgS04 as osmotic stabilizer in the
isolation a&and O0.5M MgS04 or T.2M
sorbitol, in the regeneraticn medlium.
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Statistical aspects of the
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Este livro corresponde ac volume 21

da série "Progress in Industrial

Microbiology". Trata-se, na verdade,
de uma monografia sobre Estatistica,
escrita por wn microblologista de
alimentos, que onservou as
dificuldades dos profissicnais da
drea bioldgica em compreender 4 OS
congeitos  estatisticos necessdrios
para a correta interpretacgio de seus
resultados laboratoriais. O objetivo

principal da monografia € expor, de
maneira simples e obljetiva, os fatores
estatisticos que podem afetar oS
resultados obtidos na avaliagdo da
qualidade microbicldgica de alimentos
e produtos afins. A ‘monografia &
subdividida em 10 capitulos. cue alédm
dos conceites estatisticos bdsicos,
aborda as implicagBes da variagao
natural na ¢istribuicio de
MiCroorganismos, oS efeitos  da
amostragem em nétodos quantitativos e
métodos P/A (presenga —auséneia), os
fatores que afetam os resultades
obtidos através de métodos diferentes

e a possivel corralagic entre
resultados assim
obtidos e as implicagbes da variagdo
estatistica nos padrdes

microbioldgicos para alimentos. Quatro
capitulos s@c dedicados aos erros
cperacionais associados as técnicas de
contagem de coldnias, aos metcdeos de
contagem por diluicio seriada, aos
métedos tipo  B/A,  aos métodos
indiretos e também  aos  erros
relacionados com a preparacdo  das
amostras para andlise. Os capitulos
sdo fartamente ilustrados com exemplos
criundos da experiéneia do autor come
microbiologista de alimentos, © gue
facilita bastante a compreensZo dos
conceltos abordados.

Profa.bra. Bernadette D.G.M. Francc
Depto. de Alimentos e  wutrigdo
Fuperimental - FCF / USP.

Boddy, L.; Marchand, R. & Read, D.J.
{eds} — nitrogen, phosphorus and
sulphur utilization by fungi.
Cambridge University. Simposium, 1989,
361 p.

Este livro aborda tema do &2
Encontro de Brish Mycological Society,
realizado em abril de 1988 na
Universidade de Birminghan, enfocando
aspectos relativos ao metabolisme

do nitrogénio, Idsforo e
enxofre, divididos em 4 dreas:
fisiologias e metapolismo do
nitrogénio, fosforo e enxofre em

fungos (capitulos 1 a 6); © papel
desses minerais na  asssocciagio
patogénica com plantas (capitulos 7 e
8); no relacionamento



mutualistico com plantas
{capitulos 9 a 12); e o papel dos
fungos no ciclo desses elementos
cdentro do ecossistems (capitulo 13).

A literatura referente & fisiclogia
e bioquimica € intensamente  abordada
pelos auteres, bem come, algumas
sugestdes sio formuladas
objetivando futuras pesquisas na
drea. E um livro indicado para
especialistas, pela atualidade e
profundidade de seus temas.

Dr. Beneditc Corrda
Depto. de Microbiologia ICBUSP

interferon and nonviral pathogens.
Gerald I. Byrne e Jenifer Turco,
editores. Immmnology Series, vol. 42,
Marcel Dekker Inc., New York e Basel,
1988.

A relagdc entre os  interferons,
imunidade e patdgenos ndo virais tem
sido investigada hd mais de 20 anos.
Contudo, estava faltando uta revisdo
sistematizada dos dados obtidos. Este
livro vem preencher esta lacuna.

A obra é dividida em trds partes.; A
primeira compreende dois capitulos de
revisio - o inicial discorre sobre o©s
interferons e sua inducdc e ¢ seguinte
aborda os interferons e seu mecanismo
de agio. A segunda parte descreve as
relagbes dos interferons com o©s
parasitas intracelulares obrigatdrics
- clamidias, ricketsias, Toxopfasma,
Leishmania,  Trypancsoma cruzd,

- plasmédio. Na ultima,
encontram-se os capitulos que tratam
dos patdgenocs intracelulares
facultativas - Listesia,
micobactérias, legloneffa e bactérias
eénterc -invasoras. Cada capitulo
Jedicado aos patdgenos foi escrito por
autores com experiéncia na respectiva
drea de conhecimento. Trazem, em seu
inicio, uma revisio Suscinta sobre a
biologia e patologia do agente, a
imuinidade da doenga e a atividade
dos interfercns - especialmente o gama

- na defesa do
hospedeiro. BEm sequida, 05
autores focalizam a sua contribuigdo

pessoal.
A revisdo sobre interferons  é
suficientemente detalhada para que o
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leitor ndo familiarizado
com o tema compreenda  ©Os
capitulos restantes. O tema -
interferon e seu mecanismo de agio ~
trata especificamente de aspectos da
imunidade celular nas  infecgdes
micrecbianas € ¢ papel do interferon
gana.

to primeiro capitulo da  segunda
parte do livro, a relaglo entre
clamidias e interferon gama e o©
mecanismo de inibicfo dos parasitas é
muito bem apresentada. As infecgles
‘persistentes por clamidia e suas
conexdes com o interferon gama s&o
estudadas experimentalmente por
Sherner e Iasov, mas as evidéncias no
sdo multo convincentes. A inibigdo do
crescimentc de Rickedsia prezeril por
interferon gama, o seu mecanismo de
agio "in vwvitro" e o ppapel
deste interferon "in vivo" em vdrias
ricketsioses experimentais constitui
capitulo abordado de  forma  muito
estimulante . A protegdo desencadeada
pelo interferon gama a macrdfagos "in
vivo" e "in vitro" & infecgdo pelo
Toxopfasma gond{d inclui os
elegantes e conclusiveos estudos de
Pfefferkorn a respeito da natureza
biocguimica deste fenfmeno e € um dos
assuntos mals interessantes do livro.
0 papel do interferon gama e as
atividades sinérgicas com outras
linfocinas na inibicdo de Lelshmandis &
revisado de modo claro e abrangente.
As relagBes do Taypancsoma cruzd & o
sistema interferon sdo objeto de dois
capitulos: ne primeire, o enfoque € de
uma revisdo mals geral, incluindo as
contribui¢fes pessoais dos autores; nho
seguinte, relata-se o papel do
interferon gama, na infecgio
experimental do camundongo com oS
dados obtides pelos autores. ©Os
efeitos do interferon gama-na infeccdo
experimental pelo Plasmodium berghed
"in wvivo" e "in vwvitro" inclue os
exaustivos estudos dos autores.

A indugBo de interferon por
bactérias e os interferons murinos sio
cbjeto de curta revisdo, seguida das
investigagbes sobre o papelr do
interferon na listeriose murina. Aqui
um detalhamento exagerado das
experiénecias  prejudica ¢o gosto da
leitura. Segue—se U capftulo
agradavelmente - - critico sobre o
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possivel envolvimento de interferon na
imunidade sobre as  infecgdes  por
micobactérias. Conforme se depreende
da leitura, o papel dos interferons
nas infecgbes por Leglonetia
pneumophita foi muito POUCO
investigado e merece a atengdo dos
pesquisadores. De maior importdncia no
nossc meio, a invasdo celular por

bactérias gramnegativas, o papel
coadjuvante agressivo
dos virus e como os

interrercns bloqueiam este fendmeno €
assunto do ultimo capitulo do livro.
Trata-se de uma puclicagio para pes
quisadores,com interesse nos assuntos
relatados. Devido ao formato dos capi-
tulos - de revisd3c abrangente do  tema
com detalhes experimentais e especula -
¢Bes interessantes ao final do texto se
rd, sem divida, leitura estimaladora pa
ra novas pesquisas. -

Prof. Dr. Romzin Rolland Golgher
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Universidade Federal de Minas Gerais

Universidade Federal Fluminense -
Nucleo de documentacao

Entre 4 e & de setembro, o dicleo de
Documentacdc da Universidade Federal
Fluminense, com o apoio de vdrias
empresas ¢ entidades e patrocinio da

ABNT — Associacio
Brasileira de Normas
Técnicas - e CWPg — Conselho nacional
de Desenvolvimento
Cientifico e
Tecnoldgico - , realizou em Niterdi o

ENCONTRO NACTONAL DE  NORMALIZACAO DE
TRABALHOS  TRECNICOS,  CIENTIFICOS E
CULTURAIS. O Encontro remniu cerca de
200 participantes de tcdo o Brasil,

entre técnicos de vdrias dreas de
conhecimento, sckressaindo
bibliotecarios, pesquisadores -,

mestrandos e doutorandos, além  de
profissionais de empresas gque lidam
com normas técnicas.

¢ éxito do Encontro traduz a
necessidade sentida pela comunidade

cientifica, académica
= empresarial na definigio
de NOYmASs sistematizadas, cuja

auséncia ou - inadequacho tem reflexos

negativos no desenvolvimente da
tecnologia & da pesquisa nacional.

A partir de um documento basico,
elaborado pelo NDC-UFF, reunindo 66
fontes de varias universidades
brasileiras e entidades diversas, ©
Encontro se deteve na andlise e
discussao deste documento, pera
elaboragic de uma sistematizacio £inal
que servisse de subsidio para a
revisdio, unificagdc e implantacdo de
novas normas da ABNT, uma urgente
necessidade e aspiragdo ccletiva. O
documento elaborado pelo Encontro, por
sua abrangéncia e detalhamento,
servira - ainda para complementar os
casos omissos nas normas atuails, tanto
no uso cotidianc das universidades,
comc na operacgio de ampresas das dreas
de informdtica, medicina, engenharia e
outras.

As conclusdes de Encontro estdo &
disposicio dos interessados, no micleo
de Documentagdo da UFF - tel. 710~
6060.

UFF - micleo de Documentacgioc
Av, Bento Maria da Costa, 115-A
Juruiuba — Niterdi - RY

2¢ Encontro ILatino-americano de
doencas infecciosas — Santa Maria — RS
- 13 a 17 de junho de 1930.

Esse evento promovido pela Comissdo
de Controle de Infecgdo Hospitalar do
Hospital Universitdrio de Santa Maria
e Centro de Cidncias da Saude da
Universidade Federal de Santa Maria
tem sua programagio clentifica
abordando as infecgdes na drea
materno-infantil. Serdo desenvelvideos
curscs sobre "Prevencdo e Controle da
Infecgdo Hospitalar®, e"Microbiclogia
em controle de infecgdes =@ varios
painéis e confer@ncias : Infecgdes no
BinBmio m3e~filho; Doengas sexualmente
transmissiveis; A.I.D.S., Doenga
inflamatdria pélvica; infecgdes
respiratdrias; infecgbes do  trato
respiratdrio; septicemias;  infecgdes
cirurgicas; antibiotico profilaxia;
antibicticoterapia, dentre outras.

Maiores informegtes com:

Profa. Jane Margarete Costa
Universidade Federal de Santa Maria
Santa Maria — RS



Esta é a maioy drea titil da saiide
BRASILEIRA, IATINO-AMERICANA e
do CARIBE.

LILACS CD-ROM: 2 mais
completa e atualizada
base de dados ji
produzida para registrare
difundir mundialmente a
producio intelectual do
profissional de satde do
Brasil, da América Latina
¢ do Caribe. um micro compativel
Gragas 4 uma tecnologia e - comoPC-XTouATe
avangadissima, 2 BIREME conseguiu um equipamento de leitura de CD-ROM.

ambiente e engenharia
sanitdria coletados pelo
Centro Panamericano
de Engenharia Sanitdria
e Ciéncias do Ambiente.
Para penetrar neste
universo de informagdes
vocé s6 precisa de

reunir, em um Unico Compact Disc, A BIREME fornece o software para
citagdes bibliogrificas e resumos de acessar IILACS CD-ROM.
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