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RESUMOS

Os trabalhos foram classificades conforme as areas abaixo:

Microbiologia Agricola ... ... e (Y ta 24
WMicrobiciogia de Alimenios . . .. By 26=a 68
Microbiologia Amblental (Cy 85%5a &0
WMicroblologla Basica (D) ¢1ai48
Microbiologla Industrial ... ... (E) 1482178
Microbiologia Médico-Humana. ... ... (F) 179 & 360
Microbiologia Veterindria. ... {G) 361 2 384

Observacdo: A classificagdo dos resumos em uma das areas da Microbiolo-
gia 1ot a critéric da comissdo organizadora e pode nao traduzir
a intengé@o dos autores.
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(ONTRTBUIyAO DA FTANGSACTERﬁA Mos tocmuscorum NA FIXACAQ %TO‘DuICA

DO MITROGENIO PARA A CULTURA DO ARROZ IRRIGADC
PoM. LACAYA & R. BAPTISTA

Da superficie do solo de cultura de arrvoz irrigado {Munici-
5io de Barrinna, SP), isolou-se a cianchactéria Nostoc muscorum ,
gue fou purificada e mantida em meios de WH - MBL, MFDA, CRU/IU e
Rodhes VIII. Para o experimentc em vasos, o solo utilizado foi Te
ra Rocha estruturada, serie varzea, analisado mecanica e quimica
mente. A variedade de arroz emareaada foi a [AC - 435 ¢ a ciano-

bacteria inoculada atraves de suspensao. 0s dois tratamentos em-
oregacos foram cultivo do arroz em vasos durante 32 dias s inocu-
lacao do N.muscorum em intervalos de aproAamadawerLe 4 dias, num
total de 30 dias, com cuibavc em seguida do arroz por 32 dias. Ao

fim do periodo constatou-se: a) acrescimo significative de  peso
da materia seca aeérea e radicular; b} acréscimo stonificativo na

concentragac de nitrogenio total na parte aérea; c) acrescimo sig

nificativo na concentragac de NH4, mas nao de NO3 no solo e d)
promocao da manutencao da fert11zdade nitrogenada no sclo.
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{ rante 36 h., com os amincacidos na concentracao de lg.L'l. Den -
' tre o0s amincacidos testados nenhum foi utilizado como fonte de

ESTUDO DO CRESCIMENTO DE Acetobacter diazotrophicus NA PRESENCA
DE DIVERSOS AMINOACIDOS E PRODUCAO DE FITOHORMONIOS.

M. Oliveira; M.P. Stephan
Laboratério de Bioquimica - EMBRAPA/UAPNPBS

0 crescimento de Acetobacter diazotrophicus,bacteria fixado-
ra de nitrogénio recentemente isolada de cana-de-acgicar, foi tes
tado na presenca de diversos aminoacidos. O cultivo foi efetuado
em meio liguido, sob pO, atmosférico, 180 rpm, pH 5,5, 302C., du

. carbono em meio de cultura suplementado com 16mM de (NH4)2804 .
i A glutamina, isoleucina, alanina, fenilalanina, asparagina, me -

" tionina, arginina, triptofano e acido glutanico foram_ utilizados

i
|

" como fonte de nitrogenio na presenca de glicose 5g.1.77, o mesmo§

H

nao ocorrendo com cisteina, treonina, leucina e serima. A maior]

i produtividade celular foi obtida na presenga de alanina, atingin!

do 2,6 % 109 cels/ml. Nos tratamentos onde o crescimento fol de-|
corrente da utilizacido de aminoacidos como fonte de nitrogenio’

i nao foi observada a atividade da nitrogenase, avaliada através!
: do método de reducdo de acetileno. A analise do sobrenadante em
" cromatografia liquida de alta eficiencia mostrou a presenca de

" acido indol acético nos tratamentos contendo triptofano e NHg, o

mesmo nao fol detectado em culturas crescidas somente com NHT,
Outros aminoacidos serac testados.
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CARACTERIZACAO DO PROCESSO DE ENCISTAMENTO DAS ESTIRPES Spy E
245 DE A. brasilense SOB CONDIGOES DE DISSIMILACAC DE NO3.

M.P. Stephan; E. Pereira
Laboratoric de Bioquimica - EMBRAPA/UAPNPBS - RIJ.

0 estudo do mecanismo da producgao de cistos & um fator
que, provalvemente, explicaria o motivo do aumento da produti
vidade vegetal somente em trigo inoculado com a estirpe 245,
e nao com a estirpe padrao Sp7. As duas estirpes distinguem-—seg
quanto a produtividade de massa cistica em cultivo em meio 1i-
quido, com NOF (5uM), frutose (8auM) e sob baixa aeracdo, mos-
trando para a estirpe Sp; um peso seco de cistos de SOOmg.L‘l
e para a 245 um peso de cistos de lODmg.L_l. A diferenca mna
producao de cistos entre as estirpes deve-se, possivelmente,
'a relacao C/N, no cultivo, sendo os cetoacidos precursores dos
aminoacidos desviados para a sintese de poliBhidroxibutirato.
A andlise de NO3 no sobrenadante mostrou uma reducdo total de
NO§ a NOE para a estirpe Spy, nac havendo nesta condic¢fo mais
nitrogenio disponivel para a sintese proteica. Para a estirpe
245, ao contrario do observado na S5p7, houve um acumulo de NOJ
inferior a quantidade de NO3 utilizado, havendo ainda N0§ dis
ponivel no meio de cultivo. Além do N, o oxigenio mostrou ser
importante no processo de encistamento, havendo menor producao
de cistos em anaerobiose do que aerobiose.
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EESTUDO COMPARATIVO DA CINETICA DAS ENZIMAS DA VIA DISSIMILATGRIA
| DE N0§ EM DUAS ESTIRPES DE A. brasilemse: Spy E 245.

]
| E. Pereira; M.P. Stephan; J. DUbereiner.

i Laboratorio de Bioquimica - EMBRAPA/UAPNPBS-RJ.
l
: 0 aumento da produtiv1dade em trigo tem sido observado em
lresposta 3 inoculacao com a estirpe 245 de A. brasilenmse. Esta
‘bacterla fixadora de nitrogenio e capaz de utilizar oxidos de ni
'trogenlo como aceptores de eléetroms alternativos. Células das
i duas estirpes de A. brasilense Sp7 e 245 contendo nitrrito reduta
ise dissimilatéria foram obtidas em cultura tipo batelada conten—|
‘do 10mM de KNO3,vedada com tampa de borracha em pOz ipicial na
‘fase gasosa de 20%. A atividade de NR dissimilatdria de celulas
{lavadas da estirpe Spy fol muifo superlor a atividade da NR dis-
' similatoria da estirpe 245. A cinética da utilizagao de NO3 em
'anaeroblose foi linear durante 20 minutos, s6 ocorrendo producao
tde N0 quando todo o NO3 foi reduzido a NO,, em ambas as estir -
. pes. Confirmou-se a inibicao total da NIR pela adigao de NO3. Es
ites resultados modificam a interpretacao de experimentos anteriol
. res (Ferreira e DYbereiner 1987) onde fol sugerido que © efeito
da SP 245, e nao da SP Spy, sobre a incorporacac de NO3 em tri-
go se deve a maior atividade da NR desta estirpe. Interpretacgoes
alternativas serao discutidas.

NR
NIR

It

Nitrato Redutase
Nitrito Redutase
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INFLUENCIA DE  SOLVENTES Ma AZH0 DO KELTHANE  SOBRE
GZNSEIRILLUM LIBQEEEBUM: I- EFEITOS EBIOLOGICOS.

T. Langenbach % D.M.5. Mano

-

Instituto de Micrabiclogia — UFRJ -

A contaminagdo do s0lo pelo uso de inseticidas
na agricultuwra pode afetar processos microbioldgicos
ndEo alvo. Azospdrillum ligpofscums bacteria do solo
fivadora de N s foi escolhida como modelo. Os
exper imentos foram realizados "in  vitro", excluindo
fatores de interferéncia do solo. Trabalhos
anter iores em NGSS0 laboratdric estudaram a
influéncia de alguns pesticidas comerciais,
sobte2tudo Kelthane, sobre este microrganismeo. O
obijetiva decste trabalho & ezclarer se o0os efetitos
observados com EKEelthane s30 decorrentes de seu
ingrediente ativo {(Dicofol) ou de seu soclvente
comercial (Fremix).

Foram realizados diferentes sxperimentos com o
produto comercial Kelthanes com Dicofol disselvido
separadamente em etanol, dimetilformamida e premix e
com estes solventes isoladamente. Foram determinados
o crescimento {(conteddo proteicol. a atividade da
. nitrogenase {(redug3o de acetileno, medida por
‘cromatografia gasosals © volume celular  (Coulter
channel yseri 2 feitas cbhservagBes morfoldgicas em
microscopia dptica.

(833 dados retferentes ao crescimento e a
nitrogenasse sugeram gque o efeito  inibitdrioco maior
seja resultante da ag¥o dos scolventes mais do gue do
Dicofol. Fesultados distintos ocorrem quanto a
morfologia celular. A formag¥o de gistos na presenga
tanto do produto comercial, guanto dos sclventes e do
ingrediente ativo, € discutida.

Apoio: CNFg. CEFEG. CEE. AN
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IMFLUEHCIA  DE SOLVEMNTES N& ACED DO KELTHAME  SORRE
A,  LIEBGEERUM: II- LIGAEAC HMITMICA DO INGREDIENTE
ATIVO (DICOFOL)Y COoM A CTELULA.

o

MLoE. Manos K. Bufd 2 T, Langenbach
Instituto de Microbiologia —- UFRJ -

A agdo dos inseticidas pode =8 estender &
organismos n¥o alvo: como os microrganismos. Estudos
anter iores, real iz ados em NoseEo laboratdrio
constataram que o organcclorado Kelthane apressntou
efeitos inibitdrios sobre a bacteria fixadora de N2
Arzaepirillum lipoferum. uwtilizada come modelo.

0 objetivo deste trabalho € estudar a influgncia
do premix. solventes util izado na formul ago
comercial, na ligagdo do Dicofol., ingrediente ativoe
do KFelthane, com o A. lipofserum.

Como as ligagdes com as células. muitas veres
sd0 muito fracas. padendn se desfazer facilmente por |
fracionamento celular ou até por lavagem. fo:
utilizade o método de fotoindugdo por U.V.. Este
attodo sstabelece 1igagles covalentes estdveis com as
moléculas celulares as gquais os diferentes produtos
ce ligam. sendo eficaz para muitas substi3ncias,
inclusive o Dicofaol.

Dados imiciais comnfirmam gque a incorporag3o do
Dicoftol 14-C utilizando-se o método da fotoinduclo &
miito superior do gue nas amostras nio irradiadas. &
cinetica de incorporagdc radioativa  do Bicofaol
utilizando-se o etancl como salvente mostra que &
ligaedo ocorre nos primeires 20 minvtos de incubacdo.
apds @2 quails oz valores se mantem aproximadamente
constantes. Diferesntemente a cinética de incorporagdo
celular do Dicofol dissolvide em premix revela , ateé
2 horas de incubag3cs um aumento crescente do numero
de ligacles. Experimentos com concentraghes varidveis
de premix mostraram gue este soclvente aumenta a
incorporagdo do Dicofcl com a célula.

Apoio:r CNPg, CEE. CEFES
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EFELTD DE PESTIDIDAL SOBRE BADILLUS ~=in 4D0S DO 3010
F.H.. Carvalho ﬁlvesa; M.BE.. Fadrigues: .+« Mendange
Magler & A.N., Hagler.
Instituto de Microbiclogia da ULF.R. D

Foi testada a ag3o dos pestic:ides Folidol e
talthane em concentragtes de 100 = S04 ppm  sobre
so0los arenose 8 orglAnico, previamenteé caratterizados,
utilizando-se cistemas de microcosEmos com diferentes)
periodos de incubaglo gue variaram de 30 minptos a I0
dias.

Bactérias heterctroficas:. Racilluz & Fungos foram
determinadcs Come parametras mizrobioldgicos &
mostyraran uns sensivel redua&z gm Swas ponul aglBes nag
primeiras duss  horas  de foo] Guangdo entio
mudancas quantitativas prat1ﬁ‘ﬁe ram atsé
a +inal do experimento.

Estirpes de Bagilliuss gque nestes mostraramn— |
~&€8 importantes a nival guantitative, toram lscladas
g testadas frente a ag¥a deos mesmos icd em!
meio liguido: com concentragfes de i em
cultura pura. O efeito inibitdrio no crescimentn foi
evidenciado nas concentragles de 100 zom de ambes  oOs
pesticidas & de 10 ppm de Kelthane o mesmo %6
acontecends com 10 ppm de Fol idol.

JObservaglsas an microscdpio Spt oo mostyraram
efeitos deletérios diversos mas gue tirham como
principal =zlvo a morfologia & a wsobilidade dos

Bacillug testados.

0 material partic.
microorganismos dos efeitos negativos

&pDiDi CEE

ilado do s0loc parece proteger

os
dos pesticidas.

i.
3
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METOS DE CULTURA ALTERNATIVOS PARA PRODUCAC DE BIOIN-
SETICIDA A BASE DE BACILLUS THURINGIENSIS.

D.M.F. CAPALBO ' e I.0. MORAES "

' CNPDA/EMBRAPA " Centro de Tecnol. - UNICAMP
;
Atualmente uma das alternativas mais utilizadas em todo o mun- '
do no combate biologico a insetos-praga da agricultura, e o empre
go do.Bacillus thuringiensis. Sua utilizacao no Brasil, entretan:
to tem sido restrita principalmente pelo alto custo do produto.

Na tentativa de viabilizar sua ampla utilizagac atraves da pro
ducao em melo de cultura de baixo custo, foram testados residuos’
agroindustriais, separadamernte cu em combinagao, sendo ¢ pH final
ajustado para 7,3. As fermentagoes com B. thuringiensis  var.
thuringiensis foram efefuadas em fermentadores de laboratorio ,

com agitagac mecAnica, aeragao controlada, temperatura de 30 oc,

- sendo que amostras foram retiradas periodicamente para analise de’

pH (potencidmetro), absorbancia (espectrofotometro, 600 mm), con-:
tagem de esporos (plaqueamento das diluicoes adequadas da amostrai
submetida a choque térmico - 30°C/ 10 minutos) em meio agar nutri;
ente. ;

Os resultados obtidos indicaram a viabilidade de utilizacao
dos residuocs testados, sendo que se destacaram pelo alto rendimen
to, os melos coqstituidds pelos seguintes residucs: residuo liqui
do da industria de glutamato monossodico, melacgo de cana—de—a@ﬁ—
car, & melago eitrico. A adicao de um complexo mineral(normal-
mente utilizado como suplemento de ragao animall, tambem se mos-
trou interessante.

Como o produto final deve apresentar atividade biologica con-
tra insetos da ordem Lepidoptera, o material obtido nas fermenta
cdes devera ser avaliado atraves de bioensaios, numa proxima eta
pa do trabalho. -

-Projeto desenvolvido com apoio do CNPg.
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METODOS DE PREPARC DE AGUA DE LEVEDURA E INFLUENCIA DA CON-
CENTRACAO INICIAL SOBRE O CRESCIMENTO DE Bacillus sphaericus.

C.S.HONDA, J.M.C.$.DIAS & R.G.M.SCHENKEL
CENTRO NACIONAL DE RECURSOS GENETICOS E BIOTECNOLOGIA
EMBRAPA - BRASTLIA - DF.

0 constante aumento da resistencia dos insetos aos insetici-
.das quimicos.bem como,a crescente preocupagac com o impacto ambien
'tal desses produtos,tem incrementado o interesse no uso de blOlnse
‘ticidas.Para o controle de mosqultos tem—se pesquisado o uso de
‘8301llus spnaerlcus cuja acac larvicida e determinada por uma toxi
na produzida no inicio da esporulacao.Para a producao do bacilo E
:1mportante que se utilize meios de cultura de baixo custo e fac1l
obtengao Dentre os diversos substratos estudados escolheu-se agua
:de levedura,uma vez que além de diminuir os custos de produgao,pos
‘sibilita o aproveitamento de um subproduto de destilarias de alco-
ol.

A partir de fermento comercial prensado foi preparada agua
de levedura através de dzversos méetodos: esterlllzagao a 1212C ou
:1302C, homogenelzagao sonicacao, homogenelzagao + esterilizacao, so—i
Jnlcagao + esterlllzagao esterilizacao + homogenelzagao esteriliza~
icao + sonicacao e esterilizacac + agltagao com perolas de vidro. OQ
tmetodos que resultaram em maior extracao de protelnas foram ester1
'llzagao + homogeneizagao e esterilizacao + agitacgac com pérolas ae
§v1dro por 36 horas.

% Foi estudada,ainda,a influencia da concentracao inicial de
fermento(entre 100 e 300g de fermento umido/litro)mo cresc1mento

e toxicidade do B. sphaericus 2362,tendo-se obtido concentragoes

celulares crescentes(entre 0,91 e 3,10g/1l)e concentracoes de espo-
ros decrescentes{entre 5. € G,l&.lOgesperos/ml)com o aumento da re-
ferida concentracao inicial de fermento.Bioensaios efetuados con-—
tra larvas de segunéo estagio de Culex qulnquefasc1atus mostraram
que a concentracao de bioinseticida necessaria para matar 507 da

populacao~alvo em éSh(CLSO}decresceu na proporcac aproximada do

aumento da concentracao de esporos.Tais resultados apontam para a
existéncia de uma concentracac o6tima de mutrientes,que por um la-
do conduz a uma elevada concentragéo de células e gque,por outro
1ado induz a esporulagao e a produgao de toxinas.Essa concentra
cao,no caso estudado, era da ordem de 100g de fermento umido por
litro.
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LEVANTAMENTO EPIPEMIOLOGICO DE ENDOMICORRIZAS (MVA) NO MONICT
DE LONDRINA - PR.

Cavazzana Jr, M; Andrade FQ,G; Itow Jankevicius, S; Jankevi -
cius, J.V.

Departamento de Patologia Geral, Centro de Cisncias Biologicas
Universidade Estadual de Londrina, Caixa Postal n¥ 6001, CEP
86051, Londrina, PR.

Foi realizado um levantamento epidemioldgico de endomicor
rizzas abrangendo o municipic de Londrina - Pr, visando obter
a incidéncia de esporos destes fungos em solos considerados
ricos em minerais. Foram escolhidas 20 propriedades (estacses)
representativas das varias regices do municipio, sendo proprie
dade dividida em 4 subestacoes, de onde foram colhidas 3 amos-—
tras de 1 Kg de solo, da superficie até t 30 cm de profundida-
de. As amostras das subestacoes da cada propriedade eram homo-
geneizadas, retirando-se 200 g que eram tratadas por peneira-
¢ao Umida em tamizes de 0,71; 0,35 e 0,053 mm de malha e o ma
terial depositado na ultima peneira, exaustivamente lavado em
agua corrente, era transferido para a placa de Petri e reali-
zada a contagem de esporos de fungos com morfologia sugestiva
de endomicorrizas em lupa estereoscopia. O 10 levantamento foi
realizado antes do plantio de verao 86/87 e o 22 durante a cul
tura. Obtivemos, para o 19 levantamento, média de 3.378 espo -
xos/200 g de solo homogeneizado, com as propriedades indivi -~
duais oscilando entre o minio de 846 e o maximo de 6.625. Para
0 22 levantamento, ja as culturas em desenvolvimento, obtive-
mOS, nas mesmas propriedades, media de 4.192 esporos/200 g de
solo, com minimo de 2.803 e mdximo de 7.085 esporos. Estes es-
poros estaoc sendo identificados e comprovadas a sua infectivi-
dade no sistema de cultivo hidroponico "in vitro” de soja.
Estes dados estao sendo correlacionados com tipo de solo, adu-

bacao, pH, tipo de cultivo, condigoes climiticas, cultura, cul
tivar e produtividjade

AiQ
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CRESCIMENTO DE MICELIO VEGETATIVO DE FUNGOS ECTOMICORRf
ZICOS EM MEIO LIQUIDO. I. EFEITO DE AL E P

R.M.C. MUCHOVEJ; M.C.M. KASUYA: J.D. ALVES; C.J. RVILAﬁ
A.V. NOGUEIRA & V.A.B. OLIVEIRA,

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA, DEPARTAMENTO DE BIOLO-
GIA GERAL, VICOSA - MG.

O presente trabalho teve como objetivo estudar o
efeito de Al-AlCl, (concentragdes de 0, 1, 10, 100 e
10060ug Al/ml) e de P - (NH } HPO4 (concentragoes de 0,
25, 50, 100 e 200 ng P/ml) sobre © crescimento micelial
de Plsollthus tinctorius isolado RV—SZsaRhlzopogon:rea1¢
em meio llquldo MNEA. Dois discos com émm de diametro,
contendo micélio do fungo, foram adicionados a frascos
Erlenmeyer contendo 50 ml das solucgdes. O delineamento
experimental utilizado fol em esquema fatorial (2x5)6,
com dois fungos e cinco niveis do elemento, em seis re-
peticdes, dispostas de maneira inteiramentecasualizada
Apds um periodo de incubacgdo de 30 dias a 25°9C foram fei
tas as avaliacdes da massa micelial seca produzlda, A
produgao de mic&lio foli crescente até o nivel de 100ug
Al/ml para ambos os fungos. Entretanto, na concentra-
cao de 1000pmg Al/ml a massa micelial de ambos os fungos
fol em torno de 50% menor do que a obtida no nivel -de
100ng Al/ml. Em todos os niveis de P estudados, R. reail
apresentou maior producgdo micelial gque P. tinctorius En|
tretanto, verificou-se que, apesar dessa d diferenca, am-
bos apresentaram crescimento maximo em 25pg P/ml.

APOIO CNPg - FINEP
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'CRESCIMENTO DE MICELIO VEGETATIVO DE FUNGOS ECTOMICOR&;
ZICOS EM MEIO LIQUIDO II. EFEITO DE pH E Mn

‘M.C.M. KASUYA; R.M.C. MUCHOVEJ; M.C. ENRICI; E.S. DIAS;
‘J.B.P. SIMAO & R.F. ARAUOJO

'UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA, DEPARTAMENTO DE BIOLO-
/GIA GERAL, VICOSA - MG

i Foram avaliados os crescimentos de Rhizopogon reaii,
Ilsolado CK7 e Pisolithus tlnctorlus, isolados 185 e RV-
i82, em meio liquido, em cinco niveis de pH (3,2; 4,0;
4, 8 5,6 e 6,4) e Manganes-MnClz {0, 5, 10, 100 e 500ng
*Mn/ml). Cinquenta ml de cada meio foram inoculados com
‘discos de 6mm de didmetro, contendo micélio dos fungos,
retlrados das bordas das colonias com 15 dias de cresc
mento. ApOs a inoculagao, os frascos foram incubados
|no escuro a 28°C, com agitacao manual diaria. O deli-
neamento experlmental utilizado foi em esquema fatoria
(3x5)5, com os trés fungos e cinco niveis de pH ou d
Mn, em cinco repetlgoes, dispostas de maneira inteira
mente casuallzada. Apds 35 dias foi feita a avaliacgiag

i'da matéria micelial seca produzida pelo funga Rhizopogorn

reaii e o isolado RV-82 apresentaram crescimentomais i
tenso nos valores de pH mais elevados, engquanto ¢ isol
do 185 ndo teve seu crescimento alterado ém fungao d
pH. O isolado 185 foi estimulado por concentragoe
crescentes de Mn, até 100pg/ml no meio.

APOIO CNPQ-FINEP
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OTIMIZACED E CONDICOES PARA PRODUCAO DE PROTOPLASTOS
Pisolithus tinctorius,

Anunciagdo,C.E.A.; W.V. Guimardes; E.F.de Aratjo;R.M. .
C. Muchovel; *D.R. Niffeneger e Socuza. |

Depto. Bioclogia Geral/UFV, *Deptp. Biologia Geral
(UFMG)

0 uso de fungos micorrizicos como inoculantes em pro~--E
gramas de reflorestamentos tem sido largamente preconﬁ
zados. Para aumentar a eficiéncia dessa associagao,tra
balhos de melhoramento genético devem ser condu21dos.?
A fusdo de protoplastos é uma técnica gue apresenta |
grande potencial para melhoramento em fungos.Nesse trg
balho foram estudadas as condicdes para producio e re-
generac¢ao de protoplastos em P. tinctorius. O0s proto—
plastos foram obtidos utilizando-se mic@lio crescido a
270C per 15 a 17 horas e tratado com uma mistura dlges
tora constituida de enzima e estabilizador osmdtico.
Foram testadas as enzimas CP-celulase e NovoZym 234 e !
varios estabilizadores em diferentes concentracgdes. O
melhor método fol obtido guando se utilizou NovoZym
234, micélio e manitol 0,6M na proporcaoc de 10:15:0,15
{p/p/v} e 4mg/ml de BSA, tendo sido produzidos 1,2 x
107 protoplastos/ml. A adic¢3o de B-mercaptoetanol ou
DTT no frasco de digestdao, ou durante o crescimento dqg
micélio com tween-80, ndo elevou a produgdo de proto-
plastos. Usando-se diferentes técnicas de regeneracao,
em meio sbélidoc MNM~0,6M manitol, foi possivel obter
até 40% de regeneragao.
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| EFEITO "in vitro" DE EXTRATOS BRUTOS DE GERGELIM (Sesamum indicum
'L.) SOBRE O DESENVOLVIMENTO DO FUNGO CULTIVADO POR FORMIGAS COR -
| TADEIRAS (Atta sexdens rubropilosa) FOREL, 1908 (HYMENOPTERA,FOR
| MICIDAE) . '

|
j F.C.PAGNOCCA, M.J.HEBLING-BERALDO, 0.C.BUENO, O.AULINO SILVA, E.
{ ¢, VIDO JUNIOR, J.B.FERNANDES & P.C.VIEIRA

Tnstituto de Biociéncias - TNESP. Rioc Claro (SP); Imstituto de
Quimica UFSCar. Sao Carlos

Para avaliar a hipdtese de que o efelto observado por Bueno et !
alli (1989%) durante o forrageamento de ninhos de Attg sexdens T~
bropilosa poderia ser comsequéncia da agao de compostos metaboli
cos secundarios sobre o fungo simbionte, folhas, frutos e semen-—:
tes de gergelim (Sesamum indicum L.) em diferentes estaglos def
desenvelvimento foram secados, triturados e submetidos a extragao
com diferentes solventes (cloroformio, metanol e agua) Esses ex—
‘tratos foram ad1c1onados ao meio de ensaio para obtencao das se*t

guintes concentracoes finais: 7,5; 15,0; 30,0 e 60,0 mg p.s./ ml |
' para os extratos obtidos de folhas de 30,0mg p.s./ml para os de -
. mais extratos. Um indculo com 4,0mg p.s.micelial/ml foi preparadd
a partir de culturas-estoque de aproximadamente 30 dias de desen+
‘volvimento. A incubacac foi a temperatura ambiente durante 30 i;
5 dias mantendo-se os tubos inclinados. Fol preparado um controle
especifico para cada tipo de solvente. Para a avaliacao do cresci
mento procurou-se observar a quantidade e a densidade do inoculo
presente nos tubos. Nos extratos follares obtidos com clorofor-
:m10 e metanol a maior inibicao do desenvolvimento do fungo foi
observada na concentracao de 60,0 mg p.s/ml. Os extratos &quosos |
n3o causaram inibicaoc, mesmo nas mais elevadas concentragoes ex—
perimentais.

Os resultados indicam claramente, a ocorrencia mnas diferentes
partes de $§,indicum, de compostos lipossoluveis que tem acao fun
gistatica em relacdo ao fungo cultivado por essas formigas e nés
estamos atualmente isolando esses compostos com © objetivo de
avaliar o potencial dos mesmos no contreole desses insetos.
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: AVALTACAO DE SUBSTRATOS A BASE DE BAGACO DE CANA~DE~ACU
ARA O CRESCIMENTO DO COGUMELQO Pleurotus ostreatus

AUTORES: J.G. MACHADO
M.G.C. CHURATA-MASCA
J.R. MOTGCS

INSTITUICAC: FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS DE JA
BOTICABAL - TUNESP.
] O presente trabalho avaliou o crescimento do fungo
{ comestivel P. ostreatus, utilizando como substrato bagaco de cang
hidrolisadc e na¢ hidrolisado e como fonte de nitrogénio, o fa
relo de soia, a levedura seca e ureia até se atingir as doses dé
nitrogenic tcotal de 0,507, 1,00% e 1,50% na matéria seca. Os ind
culos foram cbtidos a partir do crescimento do fungo em semente |
de trigo e todos os substratos foram esterilizados em autoclave
a 1209 C por 20 minutos, ;

A partir dos resultados cbtidos conclui-se gue os

[ melhores tratamentos para obtencao de cogumelos foram aqueles en
que se utilizou bagaco nao hidrolisado, nas seguintes combina A
coes: Farelo de soja 0,507 de N total, Levedura seca 0,50Z de N
total, Uréia adicionada apds a autoclavagem 0,50Z de N total |,
Levedura seca 1,007 de N total e a testemunha.

Ocorreu inibicao do crescimento do fungo nos trata-
mentos com doses de Nitrogenio total igual a 1,50% N e nos trata-
mentos em que sé utilizou bagaco hidrolisado como substrato.
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ATIVIDADE AﬁTIBACTERIANA DE PLANTAS BRASILEIRAS

- K. BOSSHARD
. L. B. CAMPOS
. GARCIA

. M. BACHICH

T 8 << ko

Departamento de Substancias Ativas Narurais, Centro de Pesqui-
sas—-REODIA SA.

Objetivos: Como parte de um programa de pesquisas de novos antj
bicticos a partir de plantas brasileiras, investigamcs a fami -
lia ERIOCAULACEAE, através do estudy de 14 espécies coletadasi
em diferentes regides do Brasil. !

Material e Métodos: As plantas foram submetidas a extracac com
hexano e acetona a temperatura ambiente, seguido de precipita-
czo. As amostras solubilizacdas enm DMF/HZO foram testadas quantd
a atividade antibacteriana pelo método de difusdo em agar de
Muller-Hinton sobre as seguintes cepas: taphylococeus aureus
Streptococcus pyogenes, Clostridium perfringes, Clostridium gep
ticum e Bacteroides fragilis,

Resultados e conclustes: A atividade concentra-se no precipita-
do cobtide a partir do extrato acetonico. Quatro especies do g§
nero Paepalanthus coletadas em diferentes regiaes mostraram—se
ativas sobre todas as cepas testadas. Uma analise preliminar dd
composicao do precipitado indica a vioxantina como o principal
principio ativo. £ a primeira vez que a vioxantina & encontradd
em plantas, o que sugere uma possivel interacio do género Paepd
lanthus com fungos.
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RESPOSTA DE DUAS VARIEDADES DE SOJA INOCULADAS COM DUAS i

ESTIRPES DE Bradyrhizobium japonicum A DIFERENTES DOSES
DE N-~NITRICO

F.O. GALLARDO ARRIAGADA E S.T. ALVES CASSINI
DEPTO DE MICROBIOLOGIA DO SOLO - UFV, Vicosa, MG.

Objetivou-se avaliar o desempenho de duas variedades de
soja e duas estirpes de Bradyrhizobium japonicum, culti-
vadas em solucgao autritiva contendq diferentes doses de
N-nitrico, com relacao 2a produgao de matéria seca, nodu-
lagao e eflclenCLa de fixagao de nitrogénio.

Realizou~se o cultivo de duas variedades de soja {(1AC~ 8§
e DOKO) inoculadas individualmente com Bradyrhizobium ja'!

Eonlcum, estirpes 5019 e 587, em vases com solugao nutri
tiva de Clark modificada, contendo quatre doses de N-ni-
trico (0, 1, 5 e 10 mM). Aos 66 dias apds emergéncia foi
efetuada a coleta do material vegetal para vosterior de-
termlnagao do nimero de nodulos e peso da materia seca e
conteudo de nitrogenio e fosforo da parte aerea e do
sistema radicular.

Na combinacao da variedade IAC-8 com a estlrpe 5019 veri
ficou-se diminuigao significativa na matéria secada plan
ta (43Z) quando a dose de nitrato foi de 10 mM, em rela-
¢ao as plantas tratadas com dose de 5,0 mM, sendo que nas
outras combinagoes de variedade e estirpe a redugao foi
menor (5,3 a 20,37). A matéria seca e o niumero de nodu-
los apresentaram resposta diferenciada em fungao da es-—
tirpe utilizada. As variedades inoculadas com a estirpe
587 apresentaram redugaoc acentuada no nimero de nddulos,
quando cultivadas nas solugoes contendo 1,5 e 10mM de ni
trato. O nitrogenio e fosforo tenderam a acumular se em
niveis crescentes, na parte aérea da planta até a concen
tragao de 5,0 mM de nitrato na solugao nutritiva, estabe
lecendo-se um patamar de ate 10 mM de nitrate. O supri-
jmento continuo de 5,0 mM de nitrato em soja da variedade
TAC-8, inoculada com a estirpe 5019de Bradyrhizobium ja-
pon1cum, resultou em ganho slgnlflcatlvo de materla ae-
fca, contendo de nitrogenio e fGsforo na parte asrea em
comparagao com as mesmas plantas inoculadas ¢ crescidas
em solugao nutritiva sem nitrato.
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A UTILIZAGAO DE CARBOIDRATOS POR BRADYRHIZOBYUM spp
E.G.M. LEMOS & 3.L. SARTORI
Departamentoc de Tecnologia - FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP

Critérios provisdrios fundamentados no tempo de gerscao em meio
"manitol-levedura” tem levade a classificagac de rizobios do gru
pc Cowpea como do genero Bradyrhizobium.

Entretanto, linhagens como a ORS 571, que nodula Sesbania rostra
ta, e a IHP 100 gue nodula Cajanus cajan, tem apresentado cnmpq;
tamentos semelhantes aocs de crescimento rapido {(menor gue 6 hora

o que parecs evidenclar a necessidade de estabelecimento de naovas
critérios bloguimicos dentre os quais os diretamente relacienadss
a utilizagac de carbono. Nesse sentido, estirpes de rizdbies
grupo Cowpea, com capacidade de nedulagao para leguminosas for
geiras tropicsis, foram estudadas por técnicas auxonograficas
jetivando determinar suas habilidades em utilizar manltul,mrabl
se, xllose, galactcse, manpse, sacarnse, sorbitol lactose e succ
nato como fonte de carbono. 0 melhor desenvolvimento das estirpes
foi obtido gquando se empregou o manitol, ou & arabinose, embora
se tenha observado dispenibilidade semelhante em relag3do & utili
zagao de xilose e de galactose, » que contraria os resultados en
contrades por outros estudiosos pelos quais os rizohios de crescl
mento lentc seriam seletivos quanto & habilidade de utilizagac
desses substratos.

Para a linhagem Semia 6158, as curvas de crescimento indicaram
ainda ser a frutose, a arabinose e a xilose, agentes eficientes
principalmente nas 58 horas iniciais, periodo em gque produziram
crescimento semelhante ao manitol. As medidas dos valores de pH,
nesse periodo, indicaram uma acidificagao, o gue provavelments
tornou o mein 1nadequadn ao desenvolvxmento celular, apos 60 ha
ras de 1ncubagao. Em relagzo a afirmacic de que somente estirpes
de crescimento rapido apresentam capacidade de utilizagao de saca
rose, 0s resultados mostraram que, essa linhagem, fol capaz de
utlllzar também a maltose e a lactose.

1]

[=%
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Fonts Financiadora: FUNDUNESP, CNPq
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EFEITOS DE EXTRATOS DE LEGUMINOSAS NO CRESCIMENTO DE Bradyrhizobiu
Spp

£.6.M. LEMBS; F.A.R. HARNICH; J. SUZUKI

Departamento de Tecnologia ~ FCAY/UNESP - Jaboticabal - &P E
i
A incorperagan de leguminosas nos solos comp um Tecurse de !
adubagao natural tem sido pratica usual, visando uma maior produti
vidade com mencr custo financeiro. Com o objetivo de verificar os;
efeitos provocados pela incorporagao ao sole destas leguminosas sg |
bre o crescimento das bacterias fixadoras de nitrpgénic atmosféri
to, realizou-se experimentos com extratos aguosos de 20 leguming
sas tropicais. Estirpes de Bradyrhizobium spp (SEMIA 6158 e  656)
tiveram crescimento monitorizado em Klett Summerson. As  culturas
foram crescidas em melo extrate de levedura-manitol (YML - VINCENT!
1970) utilizadas como controle, e em YML contendo o extrate aquusui
de cada uma das legumlnusas em estudo. Observou-se um estimulc aDE
crescimento dos rizcbiocs da ordem de 20 a 90% dependendo do extra:
to utilizado. Contagem. dos rizcbios em camara de Neubzuer  confir |
mam 0 crescimentc da massa celular. A substituigdo de extratoc de .
levedura do meio utilizado, por extrato das leguminosas, foi efeti
vo em manter o crescimento das bactérias, enguanto que a substltu1
c2o da fonte de carbonec manitol pelo extrato resultou no nao Cres
cimente dos rizdhios. Apas as curvas de crescimento com os diferen
tes extratos terem side determinadas, testes de nodulagao forsm
realizados usando Macreptilium atropurpureum (Siratro) como planta
teste.
Estudc daz compesigao de tais extratos estzo sm andamento prg
curande identificar o(s) fator(es) responsavel{is) por tal estimy
lo no crescimento de Bradyrhizobium.
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IDENTIFICACAD DE BRADYRHIZGBIUM spp: ELETROFORESE EM GEL DE POLIA
CRILAMIDA, SORCLOGIA E MARCAS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS.

£.G.M. LEMOS; L.m.C. ALVES; 3.C. CAMPANHARO.
Experiments de inoculagao, em condigaes de campo, objetivando es

clarecer aspectos da ecmlogla de rizobios apresentam serias difi
culdades pela inexistencia de uma metodologia rapida e segura em

-relagan a caracterlzagao de estirpes. A presenga de estirpes, ing

culadas e/ou nativas, no ncdulo, sclo e/ou rizusfera, tem motiva
do os estudlosus a desenvolverem ingmeras tecnicas gue aplicadas
isoladamente nao resultam na eficiencia desejada. Técnicas de S0
rolegia, de caracterizagao em gel de poliacrilamida dos perfis

2. - 3 -~ O . . 3 -
protelcos e de resistencaia a antibioticos mostraram-se promissg

r3s na diferenciagac de estirpes principalmente as do grupo Couw
pea. Preliminarmente, resultados de caracterizagao antigenica de
inimeras estirpes de Bradyrhdzcbiom (gbtidas junto ao MIRCEN-RS) su
geriram & presenca de antigenos comuns, e especificos, dentre va
rias dessas estirpes. A analise dos respectivos perfis protéicos,

| obtidos via eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)}, mos

trou que a estirpe SEMIA 6158 naoc apresentava caracteristicas que
a pudesse diferenciar das de SEMIA £95 ocu das de SEMIA 6132. Os
resultados dos antibicgramas, revelaram gue as estirpes SEMIA
6158 e 6132 apresentavam padroes de resistencia iguails em relagac
a tetraciclina, clerafenicol, eritromicina, acide nalidixice e no
vobiocina enquanto a 695 apresentava sensibilidade 3 maicria de
les. Em relac2o aos antibidticos do grupe dos aminoglicosideos
essas tres estirpes apresentaram padraes de sensibilidade seme
lhante mas g3351v9ls de diferenciagao (SEMIA 6£15B8: HEBR Amp ,
Carb®, Gent>, NeoR e SisS; SEMIA 6132: Penl, AmpR, CarbR, GentR |
NeoR e S5isB e SEMIA 695: PenS, AmpR, CarbR, GenS, NeoS e 5isS) .
Entretanto, esse conjunto de técnicas mostrou que para as estir
pes SEMIA 6146, SEMIA 6152 e SEMIA 6070 somente -os resultados e
ferentes aos respectivos padrtes protéicos ja sao suficientes a
diferenciagao. Os géis de poliacrilamida mostraram-ss suficientes
a diferenciagao principalmente pelas bandas rcierentes as regioes
de pesos meleculares 29000 (SEMIA 6146), 36000 (6152) e 14200 e

15000 {SEMIA 6070)}. Estudos semelhantas serao estendidos para oy
tras estirpes a serem obtidas junto ac MIRCEN-RS como também para
outras nativas da regiac de Jaboticabal, 5P objetivando  informa
goes que subsidiem um melhor conhecimento da biclogia desses Tixa
dores do nitrogenisc atmosférico.

Fonte Financiadora. FUNDUNESP, CNPg.

Departamento de Tecnologia - FCAY/UNESP - Jabeticabal - SP
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ESTUDD CUMPARATIUD ENTRE ESTIRPES DD GRUPD CGMPEA
E.G.M. LEMOS; L.M.C. ALVES; M.C. VICARI; J.CL. CAMPANHARD

Departamento de Tecnslegia - FCAV/UNESP - Jaboticabsl - SP

WL_WWHMMHmﬂmﬂ._

Batterias fixadoras dc nltrogenlo atmosférico em assnc1agau simj
bidtica com leguminosas sao genericamente denominadas de rlZDbl?Sﬁ
Recentemente estes microrganismos foram subdivididos em dois  gens
ros: Rhizobium e Bradyrhizobium. OUs primeiros, com tempo de geraggg
(TE) de 2 a & horas, gquando crescidos s 2B°C em meioc extrato de lel
vedura-manitol {YML) produzem acido, enquanio que os Bradyrhizobhum
com tempo de geracao de 6 a B horas, naoc alteram slgnlflcatlvamentq
o pH do melo de cultivo. Entretanto, rizoébios com TG 1ntermedlarld
a estes ja foram descriios em outros trabalhos. Rizobios lSUladDS
de diferentes leguminosas tropicais estaoc sendo estudados neste la
jboratdrio. Rizdbios reconhecidamente de crescimento rapido (R. 1le
minosam ATCC 10004) e de crescimento lento (R. japonicum SEMIA 5019
e 587) utilizades neste estudo como estirpes padroes e  Bradyrhizog
bium spp (SEMIA 6132, 6146, 6148, 615k, 6155, 6156, 6158, 6070,656),
tiveram seus tempos-de geragao determimados em cultivo a 28°C en
YML. Curiosémente a estlrpe SEMIA 6070 (Pueraria phaseoloides) aprg
sentou tempo de geragaa de 2,8 heras, o que a colocaria como em ;3
z0bio de crescimento rapido e, pertanto, do genero Rhizebium. [stg
gstirpe produz acido moderadamente em YML, ja gue a variagao do pH
inicisl (6,84) para o final (5,B4) foi de apenas ums unidade.

Uma outra caracteristica dos rizdbios de crescimento lento & a
auseéncia de plasmidios gque os diferenciam dos de crescimento rapidd
entretanto, a analise em gel de agarose nao revela a presenga deg
DNA plasmidial para a estirpe SEMIA 6070, assim comg para as outrag
caracteristicas como Bradyrhizobium. Alem disso, esta estirpe aprd
senta especificidade soreldgica, o que a distancia das estirpes dd
grupo Cowpea.
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C ¢ ARACTERTZACAD ANTIGENIGA DE DIFERENTES ESTIRPES DE RIZOBID DO

l

SHUPG COWPEA
£.6.M. LEMOS & L.M.C. ALVES
Departamento de Tecnologla - FCAV/UNESE? - Jaboticabal - SP

U conhecimento das caracterlstlcas blslagicac das hactérias do
genero Rhizohidm e Bradyrhizobium & necessario nae sO para um con

gtrmle adequadn da gualidade dos inoculantes comercials para Lma

imaior eficiencia na reagaoc de fixagac de nitrogenio que ocorre na

simbiose mlanta- rlZOle, como tambem em estudos ecmlaglcos de com
petigao e recuperagao dessas bacrexaas da matursza. 0 estudo das

propriedades antlgenlcas de varias linhagens de rizobio e a gtili

~ 4 - rd - - 0 + -~ . » -
zagan de tecnicas sorologicas para a ldentificagac e purificagac

dessas bacteérias tem apresentado grande desenvolvimento, entretan
to, pouco se conhece s respeito das varias linhagens constituin

tes do grupo Cowpea. Nesse trsbzlho pretendemos iniciar um astudo
das propriedades antigenicas de B estirpes do grupo Cowpea, assim
como duas de Bradyrhizebium japonicum e duss de Rhizobium Iegumi
nosarum, provenientes do MIRCEM. Como pudemos ohservar pgela tECﬂl
ca de aglutlnagao direta, existe uma certa especificidade entre

os soros obtidos em coplhos e as estirpes utilizadas para produ

zi-les, entretanto, muitas reacoes com outras estirpes também
ocorrem. As celulas da estirpe SEMIA 6158 reagem com guese todos
ns scros em estudo e guando tais soros sao adsorvidos com es85as
células, muitas das reacOes inespecificas desaparecem e agquelas

entre os anticorpos e seus antigencs de origem permanecem com 11
tulos elevados. Esses resultados sugerem a existencia de diferen

~ — L
tes concentragoes ocu apresentagoes de antigenos cemuns snire 85

- - .
varias estirpes em estudu, assim como a presenga de antloenne es

p951f1cus de cada bactéria em questan. Acreditamos, pDrtanto, gue
atraves de reacoes soroldgicas possamps obter um perfil antigenico
das diferentes estirpes de rizobio, o qual podera ser utilizado

para a identificagau, separagao e classificagao de estirpes seme

lhantes na naturezsa,

Financiado pels FINEP,
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%ISOLmﬂﬁNTG E IDENTIFICACAO DE MICRCORGANISMO DO INTERIOR DO TUBO
EDIGESTEVO DOS TRES ESTAGIOS LAVRAIS DE ANASTREPHA OBLiQBA
é(DIPTER&A- TEPHRITIDAE} .
%G.M.Cavasin— liveiralgM.da osta Telesl;J. . Machado?:C.R.Paula
;C.M.L.Maffei‘;T.S.MazzocatO';J.L. Andrioli®.

%1 FFCLRP-USP, 2 FCAVJ-UNESP, 3 ICB-USP, 4 RMRP-USP

O objetivo do presente trabalho foi estudar a flora microbiana
do tubo digestivo da larva -de Anastrepha obliqua, que tem  como
hospeuelro Spondias purpurea {Ceriguela}. Foram coletados 90
frutos provenientes de tres arvores, distantes uma das ocutras
}pertencentes ao pomar da fazenda experlmentdl Copersucar. De ca
da fruto foi retirada apenas uma larva, de forma a obter como
contagem final, 30 larvas de cada estagio. Cada larva fol pri -
mezramente bannadafan gguawdestllada esteril, e em seguida disse-
‘cada sob condicoes assepticas e o conteddo do tubo leGSthO in-
:tejro foi coletado através de um microcapilar ester1117ado Es
se material foi semeado em meio de Vecchi § Zambonelli (1966) e
‘Sabouraud Dextrose modificado e incubado a 28°C. Em 100% dos
.casos obtivemos apenas o isolamento de uma levedura. A identifi
‘cagao fol realizada através de testes mOTfOflSlOlOglCOS segundo
‘Kreger & Van-Rij (1984). A confimmacao taxonomica foi feita pe-
‘1o Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, classificada Como
Kloeckera apiculata; levedura isolada com relativa frequencia em
frutos silvestres e cultivados. Investigacoes a respeito do ti-
‘po de relacacexistente entre o microorganismo e a mosca-da-fruta
.estdo sendo realizadas, a fim de se saber mais a respeito do ti-
po de associacdo existente entre ambas. Acredita-se que tal le-
vedura exerca um papel importante para o desenvolvimento da lar-
va, bem como, atue como fonte de protelna para adultos de
Anastrepha obllqua. Sabe-se hoje, que fémeas de varias especies
de Anastrepha, para obtengac de maturidade sexual, alimentam-se
‘de "honeydew'', suco de fruta e microorganismos encontrados na
superficie das folhas e frutos da planta hospedeira o que refor-
.ca nossa suspeita de participagdo no ciclo de vida da mosca, uma
vez que Kloeckera apiculatatambém foi isolada de todas essas fon
etes de alimento.
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B1
‘RESISTENCIA TERMICA DA CEPA DE STAPHVIOQCOCCUS AUREHSWEM

'SOLUCAO TAMPAQ FOSFATO, EM LEITE DE VACA E EM LEITE DE
‘SOJA NATURAL.

;Maschoshvzll, I.A.; Vessonl Penna, T.C. e Abe L.E.
gFaculdade de Ciéncias Farmac@uticas da USP. C.P. 30.786
iCEP 01051 S3o Paulo, 8P

§

A produgdo do leite de soja natural em escala pilo
to envolve uma série de etapas passivels de contaminar'
o produto final com microrganismos patogénicos. Resuli
‘tados das andlises microbioldgicas do leite de soja in
‘dicam contagens de mesofilos, psicrofilos, bolores,  le
veduras, coliformes totais e fecais maiores que 100!
‘UFC/ml. Apds higienizagdo adequada da mdguina as conta-
gens destes microrganismos foram sensivelmente reduzi
‘das, em até 4 ciclos logaritmicos. A ultima etapa do
processamento, antes da embalagem, € a pasteurizacgdo do
leite, indispensdvel na eliminagdo total da flora micro
biana potencialmente patogénica, com simult@nea manuten
gdo dos nutrientes do produto. O presente trabalho esta
belece a comparagio entre os pardmetros de resisténcia’
térmica da cepa F de Sfaphylococcus aureus, produtora
de enterotoxina E, em solugdo tampdo fosfato pH 7,0, em
leite de vaca e em leite de soja, com o objetivo de se
determinar tempo, temperatura de pasteurizagio do leite
de soja natural, produzido em escala-piloto. Os tempos
de redugdo decimal (valor D) apresentados pela cepa = F
de S. auxeus foram de 219 seg a 60°C em solucdo tampdo
fosfato pH 7,0; 198 seg a 60°C em leite de vaca e 388
seg a 60°C em leite de soja natural. Os tempos de redu
cdo decimal da mesma cepa em leite de soja as temperatu
ras de 61, 62, 63, 64, 65 e 66°C foram, respectivamentej
230, 130, 125, 117, 84 e 67 seg. Resultados parciais tiy
demonstrado elevado efeito protetor dos componentes 4o
leite de soja natural sobre a cepa F de S. aureus subme
tida ao calor.
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CARACTERIYZACAC DE AMOSTRAS DF Stapbylococcus hyicus
subsp. chromogenes ISOLADAS DO LEITE BOVING ” INWN
NATURA ~.

2. Smapia Jr., E.F.A. Smania, M.IL. Gil, A.L.S. Noleto
YFsCc, Florianbpolis - 5C e UFRJ, Rio de Janeiro -
RJ.

Estudos recentes tem demonstrado gque estir-
pes de Staphylococcus hyicus subsp. chromogenes podem
sintetizar enterotoxipnas capazes de provocar intcoxica
¢oes alimentares, mais comumente associadas com
Staphylococcus aureus. Considerando gue pa analise de
159 amostrags de leite bovino "im natura® foram isolia
das 10 amostras de S. hyicus subsp. chromogenes, este
trabaiho teve por objetivo caracterizar as cepas iso
ladas. As amostras foram isoladas a partir do cresci
mentc no meio de agar sangue onde desenvolveram colo
rias circulares, com pigmento amarelo e sem hemdlise.
A identificacao presuntiva foi realizada de acordo
com o5 aspectos morfo tintoriais, produgao de coagu-
lase e utilizagaoc de carboidratos. As amostras foram
coagulase negativas, uwutilizaram a lactose, maliose,
manose, sacarcse e trealose com producido de acido e
ngo utilizaram o manitol, rafinose e sorpitol. As es
tirpes isociadas também_foram testadas quantoc a sinte
se de enterotoxinas dos tipos A, B, C, D e E, porém
mostraram-se pegativas. A sensibilidade aos antimicro
bianos foi verificada pela técnica da difusao em agar.
fodas as amostras testadas foram sensiveis a ampi
cilina, cefalotina, eritromicina, gentamicina, linceo
micina, tetracilcina e tobramicira e registentes a
estreptomicina. Somente uma amostra fol resistente ao
cloranfenicol.
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ISOLAMENTO E IDENTIFICAGCAO DE ESCHERICHIA COLI ENTEROPA
TOGENICA CLASSICA (EPEC) EM AMOSTRAS DE LEITE CRU TIPO
ﬂc“ .

J.5. PELAYO*; D.P. FALCAQ**

*Departamento de Patologia Geral - CCB - Universidade
Estadual de Londrina.

#Departamento de Microbiologia - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - UNESP.

Foram estudadas 59 amostras de leite cru tipo C, cole
tadas em uma usina de beneficiamento da regiao de Lon-

drina~Pr., com o objetivo de verificar a presenca ou
nac de EPEC. As cepas de E. coli foram isocladas a par-
tir dos tubos de caldo E.C. pesitivos, empregados na

determinagao do NMP de coliformes fecais transferindo-
se uma algada do caldo para placas de agar MacConkey.

As colonias sugestivas de E. coli eram identificadas
pelos testes bioguimicos nos meios EPM, MILi e Citrato
de Simmons. Todas cepas de E. coli foram submetidas a
sorologia para identificacao do grupo EPEC utilizando-
se anti-soros poli e monovalente., Das 59 amostras de
leite analisadas 15,3% apresentaram cepas de EPEC per-
tencentes aos sorogrupos: Os5 s O314, 0125 e 0142. Este
grupo de microrganismo tem sido isolado na regiao, de
varios produtos de origem animal, sugeridc sua importan
cia, como agente causador de dlarréia.
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MODELOS DE RESISTENCIA A DROGAS ANTIMICROBRIANAS DE AMOS
TRAS DE ESCHERICHIA COLI ENTEROPATOGENICA CLASSICA
(EPEC) ISOLADAS DE LEITE CRU TIPO "C".

J.S. PELAYO; H.O. SARIDAKIS; M.M. YAMAGUCHI

Departamento de Patologia Geral - Centro de Ciéncias
Bioldgicas. Universidade Estadual de Londrina.

Os modelos de resisténcia a drogas antimicrobianas fo
ram estudadas em 9 cepas de EPEC, pertencentes a dife-
rentes sorogrupos iscladas de 59 amostras de leite cru
txpo C. O teste de sensibilidade foi realizado pela téc
nica de difusao (BAUER et alii}, utilizando 13 drogas
antimicrobianas: Estreptomicina, Cloranfenicol, Ac.
pipemidico, Gentamicina, Ac. Nalidixico, Canamlcina Ce
falotina, Ampicilina, Tetraclcllna, Tobram1c1na, Amica“~
cina, Fosfomicina, Trimexazol.

Os resultados mostraram gue apenas uma cepa de EPEC
foi sensivel a todos os antlblotlcos testados. Todas as
cépas apresentaram-se sensiveis ao trimexazol. Das bac-
térias estudadas, 90% apresentaram resisténcia a tetra-
ciclina e 80% a amp1c111na. Uma cepa apresentou resis-
téncia a 8 drogas € apenas 2 cepas apresentaram igual
modelo de resisténcia.

Concluiu-se, portanto que € importante conscientizar
¢ produtor de leite sobre o uso correto destes antibid-
ticos, pois sua aplicagao abusiva e indiscriminada traz
consequenc1as desastrosas, nao somente a nivel de safide
publica, como também para as indlistrias de laticinios.
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ANALISES MICROBIOLOGICAS E FISICO-QUIIMICAS DO .EITE PASTEURIZADO
TIPO 'CY, DISTRIBUTIDO A0 CONSUMO EM TERESINA. Pi:. NO PERIODO DE
JANEIRC A JUNHO DE 1988.

M. A. GUEVARA GUEVARA
M. M. GOMES PEREIRA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUT

0 presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Micro
biologia de Alimentos e no Setor de Laticinios do Nucleo de  Estu
dos, Pesquisas e Procesgsamentos de Alimentos (NUEPPA) do Centro de
Ciencias Agrarias (CCA) da Universidade Federal do Piaui (UFPIL).
Foram analisadas tres marcas {(identificadas como « , B e vy )
de leite pasteurizado tipo "C" comercializado em Teresina-Pi no pe
riodo de Janeiro a Junho de 1988. Utilizou-se 14 amostras por
marca, perfazendo um total de 42,

As analises microbiolégicas e fisico-quimicas obedeceram
0s Métodos Analiticos Oficiais para Controle de Produtos de Origem
Animal e seus Ingredientes do Laboratdrio Naciomal de  Referencia
Animal (LANARA) do Ministério da Agricultura, 1980.

0s parametros determinados nas analises microbiologicas
foram: Contagem total de microorganismos mesofilos aerdbicos estri
tos e facultativos viaveis e o numerc mais provavel (NMP) de coli
formes totais. Nas provas f{sic0wquimicas foram avaliados: volume,
densidade, acidez em Graus Dornic (€D}, teor de matéeria gorda, ex
trato seco total (EST), extrato seco desengordurado (ESD) e ponto
crioscopio. Os padroes microbiologicos e fisico-quimicos adotados
foram os contidos na Resolucao n@ 13/78 da Comissao Nacional de
Normas e Padroes para Alimentos do Ministério da Saude (CNNPA-MS )
e no Regularmento de Inspegﬁo Industrial e Sanitaria dos Produtos
de Origem Animal (RIISPOA), 1980,

Os resultados microbiologicos, revelaram que 100,07 das
amostras da marca a e 78,577 da marca g apresentaram-se fora do
padrao. Ja para a marca vy , encontraram-se /1,437 das amostras em
conformidade com o padrao.

Para as provas fisico~quimicas, obteve-se fora da legisla
cao, 27,55% das amostras da marca o , 19,387 da marca g » e
22,457 da marca Y .
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~ correlacionados com a qualidade microbiologica e higiénica do

ESTUDO DE ALGUNS FATORES RELACIONADOS COM A QUALIDADE MICROBIQ
LOGICA DO LEITE CRU OBTIDO NA FONTE DE PRODUCAO. ‘

A.J.MESQUITA; A.B.SERAFINI; J.C.SERAPHIN & J.L.RIBEIRO. E

Escola de Veterinaria e Instituto de Patologia Tropical e Sai-
de Publica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

O presente trabalho teve por objetivo estudar alguns fatores

. leite cru obtido na fonte de producdo, tendo a preocupacac de

correlacionar algumas variaveis importantes na producaoc do leite
“in natura", tais como: cauda solta ocu presa,tipo de piso dos
currais, tipo de coador empregado, etc,.

Colheu-se 63 amostras de leite cru de latoes, imediatamente a

pos a ordenha matutina, em propriedades localizadas na bacia

leiteira de Goiania-GO, compreendendo 16 municipios e 33 fazen- |
das, sorteadas ao acaso.

Foram efetuadas contagens de microrganismos aerdbios mesdfi -

los viaveis, termodiricos e o Namerc Mais Provavel de colifor -

- mes totais (NMP), de acordo com as recomendacdes da FOOD AND |
. DRCG ADMINISTRATION (1978}.

: de "Minit", segundo STANDARD METHODS OF MILK ANALYSIS (1934).

' robios mesofilos vidveis, termodiricos e Nimero Mais  Provavel |

{ de coliformes totais. Entretanto, as médias obtidas para a pro

A prova de lactofiltracao foi realizada utilizando o filtro

A varidvel cauda solta/presa nao apresentou diferenca signifi~

cativa em relacac as médias das contagens de microrganismos ae-

va de lactofiltracao,mostraram diferengas significativas.

As variaveis que tratam do local onde & colocado o balde du
rante a ordenha, a forma como o leite é recolhido ao latac, a
presenca ou nao de coadores nos vasilhames, assim como, o fate
de o proprietario residir ou ndo na fazenda ndo interferiram,no
presente experimento, na qualidade microbiolégica do leite, vis
to que nao houve diferenca significativa (P> 0,05) entre as mé-
dias, para nenhuma das variaveis dependentes estudadas.
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CORRELAGAO ENTRE DIVERSOS PARAMETROS DE QUALIDADE DO LEITE OB-
TIDO NA FONTE DE PRODUGAO.

A.J.MESQUITA.; J.C.SERAPHIN,; J.L.RIBEIRO & F.C.D.FILHO

Escola de Veterinaria e Instituto de Patologia Tropical e Saude
Publica da UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS.

O presente trabalho objetivou avaliar as condicoes higidnicas
do leite cru, obtido de latoes, na fonte de producio.

Foram colhidas 63 amostras logo apos a ordenha matutina (manu-,
al ou mecénica), em propriedades localizadas na bacia leiteira
da regiao de Goiania-GO, compreendendo 16 municipios e 33 fazen-
das sorteadas ac acaso. i

Realizou-se as contagens de microrganismos aerobios mesofilos
e psicrofilos viaveis, Numero Mais Provavel de coliformes totais
(WMP), coliformes fecais e de E. coli, de acordo com "FOOD AND;
DRUG ADMINISTRATION" (1978), bem como para as contagens de S.au-

" reus coagulase positiva e para as provas bioquimicas que suge -

riam a espécie. A contagem de microrganismos termodiricos seguiw
a metodologia usada para a de mesofilos, porém mantendo as amos—!
tras em banho-maria a 63°9C por 30 minutos antes da semeadura.

A prova de lactofiltracao foi realizada através do filtro de:
"Minit", segundo as indicagoes do STANDART METHODS OF MILK ANA-
LYSIS (1934). ;

Na prova de lactofiltracao apenas 3,47 classificaram-se como?
prova regular, 53,57 como ma e 43,17 como péssima.

Verificou-se correlacac negativa entre a prova de lactofiltra-
a0 e as contagens de microrganismos mesofilos, psicrofilos, co-
liformes fecais (NMP) e de E. coli. No entanto, embora baixa,foi
positiva com as contagens de termoduricos, $. aureus e colifor -
mes totais (NMP).
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ELABORACAO DE SUGESTOES PARA LIMITES MICROBIGLOGICGS EM PRO-
DUTOS DE LATICINIC - MANTEIGA

C.C. de Oliveira; E.G.C. dos Santos; P.P, de Oliveira Silva;
V. Favarin; S.M. da C, Raimundo; N.K. Robbs; P.G. Robbs

DEPT. TECNOL. ALIMENTOS/UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE
JANEIRO

Visando fornecer subsidios para o estabelecimento de pa —
droes microbiolégicos 2 nivel de indistria, para manteiga,
foram desenvolvidas tres linhas de pesquisa: a) — Microbiolo-
gia de processo que acompanhou microbiclégicamente todas as

etapas de fabricagao em trés laticinios de diferentes portes
e 120 amostras de manteiga recém produzidas de 9 inddstrias;

b) - Estabilidade microbiologica, que verificou o comportamen
to microbiologico de produtos recém produzidos, de trés indus
trias, armazenados sob diferentes condicoes de estocagem,

c) - Condigoes microbioldgicas mo comércio, que levantou as

condigoes de 216 amostras de 11 diferentes marcas comerciali-
zadas no Rio de Janeiro. Todas as linhas estudaram microrga -
nismos deteriorantes, indicadores e alguns patogenicos.
C.P.P. maxima de 10°UFC/g; contagem de lipoliticos de até
103UFC/g; contagem de bolores e leveduras de até 103UFC/g,
ausencia de coliformes fecais/g maximo de 10 s.aureus/g e au
sencia de Salmonmella em 25g, foram alguns dos limites sugeri
dos para produtos na indastria. .
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Estude comparative de bacteridfagos gue lisam
Streptococcus cremoris e Streptococcus lactis.

b

Mércia R. Oliveira, W.V. Guimardes e #.7. de Aratjo.

Departamento de Biologia Geral (U.F.V. Vigosa — MG.

AS bactérias 5. cremoris e S. lactis, respon
saveis peTa producao de acidez durante a produgao de
gueijos, sgo lisadas por bacteridfagos. Este trabalho
tem como objetivo, isclar bacteridfagos de S. cremoris
e 3. lactis e Tazer um estudo comparativo “entre eles,

Foram obtidos 4 isolados oriundos de um mesmo latici-
nio, sendo uma amostra coletads em outubro de 1987 e
os outros trés entre janeiro a fevereiro de 1988. A
andlise dos fagos por microscopia eletrdnica mostrou
0 mesmo tipe morfoldgico, com ums cavega hexagonal e
cavda longa com superficie estriada. A clivagen dos
DifAs dos fagos com enzimas de restigag Eco RI, HindI,
Pst I e Rsa I, mostrou que o isolado de 1987 apresen-
tou um padrao de restrigio diferente dos isolsdos de
1988. Resultados preliminares da andlise protéica tam
bém indicaram gue o isolado de 1987 apresenta padrio
diferente dos outros isolados. Novos fagos serdo iso—
lados, caracterizados e comparados com os ja estudados
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£ ESTUDO DE SUAS CARACTERISTICAQ BIOLOGICAS.

:E.M.P. Moro: M.P. Nunes & I.D. Ricciardi

Departamento de Microbiologia Medica do Instituto de M}é
crobiologia da UFRJ. , ;

Foram examinadas 50 amostras provenientes de dez dié

! ferentes marcas comerciais de gueijos tipo "Minas Fres-:

. cal", comercializados na cidade do Rioc de Janeiro, ob-|
" gervando-se os prazos de validade para © seu COnsumo.

F
!

. As amostras (100g) foram transportadas ao laboratorlo,'
¢ sob refrlqeragao, ate o momento da analise. Foram isolal
| das onze amostras de Yersinia sSp. guando se utilizou og
. prée—enriquecimento a 269C/48 horas com agitacdo, com pos;
- terior tratamento alcalino, logo seguido de semeadura;
" em Agar Desoxicolato Citrato. Uma amostra foi isolada |

ap0s plaqueamento direto em Agar MacConkey. As estir-
pes classificadas no g@nero Yersinia foram submetidas a
biotipagem, soro-aglutinacac e fagotipagem, caracteri-
zando-se 11 amostras como sendo Yersinia frederiksenii
16a, 16b—X0 e 1 amostra como Yersinia intermedia-NAG-Xz

+

As amostras isoladas foram ainda submetidas aos teg
tes da auto-aglutinacgao, calcio dependenc1a, atividade |
pirazinamidase e propriedade de absorcao do cristal vio
leta, com © objetlvo de avaliar o comportamento blOlOgl
co "in vitro". Todas comportaram-se negativamente.

Paralelamente, foi determinada a sensibilidade das
amostras frente a diversos antimicrobianos, pela tecni-f
ca dos discos. O estudo mostrou uma multi-resisténcia
em relacgdo a varios antimicrobianos, notadamente ampici
lina, amoxacilina, carbenicilina, cefalexina, cefaloti-
na, colistina e sulfazotrin. Apresentaram melhor sen51
bilidade ao acido nalidixico, cloranfenicol, gentamici=
na, kanamicina e tobramicina.

-

droaos financiadores: CEPG, CAPES, CNPq e FINEP




B

i AVALIACAO DE MEIOS SELETIVOS PARA O ISCLAMENTO DE Lls—i
teria spp A PARTIR DE ALIMENTOS

M.T. Destro & A.M. Serranc

Depto. de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Enge
nharia de Alimentos -~ UNICAMP, Campinas - §P.

OBJETIVO: Face a inexisténcia de metodologia padroni-
zada para isolamento de Listeria a partir de alimen -
tos, avaliou-se a utilizacdao de 3 meios seletivos em -}
pregados com esta finalidade.

MATERIAIS E METODOS: Amostras de carne previamente
moida e de leite pasteurizado tipo B foram inocula -
das com L. monocytogenes Scott A, de modo a conter a =i
proximadamente 3,0 x 103 UFC/G ou ml. Aliquotas destas |
amcstras foram dlluldas em solu¢ao salina peptonada e:
homogeneizadas por 1 min. em homogeneizador de pistdes|
{("stomacher™). Diluigbes decimais foram espalhadas su
perficialmente nos seguintes meios: Agar McBride modi-|
ficado - MLA (LOVETT et alii, 1987), Agar Vogel-John -!
son modificado - MVJ {BUCHANAN et alii, 1987) e Agar
de Cloreto de Litio-Feniletanol-Moxalactam - LPM (LEE
I & McCLAIN, 1986). As placas de MLA e MVJ foram incuba-
| das a 359C, e as de LPM a 30°C com leituras apos 24,
48 e 72 h.

RESCLTADOS: Para as amostras de leite os tres meios
mostraram-se equivalentes. Para as amostras de carne a
eficiéncia dos 3 meios diminui sensivelmente, sendo
que © meio MLA mostrou-se menos eficiente que os de -
mais, possibilitando ¢ crescimento da microbiota acom-
panhante, o que dificultou sobremaneira a identifica -
cao de coldnias suspeitas.

CONCLUSQOES: 0Os meios MVJ e LPM forneceram melhores
condig¢des para o isolamento de colOnias suspeitas de
Listeria, a partir de alimentos, apds a incubacdo por
48 h. O meio MVJ apresenta a vantagem adicional de nao
necessitar de iluminagao transmitida, para identifica-
¢do das coldonias suspeitas.

Realizado com auxilio financeiro do CNPqg.
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ISOLAMENTO DE Listeria spp A PARTIR DE PRODUTOS CEAR ~
NEOS

M.T. Destro & A.M. Serrano

Depto. de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de En-
genharia de Alimentos - UNICAMP, Campinas - SP

OBJETIVO: Verificar a incidencia de Listeria spp enm
alguns produtos carneos comercializados na regido de
Campinas — SP.

MATERIAIS E METODOS: Amostras de lingfiica frescal,
salsicha a granel e carne previamente moida, foram co
letadas em alguns estabelecimentos comercials da re-
gido de Campinas, SP e avaliadas quanto a presencga de

Listeria spp, segundo a metodologia proposta por Mc-

CLAIN & LEE (1988). Simultaneamente ao meio de isola-
mento seletivo recomendado por estes autores, utili -
zou-se o meio Agar Vogel-Johnson modificado - MVJ (BU
CHANAN et alii, 1987), incubado a 35°9C por 48 h. As
coldnias suspeitas foram estriadas em Agar soja trip-
tose (TSA) enriquecido com extrato de levedura (YE) e
incubadas a 359C por 24 h, a fim de verificarmos sua
pureza. As coldnias tipicas {cor verde-azulada quando
examinadas sob luz transmitida) foram testadas para
coloracido de Gram; motilidade em lamina e em tubo;
producao de HpS e indol; produgac de catalase, oxida-
se e produgio de hemblise em Agar sangue de cavalo. As
culturas com reacdes bioguimicas tipicas foram consi-
deradas como pertencentes ac género Listeria.

RESULTADOS: Das amostras examinadas, 85% das salsi -

chas, 100% das linglli¢as frescal e 100% das carnes pre

viamente moidas foram positivas para Listeria spp.

Realizado com auxlilic financeiro do CNPq.
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Tsolamento de Saliidnella sp em linguica frescal comerci
alizada em acgougues e feiras livre de Londrina.

*

% * % % %
J.M. GRATON; E.C. VESPERO; R.B.REIS; H.O.SARIDAKIS.

Departamento de Patologia Geral - Centro de Ciencias
Bioldgicas - Universidade Estadual de Londrina.

Foram coletadas 144 amostras de linguica frescal sui
na em 3 acougues e 3 ferias livre de Londrina durante
12 meses. As amostras eram inicialmente semeadas em a-
gua peptonada 1% para pré-enriquecimento e encubadas 18
hs 369C. Em seguida eram transferidas para caldo tetra-
tionato com 40 mg/ml e apds 24 horas eram semeadas em
Agar Verde Brilhante (AVB) e Salmonella-Shigella{SS) .A3
colénias tipicas eram semeadas em EPM, mili e citrato.
As bactérias com série bioquimica caracteristica para
Salmonella eram submetidas & sorologia com soroc poli-
valente PROBAC, sendo, as positivas, enviadas para o0
Instituto Adolfo Lutz para a tipagem sorologica.

l
Obteve-se nove sorotipos diferentes sendo eles : S.

meleagridis, S. brandenburg, 5. agona, 3. panama, s.
infantis, S. givé, S. oranienburg, S. coeln, §. I 4,5,
12:¥-.

Os resultados obtidos sugerem que as condigoes sani
tarias "desse alimento ndo oferecem segurancga a popula-
cio gue o ingere, principalmente quando se considera o
habito de come-la mal cozida ou crua.

* Bolsistas CNPg.
** Mestranda em Ciéncias de Alimentos - UEL
*%* Docentes do Depte. de Patologia Geral. CCB/FUEL.
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Modelos de resisténcia a drogas antimicrcobianas de a-
mostras de Salmonella sp isoladas de linguiga.

E.C. VESPERO *; J.M. GRATON*; E.G. CRISTOVAO *; J.S5. Pg
layo¥**,

Departamento de Patologia Geral - Centro de Ciéncias
Biolbgicas - Universidade Estadual de Londrina.

Os modelos de resisténcia a drogas antimicrobianas
foram estudadas em 29 cepas de Salmonella, pertencen -
tes a diferentes sorogrupos isoladas de 144 amostrasde
linguiga frescal comercializada em agougues e feiras 11
vre de Londrina. O teste de sensibilidade foi realiza-
do pela técnica de difusao (BAUER et alli), utilizando
9 drogas antimicrobianas : Cloranfenicol, Ampicilina,
Amicacina, Pefloxacina, Gentamicina, Cefalotlna, Tetra
ciclina, Fosfomicina e Co-trimoxazol.

Todas as cepas apresentafram sensibilidade ao Co-tri
moxazol, Gentamicina, Pefloxacina e Cefalotina. Somen-
te uma cepa foi resistente ao Cloranfenicol e outra ce
pa resistente a Amicacina. gautro cepas foram resisten
tes a Fosfomicina e seis resistentes a Ampicilina.

A freguéncia de cepas resistentes a Ampicilina en -
contrada no presente trabalho causa preocupacao dada a
importancia desse antibibdtico no tratamento da salmone
lose humana. T

* Bolsistas CNPqg.
** Docente do Dept?. de Patologia Geral. CCB/FUEL.
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Eﬁ"ﬁéiﬁ - SALMONELAS £ CARNES FRESCAS E EdBUTIDAS - tNC1
DENCIA £ MEIOS DE CULTURA PARA O STU 1SOLAMENTO

PLTTORES D S.GELLI; P.M.PARDINI; S.MENICUCCT; M.C.LIMA
INSTITUICAD: LABCRATORIO NACIONAL DE REFERENCIA ANIMAL — LANARA
CRETT: agaocbsmxcsc’eerr;qmlmrtom isolamento ce salmorelas.Verifi

cacso da incicencia o micrargeniam em produtos carmecs. MAIRIAL: Aostras e car
nes frescas de equinos, bovinos e suinos e enbuticos frescais de suino,  eniregues
belo Servigo de Inspecao Feceral (SIF). Caldes ce pre—enriquecimento: CL, AT, R.

Caldos de erriqecimento seletivo: X, TX, V. Meios seletivos difererciais: A e
FSA. Meios de icentificageo presurtiva: TSI e LIA. Meios de ickntificacso biogsimi
ca Antisoros pol ivalentes. SERID: Cads amostra  fol picaca-eam triplicata ( 2597
e colocada em 225 ml de CL, APT e R Inctbades a 37 /1821 hs. Trarsferices |
ml/10ml e LT eT el ! m/iI0ml eRVe inabsts a T eddC/2% e 48 hs. Caa
caldo entao foi semeach em B/ hs e BA/M8 hs a 77 C C. Colonias suspeitas isola
cas em nelos preauntivas a 37 /24 hs. Reagoes compat iveis ce salmonela Foran tes
tacas Diccuimicarente e confirmacks com antisoros polivalentes O e H.

RES L TAXCS/CONCLUSAD: Foram anal isacos 89 amostras de canes frescas e erbuticas |
verificandose que &% (4/5) das carres suines, 5% (8/16) cBs linguicas Frescaas
0,3 (4/99) <bs carnes boviras e 0 (0/9) das carmes ce equideos, foram positivas
nara salmorelas.

Qas a2 céaas isoladss, 27,42% foram atraves de prée’rigﬁcinento nso seletivo em
aga peptoraca & 1% taporads (APT), 45,167 em solugo e RINGR diluice o
VA (R) e 27,45 em caldo lactosads (CL).

Desitre os caldos ce ervigecimento seletivo, o tetrationato modificach por
KAFFANNCTIO) permitiu isolar 32,350 das 62 cepas, © selenito—cistina(SC) 24,19 %

e o Reppaport-Vassi1iadis(RV)43, 54%. 73 arostras foram anal isadas em dplicata |,
lnmnb-seoscal@ceermqmmento se%etwoem2tarpe~atwas37&43u A
om'mnagao KRV e CLRY a 43 €, permitiu isolamerto de maior n? de cepas conpara-
trvmzteacxnblnagao(?i_ ~KellXaF C({7 el cada, r&mect:vawmtecxs 1, 29%
e | 0["') Os testes em ciplicata mostraram § arostras positivas so pela incubacac
a 45 C 7arns‘u~aspa*aarbas(¥7943C)emwuraseavL Dasépras:so
iaaas 89,33 foram pela lmu:agaoaﬁ,SC e 30,66%0a 37 C. Om?:o seletivo  dife |.
rencial ce bisnuto de sulfito (B3A), foi mais efetivo qe o agar verce  bri Ihawte
{ 864 ).

Pelos dados dbticos_recarendase a mczbagao aos calaos Ge enricuecinento seieftsvo

@ 43 C e a cabinagao SRV,
-~ Pescuisa finarciaca pelo ONPg ~ Proc. n® 82070/87-5/Ra/DF .
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VERMELHAO E FERMENTAGAO DO CHARQUE
M.N.O. Stabile; R. Baruffaldi e T.C. Vessoni Penna
Faculdade de Ciencias Farmacéuticas da USP C.P. 30.78% CEP
01051 Sao Paulo, SP
Os problemas relacionados com o charque em sua grande
maioria podem ser resumidos a apenas dois principais: a verme
lhidao, causada por bactérias haléfilas, e a fermentacao, de
vida principalmente a demora de perda de dgua por parte da

carne.

Esses sao muito importantes sobre os mais diferentes
aspectos, porque aparecem sobre o produto um exudato viscoso,
de coloracao rosea avermelhada, cheiro penetrante, peculiar e

repugnante.

Os topicos mais importantes a serem investigados sao:
higiene do local, tempo de secagem, localizacgao da charqueada
agua de lavagem e higienizacao.

Os resultados das analises microbiolégicas tem demons—
trado de forma cabal o ponto mais sensivel que deve ser ataca
do prioritariamente. Amostras coletadas indicaram a presenca
de uma populagcao bacteriana superior a 1 x 104 UFC/g, inclusi

ve de coliformes fecais e clostridio sulfito redutores.

Nas diversas etapas estudadas fol possivel verificar
que o vermelhao pode se desenvolver mesmo antes de se dar os

4 tombos, antes do fim do processo.
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i
CARCACAS DE FRANGO PRONTAS PARA CONSUMO COMO FONTE DE INFEC ~!
CAO ENTERICA PELO Campylobacter jeiuni.

T.C. Dias, D.M.M. Queiroz, E.N. Mendes, J.N. Peres

Laboratoric de Pesquisa em Bacteriologia - Faculdade de Medi-
cina da UFMG

Este trabalho fol desenvolvido com o objetivo de investigar
fontes e modo de transmissao da infeccdo entérica causada pe—
lo C.jejuni em Belo Horizonte, onde este micforganismo é um
importante enteropatdgeno. C. jejuni feoi pesquisado em carca-
¢as de frangos prontas para o consume e em fezes de magarefes
de abatedouros "clandestinos” e industriais, tendo sido isola
do de 19 (38%Z) dentre 50 carcacas e de 2 (13%) dentre 13 amos
tras de fezes provenientes de abatedouros "clandestinos™ e de
1 (2%) dentre 50 carcacas de abatedouro industrializadc. Nes-
tes ultimos, o microrganismo nao foi isolado de nenhuma das
40 smostras de fezes examinadas. Os perfis em gel ds poliacri
lamida, as caracteristicas bioquimicas e os padroes de suscep
tibilidade aos antimicrobiancs apresentados pelas amostras
isoladas das carcacas foram muito semelhantes aos das amos -
tras isoladas de magarefes. Conclusao — As diferencas obsarva
das, quanto ao isclamento do microrganismo nos diversos tipos
de abatedouro, provavelmente, se devem as particularidades de
cada um deles, come as baixas condicoes de higiéne observadas
nos "clandestinos”,
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7
RTVEL DE CONTAMINAGRO POR CAMPYLOBACTER JEJUNI £ CAMPYLOBACTER
COLI EM CARCACAS DE FRANGO RECEM ABATIDO MA CIDADE O
JANETRO.

p
0 RIO DO

.5, Pinheirc e A. Tibana

Departamento de Microbiologia Medica do Instituto de Microbiologia
da UFRJ.

Poucas sao as informagoes disponiveis sobre o nivel de con
taminacao por Campylobacter jejuni e Campylobacter coli em carca
¢as de frango no nosso meio. Neste estudo, 15 carcagas de  frango
recem abatido, comercializadas na cidade do Rio de Janeire, foram
examinadas quanto ao nivel de €. jejuni e C. coli.

Tres aliquotas de 20 ul das diluicoes 10'], 10—2 e 10_3 pre
paradas a partir da agua de lavagem das carcacas, foram semcadas
nos meios seletivos Agar Skirrow e Agar Camp-Bap. Apds incubacao a
42¢C durante 48 horas em atmosfera de microaerofilia, foi calcula
do o numero de unidades formadoras de colonias por mililitro, MY
veis de Campylobacter entre 1,2 x 102 ufe/ml e 8,0 x 105 ufc/mt o
ram observados. .

Embora a dose minima infectante para humancs nac tenha sido
determinada, infeccao experimental foi induzida em humangs pela in
jestao de 500 celulas de C. jejuni isolado de surto por leite con
taminado. Os elevados nivéis obServados nesta pesquisa, indicam o
risco de contaminacao humana a partir desta fonte de alimento  em
nosso meio.

Crgaos financiadores: CNPg, FINEP e CEPG da UFRJ.
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CARACTEREZPCﬁO E BIOTIPAGEM DE CEPAS DE CAMPYLOBAC-

TER TERMOFILICOS ISOLADAS DE CARCACAS DE FRANGO NA CI-
DADE DO RIO DE JANEIRO.

M.S. Pinheiro, D.S. COes e A. Tibana

Departamento de Microbiologia Medica do Instituto  de
Microbiologia da UFRJ.

Campylobacter jejuni e Campylobacter coli sao atu
almente um dos mals importantes agentes de gastroente—
rite de origem allmentar, destacando-se a galinha como
um dos principais velculos de transmiss3o. Visande um
melhor esclarecimento sobre as relacdes epidemiologi-
- cas entre os reservatorios animais e as campylobacteri
- oses humanas, um total de 60 cepas de Campylobacter tex
mofilicos isoladas de 91 carcacas de frango, foram iden
- tificadas por suvas caracteristicas bioguimicas e flSlO
. logicas e biotipadas de acordo com os esguemas pPropoS—
. tos por Skirrow & Benjamin (1980) e Licr (1984).

- Entre as cepas biotipadas pelo esguema de Lior,:
9 {15,0%) foram C.jejuni biotipo I, 28 (46,7%) foram ;
- L.Jejuni biotipo II, 4 (6,6%) foram C.colji biotipoI e’
19 (31,7%) foram C.coli biotipo II. De acordo com © es
i gquema de Skirrow & Benjamln todas as c¢epas de L.Jje-
juni e C.coli foram classificadas no blOtlpO I =2 nenhu
ma cepa foi resistente ao acido nalidixico. Os re-
sultados indicam que os biotipos de maior preval@ncia
nos casos de campylobacterioses foram tambem observados
entre as cepas estudadas. Entretanto, torna-se neces-|
sario o estudo de outros marcadores visando um maior es
clarecimento sobre a epidemiologia deste microrganismo.

Orgaos financiadores: FINEP, CNPg e CEPG da UFRJ
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MICROBIOTA LEVEDURIFORME DA PORCAQ FINAL DO TRATO INTESTINAL
DE Rana catesbeiana {SHAW 1802) EM DIFERENTES FASES DE CRES-
CIMENTO:

J:H.RELS; Y.K.MOREIRA; M.G.A. NOGUEIRA

DEPARTAMENTC DE MICROBIOLOGIA - INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLGG}
CAS DA UFMG.

Entre novembro de 1987 a marco de 1988 foram estudas as por-
¢oes terminais do intestino grosso de 64 ras da espécie Rana
catesbeiana, criadas em confinamento. COs objetivos foram co- !
nhecer a microbiota leveduriforme do trato intestinal de Bﬁ‘g
na catesbeisna em diferentes fases de crescimento, correlacig
nar a microbiota encontrada com os diferentes tipos de alimen
toz fernecidos aos animais e verificar a presenca de levedu -
ras potencialmente patogenicas para o homem. Isolou-se 129 esl
pecies de leveduras que foram identificadas pela moerfologial
macro e microscopica e por testes fisioldgicos. A analise dos
resultados permitiu estabelecer que: as leveduras fazem parte
da microbiota do trato alimentar da Rana catesbeiana; animais
submetidos a dietas diferenciadas, resultaram no isolamento
de 129 espécies de leveduras pertencentes aos géneros Candida
Cryptococcus, Rhodotorula, Saccharomyces e Trichosporong a

transicao do ambiente aqudtico para o terrestre parece contri
buir na qualidade da microbiota leveduriforme; foram isoladas
leveduras potencialmente patogenicas para o homem, como: C .
tropicalis, g. Krusei; Cr. luteolus, §. cerevisiae e T. cuta-
neum. Os dados nimericos encontrados sugerem com relacao a
Candida rugosa, tratar-se de levedura autdctone do trato ali-
mentar destes animais,
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PLORA FONGICA EM CARNES DE RAS ABATIDAS PARA O CONSUMO HUMA-
RO — Rana catesbeiana (SHAW, 1802)

* M.G.A.NOGUEIRA; ** J H.REIS; *** Y XK.MOREIRA
k EF/UFQP %% PUC/MG  #*% ICR/UFMG

Varios fungos leveduriformes e filamentosos tém sido
isolados de intestino e orgaos internos de anfibios no Bra
sil, Entre os fungos isolados, alguns sao conhecldos pela
patogenicidade para o homem e animais, apesar dos animais
examinados nao apresentarem lesOes macroscdpicas e histopato
légicas. Nesse trabalho pretende-se conhecer a microbiota
fungica encontrada em carnes de ras de abatedouros artesanaig
e industriais e cowparar os resultados obtidos. As amostras
obtidas, até o momento, procederam de quatro abatedouros de
diferentes pontos do Brasil, compreendendo lotes de 10 ani -
mais. Em laboratorio as coxas foram processadas pelos méto-
dos da submersao e maceracdo, em meios de  enriquecimento.
As leveduras isoladas estao em processo de identificagao de
acordo com as técnicas de KREGER-van RIJ (1984), e os fun -
gos filamentosos pela morfologia macro e microscopica. OS
resultados parciais revelaram a presenca de 137 fungos dos
quais 106 compreendiam fungos leveduriformes e 31, filamento

sos. Os generos de leveduras encontrados foram: Candida, Tri-

chosporon, Rhodotorula, Cryptococcus, Geotrihum, Kloeckera,

Kluyveromyces, Debaryomyces e Hansenula, sendo que algumas es

pécies iscladas {E.albicans, C.Krusei e T. cutaneum) S40 co—

nhecidas pelo seu potencial patogenico para o homem. Dentre
os fungos filamentosos foram isclados os generos Rhizopus,
Fusarium, e Paecilomyces. Os resultados preliminares sugerem

que a contaminacao da carne pode ser proveniente do conteddo
intestinal no processo de evisceracao, ou ainda da excessiva
manipulacac durante o processamento de ras.
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INDUSTRIAIS, NO DESENVOLVIMENTO DE CLOSTRIDIOS

SULFITO REDUTORES

A.L. Mesquita; T.C. Vessoni Penna e Z.A. Mello
Faculdade de Ciencias Farmac@uticas da USP. CxP. 30.786. CEP
01051 Sao Paulo, SP.

% No grupe dos clostridios sulfito redutores,o Clostridium

i

| e inativacao dos esporos deste microrganismo, durante a cocgao
Edo alimento e adotar medidas corretivas e/ou preventivas, padro~j
‘nizando as diferentes etapas de processamento, afim de e elimi -f
:nar a carga micrcbiana final. O processamento de alimentos em?
. restaurantes industriais estende-se desde o recebimento da maté—g
‘ria&prima ate a distribuicdoc do alimento pronto para consumo. Aé
populagao de clostridios sulfito redutores esta diretamente relai
icionada 2 qualidade da materia-prima e do par tempo- temperaturaz

!durante as diferentes etapas de processamento. Utilizando— se |

;agar 5.P.5., seletivo para clostridios, obtem-se o nimero de
i ] R .

iclostridios sulfito redutores presentes por grama de alimento .
|Procede-se entdoc, a série bioquimica para isolamento e identifi-

cacao de Clostridium perfringens. A incidéncia de ocorréncia de

clostridium sulfito redutores, em amostras de carnes analisadas,
nas diferentes estapas de processamento, em diferentes restauran
tes industriais da regiao de Sao Paulo & de 607, com positivida-
de para Clostridium perfringens em 40% das amostras.

INFLUENCIA DO PROCESSAMENTO DE CARNES, EM RESTAURANTES !

perfringens tem sido isolado, com frequéncia, em carnes 'in natu .
ra'" e processadas, coletadas em diferentes restaurantes industri.
ais. Objetiva-se estabelecer o par tempo-temperatura de ativacgao '
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OTIMIZACKC DAS CONDIGOES FISICAS DE INSTALAGAO NA MANIPU
LACAO E PROCESSAMENTC DE ALIMENTOS EM RESTAURANTIES
INDUSTRIAIS

7.5, Mello; T.C. Vessoni Penna; E.M. Fontes e M. Baldi
Faculdade de Ciencias Farmaceuticas da USP. C.P. 30.786.
CEP 01051 Sao Paulo, SP.

Levantamento das condicgoes higiéniCOwsanitérias, em
restaurante industrial, foi realizada incluindo pesquisas mi
crobiologicas das areas fisicas,das etapas de manipulacao e

i processamento de alimentos; e, dos proprios alimentos, come

matéria-prima, pré-processadas e no momento da distribuicao.
0s recursos fisicos que influenciaram negativamente para o de
senvolvimento de boas praticas de manipulacao do trabalhe
operacional deste restaurante sac destacados em: a) area Lo-
tal de 100 m?, inadequada para a preparacao de 2.200 pratos
por refeicao; b) presenca de moscas devido ao cultivo de lar
vas em canaviais proximos; c¢) como frigorifico diretamente ex
posto ao sol, armazenando todo género de matéria-prima pré e
processado; d) ausencia total de infra-estrutura de canaliza-
cao de agua potavel e agua servida; e) inexisténcia de sepa-
cio fisica entre as diferentes areas de preparacao; I) ausen-
cia de sistema de refrigeracao; g) temperatura da area de pre
paracdo atingindo pico de 40°C; g) ausencia completa de higie
nizacac pessoal e inclusive durante a lavagem de utensilics e
equipamentos. Fol organizado plano de trabalho para adequar
as condicoes fisicas de instalacac objetivando o melhoramento
das condicoes higienico-sanitarias durante as diversas etapas
de processamento de alimentos. Os principais resultados obti
dos foram: a) reducgao de pelo menos 3 ciclos logaritmicos na
contagem de microrganismos mesofilos, colifermes totails, fe-
cais, E.coli e S.aureus nos alimentos prée e processados, com
excessao de clostridios sulfito redutores; b) margem de segu
ranga de pelo menos 2 ciclos log de microrganismos em utensi
lios; c)reducao de 1 ciclo log na contagem padrac de éreas.—

B24
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ANALISIS DE RIESGOS Y DETERMINACION DE PUNTOS CRITIA
C0S DE CONTROL (ARPCC) EN 50 RESTAURANTES DE LA CIUA
DAD DE LIMA.

M.A.Ratto S, C. Vega.,T.Garrido, C. Loépes, I.Gutiér-
rez,

Centro Latincamericano de Ensenanza e Investigacidn
de Bacterioclogfa Alimentaria (CLEIBA). Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Lima (PERU)

Se realizd una InspecciOn Higiénico Sanitaria y un
Analisis de Riesgos asociado con la preparacidn de
comidas en 50 establecimientos de servicio de ali -
mentos, seleccionados al azar.

El studic comprendid un examen visual de la limpiezs
y orden en los diferentes ambientes y una evaluaciorn
microbioldgica de superficies, utensilios y vajilla;
higiene del personal y comidas preparadas.

CX

La evaluacidn visual de ambientes did como resultadd
30% presentaba la cocina limpia, 62% el comedor limH
plo; 30% almacenamiento correcto de los alimentos. .y
36% de utensilios y vajilla limpios; 22% ubicacidn
correcta del material de limpieza y 16% el material
de desperdicios.

Los resultados obtenidos revelan que las condiciones
higiénicas de manos de manipuladores son inacepta -
bles en un 88%, de cubiertos en un 70%, de vaiilla
en un 94% y de las superficies de trabajo de las co-
cinas, como mesas y tablas de picar se consideran i
naceptables en un 100%.

Finalmente, se rechazaron el 25% de platos cocidos
calientes, el 100% de platos cocidos frios vy el 100%
de platos frios {entradas).
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EVALUACION MICROBIOLOGICA DE PRODUCTOS AGRICOLAS PRQ
CEDENTES DE MERCADOS EN LA CIUDAD DE LIMA.

M.A. Ratto S.,I. Gutiérrez, V. Yreil

Centro Latinoamericano de Ensenanza e Investigacidn
de Bacteriologfa Alimentaria (CLEIBA). Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Lima. PERU.

Se han anlizado 1,250 productos agricolas proceden -
tes de los diferentes mercados, los cuales fueron
classificados por el tipo de crecimiento en tres gry
lpos:

Vegetalis que crecen bajo tierra(VBT).
Vegetalis que crecen a flor de tierra(VFT)
Vegetalis de tallo alto (VTa}.

El Plan de Muestreo y los métodos empleados han sidd
los recomendados por el Comité INternacional sobre
Especificaciones Microbioldgicas de los Alimentos {
(ICMSF) .

Los parametrod microbioldgicos analizados fueron: Ny
meracidén de Coliformes Fecales y E. coli & Investlga
cidn de Salmeonella.

La calificacidon de los productos fue basada en el
Programa de Muetreo de tres clases, obteniendose los
seguientes resultados: :

Aceptables 6%, Provisionalmente Aceptables 16% y Re
chazables 78%.




51

PARAMETROS DE RESISTENCIA DE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI
FRENTE AQ0 AGENTE QUIMICO CLORC DURANTE A HIGIENL
ZACAQ DE HORTALIGAS
L.E. Abre; T.C. Vessoni Penna; D. Nogueira e I1.A. Ma
choshvili
Faculdade de Ciencias Farmacauticas da USP. C.P. 30.78s6,
CEP 01051, Sao Paulo, SP

A determinacao de par@metros de resistencia de ce-
pas de ~ E. coli ' e a avaliacdo de procedimentos de higieni-
zagcao de hortalicas, utilizando-se o agente quimico cloro, fo
ram realizados em 2 etapas. Na 12 etapa, 5 cepas de Egghg;;
chia coli , isoladas de alface ( Lactuca sativa: Y, & 2 com ~
! provadamente toxicogenicas (TR69 e TR101), isoladas de alimen
‘tos, foram submetidas aos ensaios de determinagao da r351sten
cia ao elore ativo 2 concentragao de 10 ppm, em solucido aquo
sa ao valor de pH 6,8 e a temperatura de 30C. A cepa de  Es~
cherichia coli isolada de alface (1A) mostrou resistencia si
milar a cepa TR6Y toxicogenica (valor D igual a 60 seg.).
cepa toxicogenica TR69 foi submetida aos mesmo ensaios de re-
sistencia, mantendo-se constante a concentracao de cloro 1i -
vre de 10 ppm, a temperatura de trabalho de 30C e variando-se
o0 valor de pH da solucidc de cloro em tampao fosfato, obtendo-
se 0s seguintes valores de D :

Concentracao Valor de pH Valor D (s)
de cloro livre da solucao

10 5,4 15,4

10 5,6 18,0

10 6,8 60,0

10 8,2 32,0

Na 28 etapa, peés de alface previamente contaminados com sus-
pensao .de cepa 1A de E.coli foram submetidas ao processo de
higienizacao utilizando~se concentracoes da ordem de 30,40,50
e 60 ppm de cloro livre aoc valor de PH 8,2 e temperatura am-
biente pelos tempos de 5,15 e 30 minutos de exposicao. Houve
reducao de 2 ciclos logaritmicos do mumero inicial de E.

goli 1A,
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 0SCILACOES DAS ESPECIES DE LEVEDURAS DURANTE A FLORAGAO E O DE -

SENVOLVIMENTO DO FRUTO DO ABACAXIZEIRO.

' p.G. Robbl, V. Favarik e H.N. Hagler? |

;lw DEPT. TECNOL. ALIM. / UFRRJ; 2. INST. MICRCBIOL. / UERJ.

. pulacio, foram determinadas desde a emissao das flores até a2 matu

 Cryptococcus flavus predominaram. Cryptococcus flavus estava .em
' nimero reduzido nos frutos imaturos e C.guilliermondii constituia
i mais de 807 da populacizo de leveduras. Hanseniaspora guiliiermon-

' cie de frutos maduros e C.guilliermondii ma polpa.

As contagens de leveduras e as proporgoes de cada espécie na po

ragio dos frutos de abacaxi.

!

Durante a floraczo, Rhedotorula rubra, Candida guilliermondii e

dii e C.guilliermondii eram as especies predominantes na superfi-




53

B29

CCMPORTAMENTC DA POPULAGAO DE LEVEDURAS EM UMA PLANTACAO DE ABA-
CAXI DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO.

F.G. Robb% s N.K. Robb% e A.N. Halger2

1. DEPT. TECNOL., ALIMENTOS/UNIV. FED. RURAL DO RJ; 2. INST. MICRQ
BICLOGIA UNIV. FED. RJ, :

FEDERAL RURAL DO RIC DE JANEIRO E INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO.

A populacac de leveduras de uma plantacao de abacaxi localiza—
da no Municipio de Araruama, Rio de Janelro, foi estudada com ;g‘
lacao a sua distribuiclo e associacdc com outras populacoes mi.

i

crobianas.

As populacoes de leveduras foram predominantes entre 0s 3Zrupos
de microrganismos estudados, tendo as contagens nas flores e fru:
tas variado de 2,2 x 105 a 1,1 x 10° UFC/g. As populagoes de bo- .
lores aumentou da fase floracac até o inicio da formacao dos fru;
tos, Bacterias gram negativas tiveram uma part1c1paga0 51gn1f1ca§
tiva nas flores e frutos imaturos. Bactérias laticas e acetlcasi

nac foram encontradas em grande proporgoes na cultura.
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IDENTIFICACAO DE FUNGOS TERMORRESISTENTES ISOLADOS DE POLPA
MORANGO

}.G.M.F. ARAGAO*; P.R. MASSAGUER*; M.J.S. FERNANDES**

*Depto de Cilncias de Alimentos - FEA -~ UNICAMP-Campinas, SP.
#*Depto de Micologia. Centro de Ciéncias Biologicas - UFPE -
Recife, PE.

OBJETIVO: Identificacao de fungos termorresistentes,que podem
sobreviver ao tratamento teymico utilizado na pasteurizacao

de suco de morango e outros produtos desta fruta.

MATERIAIS E METODOS: ISOLAMENTO: Foram colocados 100 g de pol
pa de morango em erlenmeyr esteril de 250 ml, onde foi subme-

tida a um tratamente térmico de 70€C por 2 horas, seguide de
imediato resfriamento em banho de gelo. O plagueamento foil
feito em Batata-Dextrose-Agar (B.D.A.) + 8.3 pg/mg de Rosa de
Bengala com incubagao a 30°C por 5 a 7 dias e as colonias pos
teriormente isoladas em tubo com B.D.A. IDENTIFICACAO: A i
dentificacao foi feita pela observacdo macroscopica da colonia
em placas de Czapeck, B.D.A. e microscépia por cultivo em 1a-
mina, utilizando-se como corante o Azul de Amann.

RESULTADO: Foram isclados 58 fungos a partir de 15 amostras
de polpa de morango escolhidas zleatroriamente. O resultado da
identificacao fol o seguinte: FUNGOS PERFEIT0S:4 Byssochlamys
nivea; 2 Neosartorya fischeri; 3 Talaromyces flavus var.fla-

vus; 2 Talaromyces trachyspermus; 1 Talaromyces wortmannii

1 Talaromyces sp.; 19 Eupenicillium javanicum var. javanicum;
5 Eupenicillium euglaucum; 6 Fupenicilijum sp. FUNGOS IMPER -
FEITCS: 1 Paecilomyces penicillatus; 3 Paeciliomyces wvarioti
1 Paecilomyces lilacinus; 1 Penicillium chermesiym; 1 Penicil-
lium steckii; 3 Penicillium sp.; 3 Aspergillus fumlgatus; 2
Mycelia sterilia.
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TOXINFECGAO ALIMENTAR -~ DIAGNOSTICO EPIDEMIOLOGICO ¥
:BACTERIOL@GECO DE UM CA3S0O OCORRIDO NO RIO DE JANEIRO

.5. Rosado *
.R.A. da Silva *
. Sa

.0. Tortora

=

LS v I A
o=

Instituto Gonzaga da Gama Filho - UGF - RJ
* Bolsistas do CNPg

Em margo de 1983, dez pessoas consumiram pernil gde _
jporco assado e, apés 11 horas, apresentaram néuseas, cég
‘licas intestinais e diarréia que permaneceram por 12 ho!
rags. C alimento foi preparado na prépria residéncia, na
cidade de Volta Redonda-RJ e transportado por 4 horas a
té Rio das Ostras-RJ, onde foi congelado por 2 dias.

Os dados epidemiolégicos sugeriram a pesquisa de @.g§5
reus e C.perfringens.

0 isclamento, a identificagao e os testes de enterot_c_}_3
xigenicidade para C.perfringens foram segundo Tortora
(Microbiol.Immunol.29:509,1985), enquantoc que os baci -
los aerobios esporulados foram identificados pela morfo
logla colonial (agar gema-manitol, Merck), morfologia
celular, Gram, motilidade, redugao do nitrato, nidroli-
se da gelatina, agéo sobre o leite e fermentagao de car
boidratos. Os enterccocos foram crescidos em pH 9,6 , a
460C, em 6,5%% de NaCl, em bile-esculina e em leite com
0,1% de azul de metileno. A pesquisa de mesofilos foi
feita em agar padrao para contagem (Merck).

Os resultados evidenciaram 9,0X106 ufc/g de C.perfrin
gens., Dez colonias foram examinadas e dadas como termo-
sensiveis e ent-. Nao se isolou B.cereus.Mesofilos (5,2
X107 ufc/g) foram identificados como enterococos.

Concluiu-se que a contaminagao deu-se pés~preparo e a
conservagao foi inadequada. Pelos padrdes legals vigen-
tes o alimento apresentou-se ''potencialmente capaz de
jcausar toxinfecgao' e que os enterococos tenham sido as
jnacterias de malor significado clinico neste caso.




. * Bolsistas do CNPq

i
i
i

J

i

Enas amostras isoladas foil realizada no Instituto de Mi
‘crobiologia da UFRJ (cortezia da Dra. Alba L. Noleto).

icom os nadroes legais vigentes e que 5. aureus foi o a-
;gente causador da intoxicacgao,

zsentaram capacidade de sintetizar enterotoxina tipo A,

lgao ocorreu no proprio estabelecimento comercial, suge-

B32

Stanhvliococcus aureus - INTOXICACAQ ALIMENTAR [E UMA
FAMTLIA NO RIO DE JANEIRO.

K.R.A. da Silva *
ALS, Rosadc *
R.L.R, Seixas
M.A.L., Miguel
J.C.0. Tdortora

Instituto Gonzaga da Gama Filho - UGF - RJ

No Natal de 1988, 4 membros de uma familia da cidade
do Rio de Janeiro consumlram carne de peru defumada, ;
'prenarada numa confeitaria do bairro das Laranjelras
.Todos anresentaram nauseas, vomitos, diarréia e sudore |
'se, num periodo de 5 horas Dermanecendo por duas hords
anos medicacao anti- emetlca e anti- esnasmolltlca As :
'contagens de mesdfilos e Stanhvlococcus aureus foram ra
allzadas respectivamente, em agar padr3o para contagen
e em agar-manita-sal (Merck). A identificacdo de S. au-
'reus foi feita pela morfologia e pigmento coloniais, co
‘loracao de Gram, morfologia celular, fermentacao do ma?
nitol e teste da coagulase, A ne:quzsa de enterotoxina

Os resultados evidenciaram 5,9 X 107 ufc/g e 4,0 X 107
‘ufc/g, resnectivamente, para mesofllos e 5. aureus. As
camostras de S. aureus, examinadas por imunodifusao, apre
-1

Concluiu-se que o alimento encontrava-se em desacordo
Pelo fato do alimento ter sido consumido cerca de du-
as horas ap0s o preparo, evidenclou-se que a centamina-

rindo que o mesmo possa ter ocorrido com outros alimen-
fos e pessoas, naquela ocasiao,
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TNTOXICACKD ALIMENTAR POR ENTEROCTOXINA ESTAFILOCOCICA NO ESTADO

" DE SED PAULO

GELLI, D.S.; TANAKA, A.Y.; ROCHA, M.M.M.; PISANI, B.; FREI-

TAS, A.; ESPER, M.R.N.R.; RIBEIRO, E.G.A.; KAKU, M.; PACHECD,

M.A.S.R.; CASTRO, M.T.F. e VICENTE, M.P.
Instituto Adolfo Lutz - Laboratorios Central e Regionais.
OBJETIVO: Analise dos dados de doencas transmitidas por alimen

tos L), para avaliacac epidemiologica e sanitaria de alimen
tos. o

MATERIAL E METODOS: Dados epidemioldgicos e clinicos (n? de afe

I

tados / expostos), pesquisa e guantificacao de S.aqureus nos res

tos dos alimentos veiculadores, conforme os dados de campo.

RESULTADOS: Nos anos de 1987 e 1988, foram relatados 43 surtos |

| Com caracteristicas clinicas de intoxicacao por estafilotoxina,-

~ assim distribuidos: Sdo Paulo (20); Ribeirao Preto (11);  San,
! tos e Sorocaba (4 cada); S$ao Jose do Rio Preto (1); Presidente

 Prudente {1) e Bauru (2). Os alimentos veiculadores mais  fre-,

quentes foram: bolo confeitado (53,48%), pratos prontos(11,62%)

e produtos carneos (11,62%). O_numero de S.aureus encontrado em
39 dos surtos foi superior a 105/g, 0 total de pessoas afetadas
foi de 2.755, em 22 dos eventos (125,2/evento).

CONCLUSAD: As ocorréncias desta classe de DTA S30 numerosas e

carecem de informacoes epidemiologicas e de comportamento do S.
aureus nos alimentos.

H
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s aphy lococeus aureus EM ALIMENTOS: SENSIBILIDADE A ANTIBIOTICOS
qUIMIOTERﬂPICOS DE CEPAS ISOLADAS EM EVENTOS DE INTOXICACAD ES
TAFILOCOCICA

GELLI, D.S.; VICENTE, M.P.; CASTRO, M.T.F.; PACHECO,M.A.S.R.;
KAKU, M.; RIBEIRO, E.G.A.; ESPER, M.R.N.R. FREITAS, A.; PI-
SANI, B.; ROCHA, M.M. M. e TANAKA, A.Y.

Instituto Adolfo Lutz - Laboratorios Central e Reaionais.

Foi verificado o comportamento de 20 cepas de S.aqwreus, 150
ladas de materiais relacionados com eventos de intoxicacao esta
filococica, frente a antibidticos e quimioterapicos. A finalida-
de foi a de analisar resistencia/sensihiiidade como um ooss1ve1

marcador eo1dem1o1001co 0s dados mostram que, dentre as 20 ce
pas isoladas em numercs commat1ve15 com a dose infectante nos a
Timentos, todas foram sensiveis a r1famp1c1na, cefalotina, carbe
nicﬁ]ina, nétrofurantoTna, vancomicina, eritromicina, centam1c1
na e cloranfenicol, 5% (1/20) resistente ao acido nalidixico, a
polimixina, ao su1fazotr1m e a tetraciclina; 15% (3/20) resisten
tes a kanamicina e 80% {16/20) a penicilina. 3 cépas mostraram
-se sensiveis a todos o0s antibioticos e quimioterapicos testa
dos: 5 cépas mostraram resisténcia simultanea a 2 antihidticos e
1 cepa, resistencia trinla. Das duas cénas isoladas de 2 porta
dores na regiao nasofarincea, ambos manipuladores de a]imenfE
veiculador da 3ntox1cacao uma mostrou-se resistente s6 a fosfo-
micina e a outra a polimixina e penicilina. Os dados obtidos nes
te levantamento, sugerem que o teste realizado ? pouco s10n1f1ca
tivo como marcador enidemialoaico.
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AVALIACAO DA PRODUCAO DE ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS
‘A, D E E.

‘H.R. Lopes & A.L.S. Noleto

-Departamento de Microbiologia Medica, Instituto de Mi- -
crobioclogia da UFRJ '

; Para estabelecer um diagndstico correto da intoxi- |
‘cacdo estafilocdcica, torna-se necessario testar a en— |
iterotoxigenicidade do Staphylococcus isolado e/ou de~:
monstrar a presenca da enterotoxina no alimento incri-
mlnado. Pelo menos sete tipos sorologicos destas ente-
'rotoxinas foram descritos: EEA{Enterotoxina Estafilocd
icica A}, EEB,EEC:,EEC: ,EEC; ,EED e EEE. Este trabalho pro
cura determinar as melhores condlgoes para a producac dei
EEA EED e EEE com o0s recursos disponiveis em nosso meio

| Foram utilizadas as amostras de S.aureus, FRI-100e’
JFRI 722 (produtoras de EEA); S~6 (EEB e EEA); FRI-472 e,
‘1151m(EED), FRI-326 {EEE}. A metodologia utilizada foi .
ia descrita por Donnelly et al., 1967. Os microrganis-—
‘mos foram inoculados no interior de um frasco Erlenmeyer
‘contendo saco de dialise com um meio de cultura apro-—
prlado sob agitacdo e temperaturas determinadas. A quan
Ltlflcagao da enterotoxina produzida foi realizada atra
-ves do metodo de Kato et al., 1966. Foram testados Vg
i}_umes de 50, 75 e 100ml dos meios BHI (Brain Heart In—
5fusion~Difco), BHI + 0,018% de arginina, BEI + 1%de ex
trato de levedura (BHEI + EL), BHI + aminoacidos -~ aa - |
(0,081% de alanina, 0,072% de glicina, 0,067% de proli |
na, 0,050% de serina e 0,087% de treonina), TSB (Tryp—
ticase Soy Broth), TSB + aa, Biosate Peptona (autolisa
do de levedura e digesto pancreatico de caselna—BBL) +
EL,s0b agitacdo constante de 50,100,150 e 200rmm, a temperatura
de 379C. A velocidade de agitagéo de 150rpm mostrou-se  adequada
para a produgao das diferentes enterotoxinas, com um volume de
100ml de meio de cultura em concentracdo dupla. Dos resultados par
ciais obtidos, o meio BHI apresentou rendimento medio para FFA e
EEE superior aos apresentados pelos outros meios testados. Em re
lagao aos meios TSB e Riosate Peptona verificou-se um aumento da
producao das enterotoxinas quando os mesmos foram suplemen
tados com 1% de EL. -

Orgdo financiador: CNPq
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ESTUDO DE CONMDICOES CULTURAILS PARA A PRODUCAOC DE
PROTEINAS EXTRACELULARES TOTAIS ISOLADAS DE S. aureus
ENTEROTOXIGENICOS.

F. Herrero., E.Y. Hirocka., N.S. Silva.

Fundacdo Universidade Estadual de Londrina(FUEL)
Fundagdo Universidade Estadual de Maringd (FUEM)

O presente estudo tem como objetivo a avalia—
cio das melhores condigles culturais visando uma
maior producdo de proteinas extracelulares totais,
produzida de linhagens de estafilococos enterotoxige-—
nico isolados de portadores sdos, manipuladcores e nao
manipuladores de alimentos.

Foram utilizadeos linhagens de estafilococos
produtores de toxina EEA, EEB, EEC, EED, e T85T~-1. As
condicBes culturais eram constituidas de BRAIN HEART
INFUSION (Biobras) e TRIPLIC SOY BROTH (Biobras) su—
plementado extrato de levedo (Difco), tiamina e nia-
cina (Sigma) e sulfato magnésioc (Merck). Para produ-
¢io de proteinas extracelulares utilizou-se série tu-
hos com indculo de estafilococos enterotoxigénico e
série correspondente de tubos sem indculo. A determi-
nacio quantitativa de proteinas extracelulares totais
foram realizadas segundo método BRADFORD, através do
KIT BIORAD PROTEIN ASSAY. Os resultados foram obtidos
através de diferenca entre séries tubos com indculo e
sem indculo. A melhor condigdoc cultural observada pa-
ra producdo de proteinas extracelulares totais isola-
das de S. aureus foi a constituida de  TRIPTIC  SOY
BROTH (TSB). Suplementada de tiamina niacina e sulfa-.
to de magnésio.
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ALTERACOES MO REAGENTE DE BRADFORD HA DETERMINACAO
QUANTITATIVA DE PROTEINAS NAS EXTRACELULARES TOTAIS.

F. Herrero., E.Y. Hirooka., N.3. Silva.

Fundacdo Universidade Estadual de Londrina {FUEL)
Fundac8o Universidade Estadual de Maringa (FUEM)

Objetivo deste trabalho fol realizar um estu-
do visando as melhores condigdes para  determinagdo
quantitativa de proteinas extracelulares totals de
sobrenadante de estafilococos enterotoxigénicos iso-
lados de portadores saos.

Empregou-se o método descrito por BRADFCRD
(1976). Para a determinagdo utilizou-se como padrac o
BIO RAD-PROTEIN ASSAY XIT I e preparagoes do reagen-—
te BRADFORD. Utilizando-se quantidades de Azul Bri-
lhante de Coomassie G-250 {(Sigma) previamente estabe-
lecidas e substitue-se o metanol descrito no método de

Bradford por etanol. Fol verificado gue os resultades | _

obtidos com Azul Brilhante e de Coomassie G-250 (Sig-
ma) com teor de 100% de pureza e etanol {(Merck) , foram
muito préximo aos obtidos empregando-se O BIO RAD-
PROTEIN ASSAY KIT I.

Concluindo-se que os resultados obtidos  de-
monstram que & possivel proceder a preparagao do rea-
gente de BRADFORD, obtendo-se resultados comparados
com os obtidos pelo BIO RAD-PROTEIN KIT I.
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DRESENCA DE LINHAGENS DE ESTAFILOCOCOS PRODUTORES DE
TOXINA TSST-1, ISOLADCS DE PORTADORES SAOS.

. Hevrrero,, B.Y.Hirocka., N.S,Silva.

ELQM&CGO Universidade Estadual de Londrina (FUEL)
Fund agau Universidade Estadual de Maringa (FUEM)

Objetive deste experimento, foi verificar a in-
cidéncia de estafilococos produtor de toxina T8ST-1,1i-
solados de individucs s&os manipuladores e niao manipu-
ladores de alimentos.

Foram examinadas 154 amostras de S.aureus iso-
- - ’ B . . . T .
lados de voluntédrios, inclui material da orofaringe,

rd - ~ 1 4
vestibulos nasals e das maos, foli analisado quanto a
produgao de toxina e5tqflloc001ca e toxina relaciona—
da com a sindrome de choque téxico TSST-1. A toxina

foi produzida segundo o método de HALLANDER e a soro-—
logia realizado segundo métode de OSP. Detectando—se 8
{55,19%) de linhagens toxigénicas e €9(44,81%} de 1li-
nhagens ndo toxigenicas. A verificagao da presencga de
linhagens produteras toxina TSST-1 fol realizado se-
gundc o método OSP e SET - RPLA (OXOID) KIT, revelou
cque 20(23,53%) eram produtcoras desta toxina.

Conclui-se gue fol encontrado uma alta fre-
quencza de toxina TSST-1 em portadores saos, este fato
nao descarta a possibilidade de ccorréncia de sindrome
de chogue tdxico, ou outro quadro clinico compativel
com esta toxina.
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I8OLAMENTO DE &, hyicus LRHNTEROTOX (LGENTOO B FORTAO -~
RES HUMANCS SAQS. .
F. Herroroc, , E.¥Y.dirooka.,, N.S.Silva,
Fundagdo Universidade Estadual de Lendrina (PU
Fundacdo Universidade Estadual de Maringa (FUDN
Objetive deste experimento foi verificar &

presenca de estafilococcs coagulase posiliv
toxigénico isclados de portadorves humancs 52
puladores e ndoc manipuladores de alimentos,
camente o $. hvicus.

Um total de 154 amostras de eztaliloc
ram isolados de voluntéarics, fol realizada a
rizacdo bioguimica das espécies em S. aureus
termedius . S. hyicus, através das provas de
zacao aerdbica e anaerdbica do manitol e mal
guﬂdo KLOSS. A toxina foi prothL segundo
do Ge HALLANMNDER & a soroclogia rel lzada SEgund
do 0OSP. Detectando-se 149(96,75%) de &. au:
(2,60%) de 8. intermedius e 1 (0,065%) de S.
Analisando a enterotoxigenicidade 85(55, 18%]
toxigénicas, constituida de 80(%94,13%) de 5.
4(4,70%) de 3. intermedius, 1{1.17%) de  &.
Todas as linhagens produzldac TNAse e 14%{24
presentaram—se pigmentadas. A prese enga de S.

enterotoxigénicos tem sido raramente descrito
tadores humanos saos, neste sentido & lmportaht@ Sua
caracterizagdo em amostras de estafilococos coagulase
positiva iscoladas de manipuladores e alimentos.

Conclui-se que S. hyicus enterotoxigénicos i-
solados de portadores saos podem ser potencialmente
responsévels por toxinfecgoes alimentares.
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ICA DE ESTAFILOCOCOS ENTEROTOXIGENICOS IsOLA-

RESED
DE PORTADORES SAOS.

ERE
0OS

F_Herrerc., E.Y. Hirooka., R.Fressatti., T.C.R.M.
Oliveira,, T.I.E. Svidzinski.

Fundaggo Universidade Estadual de Londrina (FUEL)
Fundacio Universidade Estadual de Maringa (FUEM)

Objetivo deste trabalho fol verificar a inci-
déncia de estafilococos produtor de enterotoxina em
individuos sdo, manipuladores e n3o manipuladores de
alimentos

Foram examinados 154 amostras de S.aureus. i-
soladas de portadores sao manipuladores e nao mani—
puladores de alimentos.Fol analisado quanto a produ-
¢c3o de enterotoxinas e toxinas TSST-1. A toxina foi
produzida, segundo o método de HALLANDER e a sorologia
realizada segundo o método de OSP, isolaram-se 85
(55,19%) de linhagens toxigénicas, a frequencia de
isolamento fol de 44(51,76%) produtor de apenas uma
toxina & 41(48,24%) de mais de uma toxina,distribuida
em 25 linhagens com 2 toxinas, 12 com 3 toxdnas e4 con 4
toxinas. Ainda com relagao a enterotoxigenicidade 29
{34,12%) produziram EREA. 19 (22,353) EEB, 26 (30,58%)
EEC, 43(50,58%) EED, 9(10,59%)EEE e 20(23,52) TsS3T-1.
Entre as linhagens produtoras de uma toxina, observa-

mos 5(5,88%)EEA, 1(1,18%)EEB, 11(12,94%) EEC, 18
(21,18%)EED, 2(2,35%)REEE, 7(8,24%)TSST-1. Todas li-
hagens produziram TMAse e 146(94 81%) apresentaram

pigmentadas. A elevada produgao de TNAse por todas as
linhagens toxigénicas mais uma vez reforga a necessi-
dade de detecgao direta desta enzima da triagem de es-
tafilococos enterotoxigénicos oriundo de manipulado-
res, guando da impossibilidade de detecgao direta de
enterotoxina nos alimentos.

_ Conclui-se que fol encontrado em portadores
sacs, alta frequencia de linhagens de estafilococos
enterotoxigénicos fundamentalmente com mals de uma
toxina.
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| EFEITOS DE DIFERENTES COMPONENTES NA DETECGAO DE ENTE
ROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS PELO TESTE DE. AGLUTINAGAO
DE LATEX (RPLA)

M. de L. R. de Souza e E. Y. Hirooka.

Departamento de Patologia Geral do Centro de Ciencias
Bioldgicas da Universidade Estadual de Londrina.

A determinacgaoc da produgao de enterotoxina por
estafilococos é usualmente feita pelo exame do sobre-
nadante de cultura por métodos de difusaoc em gel. 0
método de imunodifusac "Optimun Sensitivity Plate" (O
SP) é o procedimento padrao recomendado pela APHA pa-
ra a detecgio de enterotoxinas estafilococicas nos
alimentos. No entanto, a sensibilidade minima do métg
do OSP & cerca de 500 ng de enterotoxina/mL e a maio-
ria dos alimentos implicados com Staphylococcus aure-
us contém baixos niveis de enterotoxina, f*equentemen
te menos de 1 ug/i00 g de alimento. Para detectar ni-
veis tao baixos, tem sido usado © metodo de aglutina-
gao de latex (RPLA), o gqual tem provado ser mals sen
sitivo do que os métodos de difuszo em gel. Entretan-
to, este teste ccasionalmente mostra reagces de aglu-
tinagao nao especificas com certos tipes de alimentos
e tem sido usado portanto, com restrigoes. XNo presen
te trabalho, avaliou-se os efeitos de diferentes con-
centraQSes de sacarcse e mertlolate na detecgao de en
rerotoxinas estafilococicas pelo método de aglutina-
950 de latex. Resultados falso-positivos foram obser
vados na pressnga de sacarose. Sendo cste agﬁcar um
{ ingrediente comum em alimentos, pode-se conclulr que
ia utilizagao desse metodo para a deteccao de entercto
i xinas em alimentos com alta concentragao de sacarose,

pode lesvar a resultados naoc reais,
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AVALIACAC DO TESTE DE AGLUTINAGAC DE LATEX (RPLA) NA
DETECCAO DE ENTEROTOXINAS A E D PRODUZIDAS POR ALGU-
MAS LINHAGENS DE Staphylococcus aureus

¥. de L. R. de Souza e E. Y. Hirocka

Departamento de Patologia Geral do Centro de Ciencias
Biolégicas da Universidade Estadual de Londrina.

Tendo em vista que a quantlidade de enterotoxina
encontrada nos alimentos capazes de ocasionar intoxi-
cagao é geralmente pequena, um método sensivel e rép&
do para a detecgao de enterotoxinas nos alimentos, e
essencial. TRecentemente, foram descritos testes répi
dos para a detecgao de enterotoxinas de Staphylococ-
cus aureus, baseados na'aglutinagéo de particulas de
latex sensibilizadas. Atualmente, estes testes ven
sendo largamente utilizados no exterior, devido a sim
plicidade e rapidez na obtengéo dos resultados.Varios
“Kits" tem sido fabricados no exterior e sao comer-—
clalmente disponiveis- 0 presente trabalho tem C oMo
objetivo avaliar o teste de aglutinacao de iatex (RP
LA) na detecgao de enterotoxinas estafilococicas, pro
duzidas pelas linhagens A-100 e 196-E, aliadas a pro-
dutos metabdlicos de Bacillus sp e Pseudomonas sp. Pa
ra o teste foi utilizado o "kit comercial SET-RPLA™da
Oxoid Diagnostic Reagents. Os resultados foram compa-—
rados com os obtidos pelo método de imunodifusao "Op
timun Sensitivity Plate" (0SP). A adigao de alta per-
centagem de produtos metabolicos de Pseudcmonas aeru-—
ginosa interferiu na produgéo de enterotoxinas por
S. aureus, produzindo baixos niveis somente detecta—
dos pelo metodo RPLA. O Kit mostrou alta sensibilida
de, com um limite de detecgao de 1 ng de enterotoxi:
na/ml, além da rapidez e facilidade de execugao.
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PRADUCAD DE ENZIMAS EXTRACELIJLARES POR
ST \PdYLQCutPUQ 3p ISOLADOS  DE ALIMENTOS

MUALPL.DA STLVA; M.D. SEMOLA; 1.C. FREDERICO;
R. PRESHMAN (Disciplina de Microbiolegia do
Departamento de Microbiologia e Parasitolo-
gia da UNI-RIO; Iabo“atorlo Central de Saude
Publica Hoel Nutels ~ Rio de Janeiro)

+

Foram testadas amoestras de Staphylococ-
cus sp, isoladas de alimentos, para a o»rocu
cao de coagulase (livre/ligada), lecitinase
e DNAse. Das amostras estudadas 30% foram
produtoras de lecitinase e coagulase neati-
vas, nao havendo correlagao com a prova de
DNAse. As amostras tambem foram testadis no
meio de Tryptic Soy Agar acr-escidas de 7%
de plasma, a fim de observar a produgac e
coagulase em meio solido. 35% das amostras
foram produtoras de coagulase ligada, mas
nao produzindo coagulase livre, e 15% foram
negativas na prova da coagulase em lamina e
em tuho, mostrando resultade positive na pro
va em placa. -

B43
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; CGR?ELAQAO ENTRE COLIFAGOS, COLIFORMES FECAIS, ENTERO
' vfRUS E SALMONELLA EM AGUA%-

 M.T. MARTINS#: V.H. PELLTZARI®; P.S. SANCHEZ®%; E. !
* MARQUES®%3; G.M. DAL COLLETO¥. |
Tnstituto de Ciencias Biomedicas da USP.

CETESB - Cia. de Tecnologia de Saneamento Ambiental |

Amostras de agua bruta provenientes de mananciails da
Grande Sao Paulo foram analisadas para determinac¢ao de
i seu nivel de contaminagao mediante as determinacgoes de.

colifagos, coliformes fecais. Enterovirus e Salmonella.

Verificou~se que colifagos, similarmente aos outros in
dicadores foram uteis para a classificacao da agua

quanto aos niveis de poluicao fecal.

Foram detectadas associageo e correlacao positivas

entre colifagos e enterovirus; colifagos e Salmonella;

coliformes fecais e enterovirus:; coliformes fecais e

Salmonella; colifagos e coliformes fecais.

No entanto quando ¢ nivel de colifagos era inferior a
5/100 mL |, Salmonella foram detectadas em 12,9% das

amostras e enterovirus em 0,5%.

0s resultados obtidos sugerem que a presenca de coli
fagos em aguas pode indicar contamina@éo por micror

ganismos patogenicos e risco potencial a saude.
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SOROTIPOS DE SALMONELLA ISOLADOS DE DIFERENTES TIPOS DE AGUAS
S.R. valentini; C.Q.F. Leite & D.P. Falcao
Faculdade de Ciéncias Farmaceuticas de Araraguara - UNESP

As aguas constituem-se num importante habitat para enteropaté-
genos e entre esses, Salmonella tem sido frequentemente isolada de
diferentes tipos de aguas. Em 126 amostras de dguas naturais (62 de
lagos recreacionals, 19 de represas, 16 de minas, 14 de rios, 9 de
pOCOS nao artesianos e 6 de pocos artesianos) e 82  amostras de
aguas tratadas (73 de piscinas e 9 de aguas de torneira) coletadas
na regiao de Araraquara-SP, foi pesquisada a ocorréncia de Salmo-
nella. Oito litros de agua eram filtrados em membrana, sendo parte
da membrana homogeneizada em caldo selenito com incubagao a 42°C e
a outra em caldo tetrationato com incubacac a 37°C. Agar Verde Bri-
lhante e Agar SS foram utilizados como meios de isolamento.As colo-
nias suspeitas foram caracterizadas bioquimica e sorologicamente.
Salmonella fol isolada de 16,7% das amostras de aguas naturais,mais
especificamente de aguas de lagos, represas e rios. Nas aguas trata
das nao foi isolada. Os sorotipos foram: S. oranienburg (5), S.
miami (3), S. arizonae (3), S. heidelberg (2), S. typhimurium (1),
S. give (1), S. abaetetuba (1), S. agona (1), S. jos (1), S. aglos-
trup (1), S. anatum {1) e S. morehead (1). Embora muitos dos soroti-
pos isolados de aguas nao estejam relacionados a casos clinicos hu-
manos, conclui-se pelo perigo potencial dessas aguas ac homenm.

Auxilio FINEP (Convénio n? 43.86.0008-00)
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CARACTERISTICAS DE VIRULENCIA DE CEPAS DE SALMONELLA spp ISOLADAS
DE AGUA.

S.R. Valentini & D.P. Falcao
Faculdade de Ciencias Farmaceuticas de Araraquara - UNESP

A invasibilidade em animais, presenga de plasmidios, resis-
tencia a0 soro e sensibilidade a drogas foram estudadas em 6 amos
tras de Salmonella de sorotipos diversos, isoladas de diferentes
tipos de aguas doce; adicionalmente em outras 15 cepas de Salmo-
nella com as mesmas caracteristicas, verificou-se a ocorrencia
de plasmidio e resisténcia a drogas. A invasibilidade foi testada
inoculando-se camundongos por via intragastrica e observando-se
a presenca das bactérias no baco, figado e placas de Peyer em pe-
riodo de tempo diversos. Todos os testes foram realizados empre-
gando-se as técnicas usuais. Somente S. typhimurium fol isolada
em contagens elevadas nos diferentes orgaos e tecidos dos ani-
mais. Esta amostra tambem albergava um plasmidio de 60 MDa, o qual
parece estar relacionado com a virulencia de S. typhimurium. To-
das as cepas de Salmonella, com excegao de uma de S. agona, apre-
sentaram soro sensibilidade. Apenas uma cepa foi resistente a es-
treptomicina (S. arizonae) e 47,6% resistente a tetraciclina; as
demais foram sensiveis as seis drogas testadas. Conclui-se que ce
pas de Salmonella isoladas de agua podem apresentar 0s mesmos mar
cadores de virulencia gque ocorrem em cepas isoladas de casos cli-
nicos.

Auxilio FINEP {Convenio n? 43.86.0008-00)
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rFTACRD ENTRE RECUPERACAO DE MICOBACTERIAS E GRAU DE CONTAMINACAD
BACTERTANA EM AGUAS.

M

~ ().F. Leite; R. Ferracini Junior; $.R. Valentini & D.P. Falcao

raculdade de Ciéncias Farmaceuticas de Araraguara- UNESP

A dgua € considerada um dos principais reservatdrios das mico-
actérias potencialmente patogénicas. Estudos tém demonstrado que
~stas micobactérias proliferam preferencialmente nas aguas menos
poluidas. Pretendeu-severificar a influencia do grau de contamina-
c3c das aguas -por bactérias neterotréficas e coliformes fecais na
recuperacac de micobactérias. Para tal analisou-se o isolamento si-
multines de micobactérias, coliformes fecais e bactérias heterotro-
ficas em 123 amostras de aguas. Verificou-se que as micobacterias
podem proliferar em aguas que contém 10° a 10° UFC/ml de bactérias
heterctrdficas, mas nao em concentragdes acima de 106. Em relagac a
coliformes fecais, as micobactérias de crescimento foram recupera-
das de aguas poluidas com valores acima de 2.400 coliformes fecals
e as de crescimento lento apresentaram diminuigdo raépida de célu-

las com © aumento da poluicdo, ndo sendo isoladas em &guas com mais

de 1000 coliformes fecais por mililitro.

Auxilio FAPESP (processo n2s. 86/3231-4 e 86/3232-0).
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VERIFICACAO DE RESISTENCIA A DROGAS TUBERCULOSTATICAS APRESENTADAS
POR MICOBACTERIAS ISOLADAS DE AGUAS.

‘R. Ferracini Junior; M. Fernandes e C.Q.F. Leite

Faculdade de Ciéncias Farmaceuticas de Araraquara - UNESP

A agua pode ser veiculo e reservatorio importante de mico-
bactérias causadoras de infeccoes diversas. Fstas micobactérias
de meio ambiente geralmente apresentam resistencia miltipla a dro
gas tuberculostaticas. Para o teste de sensibilidade "in vitro®
foram utilizadas 40 cepas de micobactérias isoladas de agua 21 M.
fortuitum, 4 M. chelonei, 3 M. smegmatis, 9 M. gordonae e 3 M.
terrae, e as sequintes drogas: estreptomicina (SM), rifampicina
(RMP), etionamida (ETH), pirazinamida (PZA), etambutol (EMB}, ca-
preomicina (caprec), isoniazida (INH}, p-amino-salicilato de so-
dio (PAS) e tiosemicarbazona {Tby). Todas as micobactérias anali-
sadas foram resistentes a SM, PZA, Tb] e RMP, com excecaoc de M.
gordonae com apenas 55,5% de cepas resistentes a altima droga.
Grau de sensibilidade variada foi veirificada com relagao a ou-
tras drogas.

Agradecimentos: A Dra. Angela M. Werneck Barreto do CNCT, pela
cessao de algumas drogas.

Auxilio FAPESP (proc. n® 86/3231-4)
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AFEROMONAS: ISOLAMENTO E PESQUISA DE FATORES DE VIRULEN-
CIA.

M.5. Nevesg, M.P., Nunes & I.D. Ricciardi

a do Instituto de Mi

Departamento de Microbioclogia Médic
eral do Ric de Janeiro.

crebiolegia da Universidade Fed

Cem amostras de Aeromonas foram iscladas a partiz
de amostras de agua doce e salgada coletadas em diver-—
sos locails da c¢idade do Rio de Janeiro. Fol possivelde
tectar entre as amostras iscladas: A.caviae {60%),§,ve—
ronii {15%), A.hydrophila {1%) e A.Sobria (1%}. Um per-
centual significativo de amostras (24%) foram classifi-
cadas comc Aeromonas sp Procurou-se determinar os fato
res de vzralenCLa das RAercomonas isoladas atraves dos
testes de deteccao de hemolisina {em tubo) e a pesguisa
de enterctoxina semelhante a ST de E.coli utilizando-se

suly ©ssas caracteristicas.

Orgacs Financiadores: CEPEG, CAPES,

a técnica do camundongo recém nascido. AMO as de AL
vercnii foram as gue mostraram maior capacidade hemoli-
tica 175 a 100%) e enterotdoxica {50 -~ 1006%). E.caviae
mostrou percentuals hemoliticos (0 -~ 37,5%) e entercto-—
xicos (0 - 73,6%) mais baixos. Das ARercmonas nao tipifi
cadas seu oe*cenbual hemolitico ficou entre {27,2 — 33,3%)
e ¢ enterotoxigeénico entre {54 ~ 75%). A Unica amostra
de A.hydrophila isolada foi %erclitica e enterotoxigéni
ca ac contrario da dUnica A.sobria gue nasc mostrou pos-—

-




75
c7

NTVEIS DE COLTFORMES RELATIVOS a0S PADRUES DE BALNEA
' BILIDADE £ EXTRACAC DE MARISCOS Nas £GUAS LlfoawaAa
D43 CIDADES DO RIO DE JANEIRO E NITERGI.
F.V. de ARAUJO; G.V. da FONSECA FARIA; A.ix. KOBaws da
COSTA; M.L. SANCHEZ NUNEZ; G..i.0. FRANCO; C.A.G. SUGA-
RES; L.C. MENDONCA-HAGLER & A.N. HAGLER.

Institute de Bioiogia—UFRJ

Amostras de dgua foram coletadas em 43 esta¢des dis -
tribufdas pelo litoral do Rio de Janeiro e Niterdi a
Tim de se determinar os niveis de coliformes, ja que
suas a»uas SAO lal&&WLnte wtilizadas com fins de re -
creagao e extragao de mariscos., Contagens de colifor-
‘mes totais e fecais foram realizadas pelo wétodo do :
3nun ro mais provavel \Uadrdo A“ﬂn,. A wédim geometri-:
ca das contagens realizadas em cada estagao demonstra
que as localizadas no interior da Bafa de Guanabara
(Considerando sun entrada como 0s pontos mais ;*6xi -
mos entre Rio e Niterdi) apresentam os waiores anive 135
de coliformes fecais/10vumlL (CF/100m1), estando impré-
prias para a extragio de mariscos (CF714 organisuos /
‘lﬁoml) e banho (CF)JOOU oraan1smos/10un1, segundoc o3
5padroes brasileiros. As pralas de fora da ba’i estao
Eem sua maioria dentro do fndice de balneabilidade.
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AehULO DR INDICADORES MICROBIANOS DE POLULILAIO DELO
VERXTLHAO Persa perna NO RIC DE JANEIRO.

. da FONSLCA FARIA; FP.v. de ARAUJO; A.M. XOSAWA
g COSTA; M.L. SANCHEZ NUNEZ; G.M.0. FRANCU; C.a.G.
SOARES; L.C. MENDONQA-HAGLER & A.N. HAGLER.

Ianstituto de Biologia - UPPRJ

. - . ~ )
Cinco amostras de agua e de mexilhao Perna perua

rd - N ‘
f,{Liune, 1?58) foram towadas em cada um Jdos dois pone-

tos de coleta, um considerado polufdo {(URCA - coli -
formes fecais 2400 orgunismos/100ml} e wa outro pou-
co potufdo (FORTE RIO DRANCO - coliformes fecais =
170 organismos/lOOmll. Objetivou~-se deterninaxr em
que fragﬁo do mexilhae ocorre o acuinulo de microorga
nismos. Os mexilhoes foram dissecados assepticamente
€@ dividi%os em guatro fracoes: intestino, bringuia

. . &
manto e agua intervalvar. Foram inoculadoes tambem o

. -~ . - ’ £y o
mexilhao inteiro e a agua do mar. Em cada uma das
fracgoes foram feitas contagens de coliformes totais,

. . » 1
coliformes fecais, fungos e leveduras pelo metitodo do|

- . - ~ . s
numerc ials provavel (Padrao AkHA) e bacterias hete-

rd . . ”
rotraficas totais pelo metodo do espalliamento em plai
’ . L. . T
cas. Observou~se um acumulo no intestino deo wmexilhao

cu ambas as estacoes, sendo que as contribuigdes de
cada fracace foram proporcionalmente as wmesnas nes

- 4 . : ~
doils niveis de poluigao estudados.

i
¢
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”CARACTERIZACEO DE VIBRIOS ISOLADOS DE PEIXES MARINHOS
E EVIDENCIAGAO DE ANTIGENOS PRECIPITANTES DE ESPECIES
POTENCIALMENTE PATOGENICAS™.*

S.E.A.da Silva, D.Ernandez, A.A., de Lima e Silva e E.
Hofer.

Laboratorio de VIBRIO,Departamento de Bacteriologia ,
Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rioc de Janeiro,R.J.

Em decorréncia da caréncia de informacdes no Brasil,
referentes ac reconhec1mento e melhor caracterizacgao
das espec1es do genero Vibrioc, realizou—-se um estudo
visando a identificagao de amostras de vibrios isola-
dos do trato intestinal de tainhas(Mugil sp.)e corvi-
nas (Mlcropoqon sp.}, capturadas respectlvamente em
aguas da Baia de Guanabara e orla ocednica do Rio de
Janelro R.J., além da verificacao da 1dentldade anti-
génica dessas amostras com as cepas pategdnicas e/ou
potencialmente patogénicas de V.parahemolyticus & v
alginolvticus.

A metodelogia utilizada na identificacgdo dos vibrios
baseou-se nas recomendagdes de Hofer({1985) e OMS(1984)
Para detecgao de antlgenos precipitantes utilizou-se a
técnica de dupla difusdo em gelose (DDG) de Oudin,mo-
dificada por OQuchterlony(194%9).

Foram caracterizadas bioquimicamente 214 amostras
que se distribuiram em 7 esp901es, sendo as mais fre-
qtiéntes:V.harveyi(47 amostras), V.anquillarum{(42 amos -
tras) e V.splendidus(S amostras) Quande testadas con-
tra o anti-soro de V.alginolvticus, apresentaram ban-
das de precipitagaoc as espécies: V.anguillarum(3 amos-
tras), V.splendidus(l amostra) e V.harveyi(2 amostras)
detectando~se para as duas primeiras espécies uma ban-
da de precipitagao e para a ultima,,duas bandas.J3 conl
tra o anti-soro de V.parshaemolyticus, 3 amostras de
V.anguillarum apresentaram reagao, com 3 bandas de pre
cipitacgao,

Salienta-se,pelos resultados,a dlvers1dade de espé-
cies isoladas bem como a forte reagao de identidade an

tigénica(3 bandas), entre algumas amostras de V. angu -

1larum, e o anti-soro de V. garahaemolytlcus, espec1e
potencialmente patogenlca ac homem.

* trabalho financiado pelo CNPg
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DISTRIBUICAO SAZONAL E AVALIACAC DOS MEYOS DE ENRICUECIMENTO UTI-
LIZADOS NO ISCLAMENTO DE ESPECIES DO GENERO VIERIO.

D.P.Rodrigues®*; R.V.Ribeiro*; J.E.C.Moura Costa**; R.M.Alves*¥*; J.
C.Valentim**; E_Hofer**,

Departamentc de Bactericlogia - Imstituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ.

O génerco Vibrio, & reconhecido como um dos maiores grupos presen
tes no ambiente marinho e estuarino. Seu estudo, implementade nas
Gltimas décadas, resultou no reconhecimento de inumeras especies,
das quais onze sdo capazes de determinar agressac ao homem. Tendo
em vista, a relevancia apresentada por este género, avaliamos du-
rante o pericdo de um ano, a eficiencia dos meios de enriquecimen-
to utilizados para o seu isolamento e a incidencia das diferentes
espécies, no litoral do municipio do Rio de Janeiro.

Da coleta semanal de agua do mar, em praias localizadas no inte-
rior e Fora da Baia de Guanabara, duas aliguotas de 1000 ml £foram

. filtradas em Millipore (0,45pm) e cada uma das membranas, introdu-

zidas nos meios de enriquecimento Caldo Nutriente Alcalino - CN e
Agqua Peptonada Alcalina - AP {1 e 3% de NaCl respectivamente}, se-
guindo-se isolamento em Agar TCBS, triagem em Kligler Iron Agar e
tipificagdo bioquimica de acordo com Baumarm (1985) e West &
Colwell (1986). -

Das 1024 amostras isoladas, 28,7% s6 permitiram a classificagao
até o género (Vibrio sp.). Nas espécies identificadas (71,3%), ci
tam-se: V.cholerae nao Ol, V.parahaemolvticus, V.alginolvticus ,
V.metschnikovii, V.harvevyi, V.wualnificus, V.fluvialis, V.mimicus ,
V.anquillayum I, V.anguillarum IT, V.campbelii, . Visplendidus ,
V.pelagius, V.gazogenes, V.marinus, V.lojgei e Photobacterium sp. .
Entre as caracterizadas, destaca-se a presenca de 37,5% relaciona-
das com o coarnpronetimento humano. '

Na avaliacdo dos meios de enriquecimento, verificou-se, nc compu
to geral, um elevado percentual de isolamentos a partir de AP. Nas|
especies potencialmente patogenicas para o homem, observou-se ©
melhor rendimento do . Quanto a distribuigdo sazonal, salienta -
se que do (N, a maior incidéncia ocorreu de novembro a margo, exce
tuando-se V.parahaemolvticus, V.metschnikovii e Vibrio sp., presen
tes durante tode o periodo de estudo.

Frbora nosso pais apresente clima tropical, € interessante res-
saltar, a maior prevaléncia de intmeras espécies dJurante o verao,
entre as quais figuram aquelas, capazes de determinar agressao ao
homem.

* PIOCHWIZ - TFRT

*& FHLRGZ
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aonoaTTERTZACAC DE BIOTIPOS DE VIBRIO COOLERAE NEO Ol B DETECGES |
no ToaTOn AT PERMEARITIDADE VASCULAR (PF) EM 2MOSTRAS ISOLADAS DE
Foo o TSGOTION.

D.Urrender, G.EVA. da Silva e E.Hofer

Laroratorio de Vibrio,Departamente de Bacteriologia, Instituto
Oswaldo Cruz-FIOCRUZ,Rio de Janeirc-R.J.

Visando contribuir com o estudo de Vibrio,em nosso welo, promo- |
veu-se a_investigagéo da ocorréncia do Fator de Permeabilidade
Vascular (PF) e biotipificacio de ampstras de Vibrio cholerae
n3o 01 advindos de agua de esgoto.- i

Através de testes baseados no comportamentco das amostras em pre
senca de 50 U de polimixina e 10 meg/ml de novobiocina,além da
atividade hemolitica em caldo BHI acrescido de 1% de glicercl e |
12 de hemdcias de carheiro e reagdo de Voges-Proskauer, foram sl
metidas a biotipificacio 46 culturas de Vikrio cholerae nao o1, |
nBo halofilicos,isclados de estagao de tratamento de esgoto da
venha e Ilha do Governador (R.J.). Apds a piotipificagao as amos—
rras foram submetidas & pesguisa do Fator de Permeabilidade Vas-
culayr (PF) mediante a inoculacgac,por via intradérmica em coelhos,
de filtrados das arostras.

Cs vesuitados demonstraram a distribuicac das culturas em 5
biotipos,sendo predominante o biotipo representado pelo perfil:
Sensibilidade a polimixina e novobiocina,hemolisina positiva e !
V.P, negativo (19 amostras). Quanto ao teste para © Fator de Per-
meabilidade Vascular (PF),cbhservou-se a producac de eritema,endu-
recimento e aurento da permeabilidade em 52,1% da amostragem.

Ressalta—se que todas as amostras do biotipo predominante foram
tamém positivas para o teste de Fator de Permeabilidade Vascular

{pr).
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TCARACTERIZACAC DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA ISOLADAS DE PISCI-

NAS E AGUAS RECREACIONAIS
B.5.0, de Ceballos e R.F. Urtiga

Area de Engenharia Sanitaria e Ambiental - Depto. de Engenha-
ria Civil
- CCT -~ UFPb (CNPq proc. 400284/87/BM/FV).

Pseudomons aeruncingss é um patégeno oportunista frequente-
mente isolado de aguas recreacionais e associado a otites
externas, dermatites e foliculites em nadadores.

Cento e vinte e cinco cepas de DPseudomongs aernginosa isola
das de piscinas e acude foram tipadas pela producao de piocid
nina e pelo padrao de resistencia a 10 antibacteriamos, com ¢
objetivo de caracterizar as linhagens presentes em cada um
dos locais amostrados. As técnicas empregadas foram as de
Govan (1978), utilizando-se 8 cepas indicadoras, e a de Bauer
e Kirby (1966).

Foram identificadas 74 (58,7%) cepas pertencentes a 19 ti-
pos piocianicos. Das restantes, 29 (23%) nao foram identifica
das e 22 (17,4%) foram nao tipaveis. Os principais tipos
piocianicos foram 10 (22 cepas), 1 (13 cepas), 99 (11 cepas)
e 3 (8 cepas), que correspondem a 29,7%, 17,6%, 14,87 e 10,8%
do total identificado.

Em tres piscinas houve tipos piocianicos predominantes para
um dia de triagem: respectivamente tipos 1 e 10, tipo 9% e
tipo 10 que corresponderam a 80%, 437 e 507 do total de _E:
aeruginosa isoladas nesse dia. Essas piscinas sao publicas,
recebem égua de acude, nao submetidas a tratamento e apresen—
taram os malores valores e as maiores frequéncias de isolamen
to (D75%Z) de 'P. aeruginosa’ dentre as 14 piscinas estudadas.
Provavelmente, a prevaléncia observada foil causada pela dis~
persao do tipo plocidnico predominante a partir de um unico
usuario infectado,

A maioria das P. gerugingsa foram sensiveis a Gen, Net, Fos
Car, Ami e Pol B, e resistentes a Clo, Tet, Rif e Sut. Bife-
rentes tipos pilocianicos apresentaram identicos padroes de
resistencia, o que limita a utilidade do método como marcador
epidemiologico. A producao de piocilanina mostrou-se um marca-
dor estavel desde que a técnica seja controlada adequadamente
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ENUMERACAQ DE PSEUDOMONAS ALRUGINOSA E STAPHYLOCOCCUS AUREUS EM

AGUAS NATURAIS £ DE PISCINA, RIO DE JANEIRO.
V.F. Guimaraes, M.A.V. Araujo, L.C. Mendonca-~Hagler & A.N. Hagler

Instituto de Microbiologia da UFRJ - Departamento de  Microbiolo
gia Geral.

As tecnicas para enumeragaowde P. aeruginosa e S. aureus fo
ram avaliadas em 86 amostras de agua doce e salgada com  diferen
tes niveis de poluicao e agua de piscina. Durante a etapa de con

firmacao de P. aeruginosa foram analizados os tubos  presuntivos
com fluorescencia e/ou crescimento. Apos identificacao das estir
pes isofadas foram encontrados 10% de sistemas falso positives pa
ra P. aerugincsa em agua doce, 35% de falso positivos e 37% de
falso negativos para agua do mar. Para o S. aureus o meio de agar
Tipovitetium-sal-manitol usado na confirmagao apresentou pouca se
Tetividade sendo invadide com bacterias interferentes, sendo subs
tituldo pelo Agar Baird Parker.Apenas 35% dos sistemas positivos
continham S. aureus. Nossos resultades indicam a baixa especifici
dade da metodologia do APHA (1985) para a enumeragao de P. aeru-
gincsa e S. aureus particularmente para determinacoes em agua

salgada. Os dados obtidos com a utilizagao destes metodos  devem

ser interpretados com cautela e a metodolegia precisa ser aper
feigoada.

Apoio: FINEP, CNPg, CAPES
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ESTREPTOCOCOS FECAIS E STAPHYLOCOCCUS AUREUS NA AVALIACAD
SANITARIA DE PISCINAS

B.5.0.de Ceballos, R.F.Urtiga e R, de Oliveira.

Area de Fngenharia Sanitaria e Ambiental - Depto. de Engenha-
ria Civil - CCT - UFPb (CNPq processo 400284/87/BM/¥V).

' Foi avaliada a importancia de estreptococos fecais (E¥) ¢ 8.

aureus como indicadores de poluicdo, em relacao a coliformes

t fecais (CF) em 11 piscinas de clubes alimentadas com agua po-
. tavel e submetidas a tratamento, e em_ 3 piscinas publicas
| alimentadas com agua de manancial e nao tratadas. As coletas

pa

se re§lizaram no periodo de julho a dezembro de 1987, com
frequéncia bimensal para cada local. As tecnicas utilizadas
seguiram as recomendagoes do Standard Methods, lba. edigao,
1985.

As piscinas se caracterizaram pela turbidez elevada e pela
ausencia de cloro residual livre (CBL) e combinado. OUs CF
estiveram sempre acompanhados de §. aureus e EF. Estes dois

ultimos indicadores foram isclados inclusive em amostras que
nao continham CF. Os EF foram detectados em todas as amosiras
de 9 (827) das piscinas de clubes, enguanto que para CF s0 4
(36%) apresentaram essa frequencia de isolamento. Em 6 {55%)
piscinas com pH entre 8,4 e 9,0 os valores de EF foram mais

‘ elevados que os de CF (2-27 EF/100 ml, contra { 1-8 CF/100 ml).

Nas piscinas publicas os EF sempre estiveram em Numero menor
que os CF, acompanhando o crescimento destes.

S. aureus foi isolado em todas as piscinas em todas as oca-
sices, e seus valores medios tenderam a aumentar COM_0O aumerl—
to de CF. Num estudo sobre a eficiéncia da desinfeccao em

duas piscinas, §. aureus foi isolade 45 minutos apos aplica

i\ ¢cao do desinfetante e quando o CRL era de aproximadamente

3 ppm e todos os outros indicadores estavam ausentes. Numa
destas piscinas, a bacteria persistiu por 14 horas com
CR>1,5 ppm.

Os EF se apresentaram como indicadores de oluicdo fecal mais
sensiveis gque os CF, especialmente em piscinas com valores
elevados de pH. 8. aureus e um indicadory adequado da efi -
ciencia da desinf@&ggo devido a maior resistencia ao cloro
que os CF e sua ausecnia indicaria gue as bacterias entericas
nao estao presentes. Sua determinacao & tambeém importante por
ser um patogeno potencial e como indicadoxr de poluicao prove-—
niente da pele, nariz e boca, a qual nac & detectada com o
indice de coliformes.
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SOROTIPAGEM, BIOTIPAGEM E SUSCETIBILIDADE A ANTIFONGICOS DE AMOS—
TRAS DE CANDIDA ALBICANS ISOLADAS DE AGUAS RECREACIONAIS.

RICCI, T.A.; MORAES,R.A. & MENDES-GIANNINI, M.J.S.

Departamento de Anilises Clinicas, Faculdade de Ciéncias Farma-

céuticas - UNESP, Araraquara.

Candida albicans isoladas de Aguas recreacionais tratades e n3o

tratadas da regidc de Araraquara, foram sorotipadas, biotipadas e
verificada a suscetibilidade a Nistatina, Miconazol e Cetoconazol.
Quanto aos sorotipos verificou-se a predominincia do sorotipo “A".
Das amostras analisadas, 100% foram tolerantes ao pH 1.4; HNaCl;
assimilaran citrato, uréia, glicina e foram resistentes 3 safra-
nina; 36,8% produziram proteinase; 21% foram resistentes 3 5 FC;
52,6% assimilaram sorbose; 15,8% resistentes ao  &cido  bbricos
52,6% ao periodato de s6dic e 100% foram inibidas pelo TTC & meio
MacConkey. Foram encontradas mais frequentemente 4 biotipos, predo
minando os tipos, 157, 177, 377 e 777. Entre estes predominou o
sorotipo "A" e entre as cepas resistentes a 5 FC, 100% pertenciam
ao biotipo 777. Quanto a suscetibilidade aos agentes antiflngicos,
89,4% foram inibidas na concentragao 6,25 vg/ml de Nistatina e
10,53% na concentracdo de 12,5 ug/ml; 100% foram inibidas na con~
'centragao de 3,13 ug/ml de miconazol e 94,73% inibidas na concen—
tiagéo de 1,56 ug/ml de cetoconazol e 5,27% na concentracao de
3,13 ug/ml. Destes dados pode-se verificar gue © sorotipo "A% e o
tipo 157 foi o mais frequentemente isolado, e a maioria das amos—
tras foram inibidas nas concentragSes minimas inibitérias dos an-

tiflngicos estudados.

CNPg - FUNDUNESP
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COLIFORMES FECAIS: SUA VARIACAO A 5 E 195 CM, EM LAGOAS
DE ESTABILIZACAO PROFUNDAS, TRATANDO ESGOTO DOMESTICO

A. Konig, R. de Oliveira, 6.C. Barbosa® e S.A. Silva

Area de Engenharia Sanitdria e Ambiental, Depto. de Engenha-
ria Civil

EXTRABES — UFPB (* CAGEPA)

Foram analisadas as variacoes de coliformes fecais {CF) na
camada superficial (5 cm) e no fundo (195 cm) de lagoas de
estabilizacao profundas em série, alimentadas com esgoto do-
méstico da cidade de Campina Grande, Pb. O sistema em esca-
la piloto era constituido de uma lagoa anaerosla (A7), segui
da de uma facultativa (F9) e treés de maturacac (M7, M8, M9),
e estava localizado ma EXTRABES (Estacao Experimental de Tra
tamentos Bioldgicos de Esgotos Sanitarios). A carga orgénica
superficial variou entre 344 e 16 Kg DBOS/ha.dia de A7 ate
M9 com tempo de retencao total de 40 dias.

Foram realizados 18 experimentos de 24 horas com amostras co
letadas a cada 4 horas no periocdo de 25/05 a 05/11/87. Os pa
r3metros pesquisados foram CF, pH, oxigenio dissolvido {(CD).
temperatura {(Standard Methods, 1985) e biomassa de algas
(clorofila a - acetona 907).

Os menores valores de CF predominaram a 5 cm da superficie.
Neste nivel houve uma relagéo inversa entre CF, e OD e pH:
os menores valores de CF (5,104 CF/100 ml em A7 e 10 CF/100
ml em M9) estiveram associados aos maiores valores de pH
(7,8 em A7 e 8,5 em M9} e 0D (0,1 mg/l em A7 e 15,0 mg/l em
M9). Para clorofila a, esta relacdo nao se manteve & OS5 me-—
nores valores de CF se relacionaram com os menores valores
de clorofila a. A 195 cm, o pH e o OD nao sofreram grandes
variacoes, nao sendo observada associagao com CF.

Pode—-se concluir que, os elevados  valores de pH e 0D obser
vados a 5 em, resultantes da atividade fotossintética das |
algas localizadas abaixo desta profundidade, imfluenciaram
na redugao de CF. Visto que o escoamento do esgoto na série
de lagoas se verifica a 5 cm bem como sua descarga no ¢orpo
receptor, a reducaoc observada a esta profundidade beneficia
a qualidade do efluente final.
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VARTACOES DE BACTERIOCLOROFILAS E FORMAS DE ENXOFRE EM LAGOAS
DE ESTARILIZACAC PROFUNBAS

R. de Oliveira, A. Konig, I1.V.L. Ferreira e S5.A. Silva

Area de Engenharia Sanitaria e Ambiental, Depto. Engenharia
Civil - EXTRABES - UFFPB

Numa série de lagoas de estabilizacao profundas tratando es-
goto domestlco, foram estudados aspectos do ciclo do enxofre

através da determinacae da biomassa de bactérias fotossinte-
ticas do enxofre, sulfeto total,sulfato e enxofre elementar.

0 sistema, em escala piloto, era comstituido por 5 _lagoas em
serle(uma anaerobia, A7; uma facultativa, F9; e tres de matu-
racao, M7, My e MY) localizado em Campina Grande, Pb.

No periodo entre 19.08 e 29.12.87 foram realizados 13 experi-
: mentos de 24 horas. A cada 4 horas foram coletadas amostras
ao longo da profundidade das lagoas e analisadas para: bacte-
rioclorofilas "a,b,c,d" (Takahashi e Ichimura, 1968), cloro-
fila a (acetona 90%), pH, oxigenio dissolvido (0D}, sulfato,
sulfeto total e enxofre elementar (Standard Methods, 1985).

Foi verificado que ao longo da série os processos oxidativos
do enxofre foram predominantes exceto na lagoa A7, onde houve
reducao e foi gerada_a maior parte do sulfeto. A lagoa F9 foi
um reator de transicao onde ocorreram grandes variacoes de
sulfato e sulfeto total ao longo da profundidade. Em M7 a
oxidagao do enxofre foi acentuada e o sulfato predominou em
todos os niveis. Nos reatores M8 e M9 as concentragoes de
sulfato foram elevadas, embora houvesse pouca oxidacao do
enxofre. Ao longo da serie, as concentragoes de bacterioclo-
rofilas "a e b" (tipicas de bacterias purpuras) foram peque-
nas, com tendencia a desaparecer, engquanto que as bacterioclol
rofilas "c e 4" (tipicas de bacterias verdes) estiveram em
concentracces mais elevadas, com tendencia a aumentar em M8
e M9.
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FEPECTOS ECOLOGICOS DE Candida famata ISOLADA DE FLORES DE
Nymphaea ampla DA LAGOA OLHOS D'AGUA - LAGOA SANTA - MG.

S.P. Franzot; C.A. Rosa e M.A. Resende

Depto. de Microbiologia do Imstituto de Ci@ncias Biologicas
da Universidade Federal de Minas Gerais.

Flores e frutos saoc conhecidos, desde muito, como habitat
jideal para leveduras, devido ao seu alto teor de acgucares.
Porém, a afinidade de comunidade de leveduras com o seu am-
biente natural e os vetores responsaveis pela sua distribui-
cao na natureza sao ainda pouco estudados. Atualmente, tem
se tornado evidente que a ecologia de leveduras nac se res-—
tringe a uma mera distribuicao das mesmas em substratos onde
os aclcares estao dispomiveis. Plantas do genero Nymphaea
sao dominantes em alguns ambientes aquaticos, como no caso
da Lagoa Olhos D'Agua onde florem durante todo o ano. Foram
coletadas, aleatoriamente, durante um ano, flores de Nym-—
phaea ampla com o objetivo de determinar a presenga de leve-
duras e as possiveis interacoes existentes. Candida famata
fol a dnica espécie de levedura isoclada. Desta forma, esse
trabalho tem como objetivo explicar a dominancia absoluta
desta espécie nas flores, uma vez que na agua da lagoa foram
isoladas varias outras especies de leveduras. Fol testada a
producao de substancias inibidoras em extratos de flores de
N. ampla onde varias espécies de leveduras iscladas da agua
Foram semeadag em agar YM acrecido de extrato seco da flor
na concentracao de 17 p/v. Apos 24 a 48 horas observou-se o
crescimento de todas as amostras semeadas, O que sugere que
K. ampla mnao produz compostos inibigérios para essas levedu-
Tas. A producao de compostos anti fungicos (fatores "Killer')
por g. famata foi verificada semeandc—-se (0,1 ml de uma sus~
pensao das amostras a serem testadas em placas contendo agar
YM acrescido de 0,0037 (p/v) de azul de metilenoc e sobre as
mesmas foi inocculado, no centro da Qlaca e em linha, a amos-
tra de C., famata. Atraveés da formacgac de halos verificou-se
que C. Tamata inibiu o crescimentc de Rhodotorula acheniorum
Aureobasidium e Pichia membranefasciens. A principlo pode-se
conclulr que o fenomeno da antibiose seria determinante na
predominancia de C. famata nas flores de N. ampla.
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VARIAQAO SAZONAL DA MICROBIOTA FUNGICA E DE FATORES
FISICO-QUIMICOS DA LAGOA COLEHOS D'AGUA, "KARST" CENTRAL
DE MINAS GERAIS

€C.P. RENAULT, E.M. VIANA, M.A. RESENDE, G.E. TORRES &
F.A.R. BARBOSA

Dept? de Microbiologia e Dept? de Biologia Geral do
Instituto de Ciencias Biologicas da UFMG

Leveduras e bolores sao encontrados, juntamente com
uma grande veriedade de formas microbianas no ambiente
aquatico e representam contingente importante no total
da microbiota existente.Alem de exercerem importante
papel na ecologia destes amblentes, part1c1pando dos
processos de conversao da materla organlca e 1norgan1—
ca, sao incluidos entre os possiveis indicadores micro
bdiologicos de poluicao.Por outro lado, grande parte
dos nutrientes de um ambiente aquatico sao depositados
no sedimento dos mesmos. Visando isolar e identificar
leveduras e fungos filamentosos e correlacionar a fre-
quéncia dos mesmos com parametros fisico-quimicos,
amostras de sedimento da lagoa foram coletadas mensal-
mente, durante um ano. A lagoa foi dividida em 5 este-
gaes de coleta, sendo que a de nimero 1 localiza-se no
ponto de maior profundidade.As amostras de sedimento
foram diluidas a 1/10 em agua destilada esteril e ali-
quotas de 0,5 mlL foram semeadas em agar Sabouraud com
cloranfenicol e extrato de levedura. As medidas de tem
peratura, alcalinidade total, pH, condutividade e teor
de 0, dissolvido foram determinadas na agua. Na esta—
¢ao #4,onde se concentra grande numero de macrofitas,
foi encontrada a maior frequéncia de bolores, enquanto
o numero de leveduras, neste 1ocal foi o mais baixo,de
todos os isolamentos.0 grande nGmero de bolores, nesta
estagao, poderia estar relacionado, em grande parte,a
degradagao de matéria organica, de origem vegetal, por
esses microrganismos. A maior frequencia de leveduras
ocorreu nag estagoes 1 e 2, respectivamente limnética
e local de desague de dejerbs de origem animal .No caso
da estagao 2, este nimero elevado de leveduras isola -
das poderia ser exPllcado pelo maior aporte de nutrien
tes meste local,
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BACTERIAS AMONIFICANTES EM SISTEMAS AQUATICOS NO PARQUE
FLORESTAL DO RIO DOCE - MG.

C. RUGANI & P.M. LACAVA.
Instituto de Biociéncias - Unesp / Campus de Rio Claro.

A variagao sazonal e vertical das bactérias amoni-
ficantes foi estudada nos lagos Carioca e D. Helveécio -

MG.,Brasil, utilizando-se a tecnica da contagem de célu

-

las viaveis em meio de cultura nutricionalmente rico.

Analizou-se a variacao sazonal e vertical a partir)
de dados ambientais como a radiagao solar, precipitagac
pluviométrica, estrutura termica dos lagos e proprie@%
des fisico-quimicas da agua. '

As populagdes bacterianas mostraram uma variagao /
sazonal bem marcante com malores populagoes nos meses
pertencentes a estagao chuvosa e menores populagoes nos
meses pertencentes a estacgao seca.

0 padrio térmico dos lagos mostrou-se muito impon
tante para a distribuigao vertical das bactérias e dag
vaprizveis ambientais como o pH, CO,, Oz, material e
suspensao e condutividade, ocorrendo relativa homogenei]
zagao durante o periodo da circulagao da massa d’agua el
distribuicdo diferenciada (estratificada) no periodo de
estratificagdo termica.

Foz-se também a determinagao do bacterioplancton /
total através da contagem direta em membrana filtrante
previamente corada em eritrosina alcodlica. Tendo sida
observadas diferengas altamente significativas entre e
te e a populacdoc amonificante, que representa apenas %
uma pequena fragac do total.
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CARACTERIZACAQD ENZIMKTLCA DE ISOLADOS DE FUNGOS ENTOMO

PATOGENICOS OBTIDOS NA REGIAO AMAZONICA.

1 2 3

- A,C.,MONTEIRO™; P.M,LACAVA™ & D.A,BANZATTO

1 Depto.Microbiolegia, FCAV-UNESP, Campus Jaboticabal
2

3

Depto.Biogquimica, Inst.Biociéncias~UNESP, Rio Claro
Depto.Ciéncias Exatas, FCAV-~UNESP, Campus Jaboticabal

Dez isolados de fungos entomopatogénicos obtidos na xe

gido amazdnica (Manaus) foram caracterizados atraves da;

produgac de enzimas extraceliulares e de seus padroes e

letroforé&ticos para co-esterases. Para avaliacdo da sin

se ¢ "indice enzimdtico®,enquanto os padroes isoenzimd

ticos para c-~esterases foram obtidos em gel de poliacr:

lamida, Os resultados obtidos permitiram estabelacer
distingdes entre os isclados. Através do Indice enzimid
tico foi possivel verificar diferengas entre os isola-
dos, mesmo entre agueles de mesma espécie. Os isolados
de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae apresen
taram os melhores Indices, enguanto os isolados de Pae
ctlomyces marquandii, exibiram Indices menores. Verifi
cou-se ainda, gue os iscladozs gue apresentaram o me-
lhores Indices, produziram também maior mortalidade de
insetos. Os padroes eletroforéticos isoenzimidticos, en
tretanto, confirmaram apenas parcialmente os resultados

anteriormente obtidos.

i

- tese de amilase, lipase, protease e guitinase empregou|
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ERGPATOGENICOS EM MUSCA DOMESTICA £ CRYSOMYA MEGACEPHALA MO
. MUMICIPIO DE DUQUE DE CAXIAS, RJ.
5.5, Goes®; MLH.T. Nassu*; M.C. Jourdan®™*; J.M. d'Almeida** & A.

Tittana™.

*Departamento de Microbiolocia Medica, IM/UFRJ. ** Departamento de
Parasitologia, ICB/UFRJ. ;
) i

Foi realizada pesquisa de microrganismos patoaenicos em éwp
teros mu3co1des {moscas) capturados numa area de vazadourc de x1xq
urbano, municipio de Dugue de Caxias, RJ. E
Em 10 capturas foi possivel analisar 684 exemplares de mos!

. cas , sendo 368 de Musca domestica e 316 de Crysomya meg‘:au:epha]a.ﬂE

: A pesquisa de bacterias enteropatocenicas revelou presenca
- de Salmonella sp em 3 {33,33%) das 9 amostras de M. domestica é
“er 3 (B0%) das 5 de (. mecacephala. As cepas isoladas foram sord
tipadas no Departameﬁfogﬁg_éEEEE}?03ogia do I0C (FIOCRUZ) e pertéﬁ
. Ciam aos sorotipos S. agona, S. thyphimurium e S. bredney, sendq
- 0s dois primeiros frequentemente associados a casos de gastroente
S rites. Em todas as amostras analisadas observou-se a presenca dd

protozcarios enteropatogenicos como Giardia intestinalis g
Entamoeba histolytica e ao lado desses, ovos viaveis de agentes

infestantes tais como Ascaris lumbricoides e Trichuris  trichuria
foram evidenciados.

Grgac financiador: FINEP
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INTERACAO DE LECTINAS COM YERSINIA ENTEROCOLITICA

l; S. HOSHE\?O—SHIMIZUI; o.P. Fzz\Lc”:aio2

M.B. MARTINEZ
lDgpar!:amento de Analises Clinicas e Toxicologicas - Faculdade de
Ciéncias FarmacButicas - USP. ZDepartamento de Ciéncias Bioldgices
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP,

Lectinas tem sido valiosas no estudo de estrutura das paredes de
microrganismos. Estas foram aqui investigadas com o intuito de en
contrar novos marcadores especificos para diagndstico laboratoriall
confiavel e rapido das infecgOes causadas por Yersinia enterocoli-
tica. Assim, as lectinas de:; abacate, amendoim, batata, cogumelo,
canavalia (Con-A), ervilha, feijao, jaca, lentilha, mamona, manga,
soja, trigo e lotus foram testadas contra 64 cepas dJde Yersinia
enterocolitica isoladas de humanos, animais, alimentos e Agua (S50
rogrupos: 2 de 0:8; 27 de 0:3; 1 de 0:5,27; 2 e 0:7,8;2 de 0:433;
1lde 0:14; 1 de 0:6,31; 1 de 0:6; 22 de 0:5; 4 de 0:9 e 1 de 0:13).
As cepas foram cultivadas em BHI sgar (Difco) & 25¢C For 48 horas
e as colonias sugpensag em so%ggag tampao glicina 0,IM, pH 7,2
ocontendo Ions Ca“’, Mn“” e Mg® a InM (escala 6 MacFarland). A rea
¢30 de aglutinacdo foi feita adicionando-se a 50 41 da suspensao
bacteriana, 50p1 de lectinas diluidas na mesma solugao referida
sobre uma placa plana de vidro. A leitura foi realizada pela vi-
zualizagao direta, apds incubagao & temperatura ambiente por 60
minutos em cimara Gmida com agitacao periddica. As  duas cepas
10:8, iscladas respectivamente de fezes humanas e de leite achoco-
latado forneceram aglutinagoes positivas com as lectinas de mamo-
na € soja. Das 22 cepas 0:5, 9 foram iscladas de leite e destas
8 foram positivas para lectina de mamona. As demals isoladas de
agua, carne e de humanos deram resultados negativos. Em  nenhum
dosg outros sorogrupos foram verificados resultados positivos. Nas
infeccOes humanas, as cepas 0:3, 0:5, 0:8 e 0:9 sao relevantes ,
sendo porém 0:3 e 0:5 de ocorréncia no nosso meic, Observamos ain
da que cepas isoladas de leite aglutinavam com lectinas de mamona
e/ou soja cuja especificidade & para galactose e D-GalNAc, respecC
tivamente. A interacao da lectina de mamona evidencia a existén-
cia de miltiplos residucs de ﬁ—-D——galactopiranosil nos componentes
polissacaridicos da parede celular bacteriana, engquanto que a de
soja, liga-se a unidades terminais de D-GalNAc, embora grupos tex
minais dep —galactosil nd3o reduzidos também possam estar reaginds.
Estudos as mesmas bactérias estao sendo realizados no mowento,
porém sem a interferéncia de 1ipides, para a melhoria da eficién-
oia diagnbstica. _

H
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WMACROFAGOS ESTIMULADOS POR LPS LIBERAM UM FATOR INIBI -
‘DCR DA MIGRAGAO DE NEUTROFILOS "IN VIVO'.

3.M.Tavares, F.Q.Cunha, M.L.Silva, A.A.M.Congalves, B .
€.S5.Cerqueira e S.H.Ferreira.

%Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto - USP.

E E reconhecido que durante a endotoxemia observa-se
uma inibig3o da capacidade da migracao dos nentr0filos s
mondcitos e este fenomeno tem importante papel na evolucao da
septicemia. Fatores inibidores da migracao de neutrofilos tem sidd
deonstrados em varias doencas, tais como: AIDS, sindrome nefréti{
ca , diabetes mellitus. Recentemente fol demonstrado que macréfg
. gos estimulados com S. aureus & LPS liberam um fator que inibe &
‘migragao de neutrocfilos Tin vitro'. 0 objetivo do presente traba-
lho foi analisar se macrofagos estimulados ''in vitro” com LPS libg
ram algum fator que mimetiza os efeitos da endotoxemia ou seja, i-
. nibe a migracgo de neutrofilos "in vivo''. Para isso o sobrenadan-
i te da incubagdo de macrofagos estimulados por LPS (10ug/ml) fol q%
' trafiltrado em membrana YM-10 da Amicon (restringe moleculas  cai
' PM major que 10.00 daltons), ressuspenso em PBS e esterilizado an-
tes das injecdes intravencsas (ivj. A administracac iv desse de +
nominado NRIE(Neutrophil Recruitment Inhibitory Factor) inibiu al
migracao de neutrdfilos (72%) induzida por carragenina, em cavida
des peritoneais de ratos. ILsse efeito fol persistente, por até %
horas. Esse fator inibiu também a migracao de neutrdfilos induzi-
da por LPS e P. aeruginosa. A 1iberacao do NRIF foi bloqueada por
dexametasona. Com o objetivo de analisar se o NRIF favorece o
crescimento de bactdrias no caso de uma infecgao, P.aeruginosa(3 X
10° bactérias/3 ml) foram injetadas na cavidade peritoneal de anj
mais normais € que receberam 30 min. antes 0.Zml do NRIF iv. .

~ -

exudato peritoneal coletado 6 h apds mOSTrou UF HUMEYO de Colonias
10 yezes wmaior nos animais que receberam o HRIF, em relagao ao
grupo controle. Nossos resuiitados sugerem que & faléncia dos neu
trofilos em migrarem durante a septicemia, pode SeT 0 resultado
de uma continua liberacdo do NRIF, e gque isto favorece o cresci -

mento de bactérias mo local da infecgao.

7
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HETEROCENEIDADE DAS ESTRUTURAS POLTSSACARIDICAS DA PAREDE CELULAR
DE ENTERCBACTERIAS

M.B. MARTINEZ; S. HOSHINC-SHIMIZU; M.F.B. PAVAN; E.M, MAMIZUKA

Departamento de Analises Clinicas e ToxicolOgicas - Faculdade de
Ciencias Farmacéuticas - USP.

Ur total de 40 cepas de entercbactérias, sendo 4 de Shigella
sonnei, 5 de Shigella flexmeri, 10 de Escherichia coli,
Proteus sp, 2 de providencia inconstans, 4 de Klebsielila pneumoniae

5 de Serratia sp, 3 de Enterobacter cloacae e 2 de Citrobacter sp,
foram analizadas pela reacao de aglutinacao com 9 lectinas {amendo
im, canavalia, ervilha, feijao, jaca, lentilha, mamona, scja e tri-
g0), com objetivo de verificar a homogeneidade ou nao dos polissa-
cirides da pavede celular, tendo em vista a especificidade das lec
tinas a diferentes aclicares, As cepas forem cultivadas em BHI &
gar (Difco) & 379C por 24 horas. As colOnias foram suspensags  em
solucao tampao glicina 0,1M, pH 7,2 com ions Calt, M2t e Mg?t I
2 visualizagio da aglutinacac foi efetuada a vista desarmada em
placa plana de vidro. Os volumes da suspensao bacteriana e - da
lectina (diluida no mesmo tampao) utilizados foram de 50 wl. A rea
G0 foi incubada 3 temperstura ambiente por 60 minutos em  camara,
fmida, sob agitagao periddica. Das 40 cepas de entercbactérias es
tudadas somente tyds de Shigella sonnei deram aglutinagao positiva
com a lectina de trigo; Uma de RKlebsiella prneumoniae aglutinou com
as lectinas de amendoim, lentilha e ervilha e uma de Enterobacter
cloacae foi positiva para amendoim, mamona, ConA e trigo. A in-
teracao @z cepas de entercbactérias com a lectina de trigo deve~se
talvez & presenca de miltiplas unidades de_P~D—GalNAc no LPS, en-
quanto gue a interacao de cepas com as lectinas de mamona € arendo
im indica a ocorréncia de mitltiplos residucs de B-D-galactopiranc—
sil nos componentes polissacaridicos da parede celular dessas bac-
térias. As lectinas de lentilha, ervilha e ConkA ligam-se especifi-
camente com glicose e mamona, portanto a ligagac de cepas com  eS-
sas lectinas pode ocorrer devido a residuos temminais de B-D-glico
piranocsil e/ou de residuos de manose. Ficou evidente a grande he~
| terogeneidade dos aclicares terminais existentes na parede celular
dessas entercbact®rias, até mesmo entre cepas da mesma espécie, Dg
vido a essa grande variabilidade, conclui-se que nao € possivel a
utilizacdo de lectinas para identificagao de membros dessa fami-
lia Enterchacteriaceae.
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ITO DE CONCENTRACOES SUBINIBITORIAS DE PENICILINA NO
ONTEDDO DE METIL-PENTOSES E ACUCARES AMINADOS NA SUPER
FCIE DE ESTREPTOCCCOS #-HEMOLITICOS DOS GRUPOS B, C E

A.M.S. Figueliredo; C.S5. Alvianc; A.C.D. Castro; B.T.Fer
reira; V.L.C. Merguior; L.C. Benchetrit & J. Angluster.

Centro de Referéncia para Estreptococos e Laboratdrio de
Estrutura de Superficie de Microrganismos, Instituto de
Microbiologia da UFRJ.

?

Estudos antericres realizados em nosso laboratorio
tém demonstrado que a expressio antigénica do carboi-
drato C, presente na parede celular dos estreptococos
esta aumentada na presenca de concentracoes subinibito
rias de penicilina. Com o cbjetivo de verificar as al-
teracoes de natureza quimica envolvidas neste aumento,
determinou-se atraves de dosagens qulmlcas espectrofo-
tometricas e analises por cromategrafia gas-liguida, o
conteudo de metllwpentoses {uma vez gue a ramnose con
poe a cadeia principal do carboidrato) e ainda o de a-
cucares aminados (presentes nas ramificagbes desse po-—
lissacarideo), na superficie dos estreptococos dos gru
pos B, C e G de Lancefield, quando expostos a droga.
ApOs obtengao das massas bacterlanas estas foram lio—
filizadas e pesadas. Posteriormente, procedeu—se as ex
tragoes com HC1 0,1N a 80¢C por 1 hora e HCl 6N a 100¢C
durante 3 horas. A dosagem guimica do contetdo de me-
til-pentose evidenciou um aumento gue variou de 2,3 a
2,7 vezes para as amostras de estreptococos tbsradas.
A anzlise de seus derivados aldit tol-acetatos, atraves

de cromatografia gas-liquida revelou ser a ramn oqa a
unica metil-pentose presente nos extratos e conflrmou
Os aumentos encontrados na dosagem guimica. A 6esacpm-
dog agucares aminados @vxdehc¢ou mma diminuicio de até
1,7 vezes no conteudo deste aglcar na superficie hacte
riana. Hstes estudos sugerem que alterscies imporhantes
de natureza guimica devam ocorrer naz estrutura do Car—
boidrato C e gue estas podem estar relacionadas com au
mento da sua expressac antigénica quando estes estrep-
tococos sac cultivados na presenca do antibidtico.

Orgacs financiadores: CMPg, PINEER/PADCT, CEPL da UFRJ
e CAPES
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CRESCIMENTO DE ESTREPTOCOCOS DO GRUPO G NA PRESENCA DE
PENICILINA.

A.C. de Castro & L.C. Benchetrit.

Centro de Referéncia para Estreptococos. Instituto de
Microbiologia da UFRJ.

As concentracoes subminimas inibitdrias (subCMIs)
de antibibdticos modificam a bioclogia dos microrganis -
mos. As bactérias nestas concentracgoes sofrem uma redu-
¢do na taxa de crescimento logaritimico, um prolongamery
to da fase lag e finalmente, uma reducac do numero de
bactérias na fase estacionaria.

Uma amostra de estreptococos do grupo soroldgico
G foi cultivada por 18 h a 379C em 7 ml de caldo "Toddo
Hewitt"” acrescidc de subCMIs de penicilina (1/16 a-1/2
da CMI) e também em um tubo controle sem a droga. A Cca-
da periodo de 30 min. determinou-se a densidade optica
das culturas. Em intervalos de tempo de 1,5 h até a 62
h e também em 24 h, aliquotas foram retiradas para a
determinacdo do numero de UFC/ml.

0s microrganismos cultivados em 1/16 e 1/8 da CMI
apresentaram um crescimento bastante semelhante ao da
cultura controle. Em 1/4 da CMI houve uma reducac de
aproximadamente 1 log no numero de UFC ao final da 62
h de incubacac. Uma velocidade de crescimento menor e
portanto um aumento do tempo de geracao foram observa-
dds. Em 1/2 da CMI o©s nicrorganismos apresentaralm Uum
crescimento residual de cerca de 90 min., apos © que
observou-se uma gueda do ntmero de bactérias viaveis.
Com 6 h de incubacgao o namero de UFC tornou a aumentar
e na 242 h, ao contrario do observado para as outras
culturas, houve um aumento do numero de células.,

Orgdos financiadores: CNPg, FINEP/PADCT, CAPES e CEPG
da UFRJ.
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MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE ESTREPTCOOCOS DOS
GRUPOS B E C EXPOSTOS A PENICILINA

B.T. Ferreira; V.L.C. Merguior; L.C. Benchetrit; R.G.
S8ilva Filho & S.E.L. Fracalanzza

Centro de Referencia para Estreptococos. Institutode Mi
crobiologia da UFRJ.

A analise morfoldogica feita por microscopia eletro-
nica de varredura e fundamental na caracterizacio tridi]
mensional da superfic:.e celular. Deste modo, estudamos por
este metodo as alteragoes promovidas por concentragdes sub
minimas inibitorias de penicilina nos estreptococos dos oriposBeC.

O crescimento bacteriano foi obtido sobre membrana)
Millipore previamente fixada em aneis de polipropileno, de
positadas na superficie do meioBase para Agar Sangue. A
pds o periodo de incubacao as celulas foram fixadas em
uma solucao de glutaraldeido em sacarose e posteriormen
te desidratadas em um gradiente de etanol. Para a Obser
vacao em microscdpio eletrdnico de varredura (Jeol-JSM—
258 1I) foi feito o ponto critico ao 00, e posterior metalizacgao
COom ouro. '

0 diametrxo celular de ambas as amwostras de estreptoco-
cos, em sub(MIs, estava consideravelmente aumentado. O0s estrepto—-
cocos do grupo B em 1/2 da CMI apresentavam algumas céluias oom pa
rede celular colabada. Contudo em 1/3 da OMI constatou-se numerc—
sas celulas multisseptadas. Com relacao a distribuicdo do cresci-
rmento celular sobre a membrana, as células dos estreptococos do
grupo C, no controle e em 1/3 da OMI estavam interligadas, consti-
tuindo microcolonias. Em 1/2 da CMI tais projecfes pareciam retral
das dando a superficie das celulas um aspecto rugoso. Nesta concen
tracao nao foram observadas agregacoes celulares. E

As alteracOes observadas poderiam 1dent1flcar modificacoes nas
estyruturas da superf:n_me bacteriana. Além disso, a presenca de mi~
croceldnias, "in vivo", possivelmente contribuiriam para o aumento
da viruléncia uma vez que a aderencia a superficie epitelial pas-
sa a ser prowovida por "midades infecciosas”.

Orgsos financiadores: CNPg, FINEP/PADCT, CAPES e CEPG da UFRJ
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ALTERACOES ULTRA-ESTRUTURAIS EM ESTREPTOCOCOS DOS GRU-
POS A, B, C E G EM PRESENCA DE PENICILINA.

V.L.C. Merqguior; B.T. Ferreira; A.C.D. Castro; A.M.S.
Figueiredo; M.E. Fonseca & L.C. Benchetrit

Centro de Referencia para Estreptococos, Instituto de
Microbiologia da UFRJ.

Experimentos enm concentragdes subminimas inibito-
‘rias de penicilina foram desenvolvidos com amostras de
- estreptocccos dos grupos A, B, C e G, no intuito de avaliar as
alteracoes pramovidas na ultra-estrutura destes microrganismos.

As observagoes foram feitas em mlcroscoplo eletro-
nico de transmissao (EM-301, hlllps} para celulas ex—
postas a 1/2 e 1/3 da concentracao minima inibitoria (CMT).
0O crescimento foi obtido sobre membranas estereisde pa
pel celofane depositadas na superflcle do meio Base de
‘Agar Sangue {Merck). Apds o periodo de incubacao proce
deu— se a nrepacagao do material por uma tecnica de con
trastagao ja descrita anteriormente por Simionescu et
‘al. {J. Cell. Biol., 53: 365-392, 1972).

Em 1/2 da CMI foram observadas celulas aumentadas
‘com parede celular espessa e varios planos de divisao
‘resultando em hemisferios desiguais. Alem disso, na a-—
mostra do grupo C a parede apresentou um aspecto frou-
i X0 com contornos nzo definidos, sendo encontrado em gran
'de guantidade no espag¢o intercelular um material ele—
tron-denso que pareceu estar sendo desprendido dasuperficie.
A amostra do grupo B em 1/3 da CMI tinha um formatce o-
voide, multisseptado em um unico plano de divisdo. En~
tretanto, nos estreptococos dos grupos C e G as celulas
eram alongadas e nenhum vestigio de septagaoc pdde ser
observado. Os contornos celulares nestes grupos eram ir
regqulares e projecdes da parede celular semelhantes a
fimbrias foram observadas na amostra de grupo G.

Nossos resultados demonstraram que as alteragdes es-
truturais na célula sd3o dependentes da concentracaoc do
antimicrobiano e entre os microrganismos do mesmo genero fo
ram encontrados aspectos morfolSgicos diferentes. B

Orgacs financiadores: CNPg, FINEP/PADCT, CAPES e CEPG
da UFRJ
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CINETICA DA PRODUCAO DE HIALURONIDASE EM UMA AMOSTRA
DE Sthaéptococcus equisimifis CULTIVADA NA PRESENCA DE

PENICILINA.

B.T. Ferreira; 0.C. Simoes; A.M.S. Figueiredo & L.C.
Benchetrit

Centro de Referencia para Estreptococos. Instituto de
Microbioclogia da UFRJ.

A enzima hialuronidase tem sido implicada como im

portante fator de patogenicidade dos estreptococos bewg

ta-hemoliticos, sendo liberada extracelularmente por |

- amostras dos grupes A, B, C, e G. Estudos anteriores

realizados em nosso laboratdrio t&m demonstrado que a

‘atividade desta enzima esta aumentada nos sobrenadan-—
tes de culturas de estreptococos cultivadas em presen-—
‘¢ca de penicilina. Sendo assim, a cinética da produgao

enzimatica frente a este betaulactamlco fol por nos es
tudada.

i

Uma amostra pertencente ac grupo foi cultivada em;

tiradas allquotas, em intervalos de 30 min. para a de-

:termlnagao espectrofotometrlca do c¢rescimento bacteria

no e do numero de bacteéerias viaveis/ml. A atividade da

~enzima foi dosada no sobrenadante de cada uma das ali-:

" gquotas por um metodo espectrofotométrico gue utilizaum
. corante do grupo das carbocianinas, a 640nm ({(Benchetrit
et al., Anal. Biochem., 79: 431-437, 1977). Nossos re-—
sultados indicaram gque o pico de max1ma produgao da en

zima foi coincidente com o pico maximo do cresc¢imento

! bacteriano (52 hora). Observamos ainda gue a atividade
. enzimatica foi inversamente proporcional a taxa de mor
 te. Isto indica que o aumento da atividade hialuroni-
' dasica em subCMIs deva ocorrer durante o metabolismo
. bacteriano ativo, sugerindo gue outros mecanismos, que
' nado a atividade bactericida da penicilina, devam estar
" envolvidos no aumento de sua atividade.

érgaos financiadores: CNPqg, FINEP/PADCT, CAPES e CEPG
da UFRJ

‘dialisado do caldo TOdd—Hertt acrescido de 1/3 da CMI .
de pen10111na e incubada a 379¢C. Durante 24h foram re
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PENICILINA E RNA: ACEQ SOBRE A HEMOLISINA LIGADA A CE-
,LULA DE UMA AMOSTRA DE Strepifccoccusd equilsimilis.

fA.C. de Castro; B.T. Ferreira & L.C. Benchetrit.

Centro de Referencia para Estreptococos. Instituto de
Microbiologia da UFRJ.

g A estreptolisina S de estreptococos do grupo soro-
‘1égico A é uma peguena molécula que parece estar ligada
‘a um carreador na membrana plasmatica da célula do mi-
crorganismo. £ estavel ao oxigénio e caracterizada por .
" gofrer um estimulo na sua produgac quando a bactéria
& cultivada na presenca de RNA.

Neste trabalho estudamos o efeito do RNA e da pe-
nicilina (1/3 da CMI) sobre a expressac da atividade
hemolitica ligada a célula de uma amosira de estrepto-
cocos do grupe G de Lancefield.

. O microrganismo foi cultivado em 7 ml de caldo
- "Todd-Hewitt” adicionado de RNA ou penicilina ou RNA e
penicilina como também em um tubo controle. :

Apds 18 h de incubagdc a 379C observou-se gque a ;
_penicilina causou uma inibigdoc na atividade hemolitica:
. apresentada pelo microrganismo. Contrariamente, um es-.
C timule da expressao da hemolisina foi observado quan -

dc os microrganismos foram expostos simultaneamente a
acio de RNA e da droga antimicrobiana. Este estimulo
. foi de aproximadamente 62%.

Orgdos financiadores: CNPg, FINEP/PADCT, CAPES e CEPG
da UFRJ.
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ESTREPTOCOCOS DO GRUPO SOROLOGICO G: HEMOLISINA LIVRE.
A.C.D. de Castro;-B.T. Ferreira & L.C. Benchetrit.

Centro de Referéncia para Estreptococos. Instituto de
Microbiologia da UFRJ.

A estrept01351na 0 dos estreptococos beta-hemoli-
ticos do grupe A & bem caracterizada como uma substan -
cia imunogénica, 1&bil ao oxigénio gue somente e ativa-
da em atmosfera reduzida. E litica para eritrocitos,
leucdocitos polimorfonucleares, plaquetas e algumas or-
ganelas celulares. E letal para animais de laboratorio
e aprasenta propr;edades cardiotoxicas. Os estreptoco-
cos do grupo G também produzem uma hemolisina que € an-
tigenicamente semelhante a estreptolisina O dos micror-
ganismos do grupo A.

Em nosso trabalho uma amostra de estreptococos do
grupo G foi cultivada em 7 ml de caldo "Todd-Hewitt' e
incubada por 18 h a 379C. Apds este periodo a medida
do crescimento bacterianc foi realizada em espectrofo-
tometro {540 nm}, a cultura centrifugada, as células
lavadas e ressuspensas em tampao fosfato e colocadas a
reaglir com eritrocitos de carxneiro {0,5%) na presencga
ou na auséncia de 2-mercaptoetanol.

Observamos gue © sobrenadante da amostra bacteria-
na apresentou uma atividade hemolitica maxima de 88% em
relacdo a lise total de hemacias. A capacidade hemoliti
ca do microrganismo nao foi afetada pela adigdc da subs
tancia redutora. No entanto o ferroczaneto de potdssio |
(0,01 M) inibiu parcialmente a expressao da hemolisina
e a pré-incubagao do sobrenadante com antissoro anti-
estreptolisina O de estreptococos do grupo A causou to-
tal inibicao da substancia hemclitica.

Orgaos financiadores: CNPg, FINEP/PADCT, CAPES e CEPG
da UFRJ.
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AVALTACAC COMPARATIVA DA ATTVIDADE CO-CITOLITICA DE AMOSTRAS DE
STREPTOCOCCUS E CORYNERACTYERIUM "

L.M. Teixeira, M.F. Lopes, C.5.5termm & L.R.L.Santos
Departamento de Microbiologia Medica do IM-UFRJ

Aloms efeitos de smerglsmo hemolitico entre exoprodu’

tos {co-citolisinas)bacteriancs ja sac conhecidos ha algum tempoe e
empregados como marcadores para alguns microrganismos, partlcularé
mente aguele existente entre Staphylococcus e Streptococcus. En— §
tretento, somente num periodo mais recente, & anailse dessas subs’
tancias tmmdomarplazm gplicada a autrss especies e grercs, rEo te
varro airda uniformidece ra metodologia de estirb, Nure primeira etaea deste es'
tdo, 8 amostrasg de Staphylococcus. aureus,. foram testadas quan—;
ma&am:em@a%defa’mmenmmmm@mtestesmfﬁm—
lise sirfrgica, As astres 6538 P e Cowen I foram rejeitedes camw tal, &en-
to a AT 29213 forrecen resgoss freces, As dermis amstras (AT0C 25923; I89;
| I90; 55-6897 e RIT) damostrarem ser bees indicartores em tais testes., Posterior—
L mente, cam ¢ irtiito de corparar o efelto do meio e adlura e o terpo de dnou- |
begeo scthre a atividade co-citolitica, 23 amstras @ geero Streptoccoaus (i

cluindo 15 Streptocooas ggalectize, 4 de estreptococos do grupo D, |
8 Streptoocoas wherds e 6 Streptocoocus dysgelsctize) & 8 anstres o gere-
ro Coryrebecteriun  ( irchuirds 4 Coryrebecterium eqi, 2 Corynebacterium
renale e 2 Corynebacterium hoagii), produtoras de co—citolisi-
nas que abtiem sirergicarente can S. aureus, foram sinetics a testes de
trisgem an reios ée agarsaﬂgzdecamelro preparados oom dues beses diferen
tes: "Trypticase Soy Agar" (TSA) e "Columbia Agar Base" (CAB).
Itora tata havide a]gnavansblhchb 0 medo preparaco con a base CAB; foi

o Qe @r&aaqtmmarreﬂnrmdamaga) des reagoes. O tapo de leitura ideal
fol apos 24 hores de inoubeczo, _para menbros do gerero Streptococcus e
a0s 48 hores pera menbros o gerero Corynebacterium, Dss astres & S.
gplectieze, 1 & C. ragle e 1 de C. equi foram selecioads e stmetides a
wstﬁsperadmgandaatl\adab oo—c1toht:m Para tal, as anstres foran
sameaces em BHI e droubeces a 37T, Apds, respectivamente, 24 e 48 horss e
adltivo, a determirecen da atividede cocitolitica nos Shrevedantes des ot
res fol realizeda em tubos (mommlca} & em places de microtitalageo (micro-
mm:a) Ws&m@famascbcarmmpmmtmm
oom B-lisirm, Asam&escbmmwmgaresaﬁtaranmbﬂosdeooﬂtoh—
sires em tormo & 1/8, axs 24 hores e inobegzn, csqmsmmﬁmhanateo ‘
pemabdeda&rvagaacb%m For autro lado, as anostres ée carinebecte-
maseshxh%@rmmanmhﬂcsmtesmmsmmcqu os de
anostras ¢e estreptooooss, aacs24?ozasc3e::nba;ao Mes, g se elevaram
@cs48mres gbﬂsmﬂtmmmmfm@asmcmtmacbm

GR0 BsSaS SISTACISS. 31140 NP, FINEP e CEPG-UFRJ
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ATIVIDADE DNasica COMO PARAMETRO NA AVALYACAC DO INTERCAMBIC EN-
TRE CAMARAS INTRAPERITONEATIS E OS TECIDOS DO HOSPEDEIRO
R.G.Silva Filho, S.E.L.Fracalanzza & B.T.Ferreira

Disciplina de Microbiologia da UNI-RIO e Departamento de Micro—
biologia Medica da UFRJ.

Existe atualmente um considerdvel aumento no interesse a-
cerca da penetracio nos tecidos e distribuicac extravascular de.
agentes terap@uticos, em especial quando ligados a proteinas, em!
sitios recobertos de fibrina.

Alguns estudos empregando cdmaras construidas com . malha.
de ago inox implantadas subcutaneamente no dorso de coelhos tém!
sido utilizados para simlar condigles exixtentes em  processos!
infecciosos fechados, nos quais a penetracdo dos antibidtizos se.
ria restringida pela barreira de fibrina e outvas condi¢Ces lo-
cais. Muitog métodos sdo propostos para avaliar a permeabilidade
destes modelos, como poe examplo o conteldo celular, o perfil e-!
letroforético das protefnas e substincia marcadas com  isGtopos .
radiocativos,

Er um estudo no qual uma amostra de estreptococos do gru-
po B foi crescida em cdmaras cilindricas de polipropileno facha-
das com membrana de nitrocelulose (poro de 0,22u) e implantadas
intraperitonealmente em camundongos por Um periodo de "17a.I30
dias, procuramos detectar a produgao de DNase "in vivo" pelo mi-
crorganismo, pois "in vitrc" isto nfo ocorria. Foi cbservada uma
atividade DNasica no fluido das cimaras contaminadas assim camo
em cidparas estéreis implantadas similarmente e no soro de camun-—
dongos. Além disso constatamos uma estreita correlacdo entre a
curva de crescimento bacteriano "in vivo" e a curva da atividade
enzimatica do fluido das c3maras. Diante das evldencjj,as de que
a atividade enzimdtica encontrada no fluido das clmaras era pro-
veniente do intercimbioc estabelecido entre estas e os_tecidos que
as envolvenm, pudemos concluir que a permeabilidade méxima da ca
mara ccorria entre 5 a 7 dias apBs a implantacdo. Assim a determi
nagao da atividade DNisica pode ser uma metodologia Gtil na ava~|
liagao do interc@mbio entre a cimara e os tecidos do hospedeiro.
Aspectos relevantes da _praticidade deste metodo incluem a  sua
simplicidade de eXecugao, a utilizacio como parfmetro de uma su-
bstaricia endSgena e o ndo uso de material radiocativo.

Trabalho realizado com o auxilio da FINEP, CNPag e CEPG.




103
DB

'DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA(CIM) DE
ESPECIES DO GRUPO Bactercides fragilis DE PRIMATA NAQ
‘BUMANO PARA O BICLORETC DE MERCURIO: ESTUDRO COMPARATIVO
.EM DIFERENTES MEIOS, A pH 7,2.

M.J. AVILA-CAMPOS;M.A.R.CARVALUO;E.CHARTONE-SOUZA;C.A.V.
DAMASCENO & E.O.CISALPINO.

' DEPTC. MICROBIOLOGIA - LAB. MICROBIOLOGIA ORAL E ANAERG
BIOS -~ ICB/UFMG. -

A resisténcia ao mercurio na maioria dos microrganis -
mos, algumas vezes, estd associada com a miltipla resis
téncia a antibidticos e/ou a varios outros metais como
‘cadmio, cromec, zinco e prata.

P A determlnagao da CIM, foi realizada pelos metodos de
ﬁdllulgao em agar, em agar Infuso-cérebro- coracao(agar
'BHI) adicionado de extrato de levedura(0,5%), e suple -
‘mentado com hemina, com menadiona e com sangue; e pelo
método de diluigao em caldo(BHI, adicionado de extrato
de levedura e suplementado com hemina), pH 7,2. Foram
‘utilizadas concentracoes de 0,25 ate 256ug/ml, em pro -
gressao geometrica base 2. ‘

i  Em relagao aos meios usados, observou se que mno caldo
QBHI os microrganismos foram mais sensiveis que no meio
isolido com diferentes suplementos.

Em agar BHI, e quando suplementado com hemina, com
‘menadiona e com hemina+menadiona, a CIM50 foi 8 vezes
‘menor que em agar-sangue. O nlvel de resistencia para
'todas as cepas testadas em Zgar BHI+hemina e em agar-—
'sangue foi em tormo de 100% na concentracao de 2ug/ml
(ponto critico).

Esses dados suscitam uma avaliagao mais profunda dos

possiveis fatores de interferencia em testes desta na -
tureza pelas obvias implicagoes deles decorrentes.

APOIO : CNPq e FINEP.
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DERFIL DE PLASMIDIOS E SINTESE DE FATORES DE PATCGENICTDADE DE
MORAXEIIA BOVIS

C. GIL-TURNES, J.A.G. ALEIXO, O.A. DELIAGOSTIN e J.T. RIBAS
Universidade Federal de Pelotas, 96100 Pelotas, RS, Brasil

Estudou-se o perfil de plasmidios e a sintese de fatores de pa
 togenicidade de quatorze amostras de Moraxella bovis — recupera
das de bovinos com ceratoconjuntivite. Para obtencao dos DlaSMl
dios as bactérias foram suspensas em TRIS-EDTA pH 8.0, lisadas
por SDS alcalino e tratadas com fenol cloroformo {50:50) . Apds
centrifugadas, aliquotas da fase aguosa foram submetidas a ele
troforese em agarose com brometo de etidio a 0,1%. O peso mole
cular dos plasmidios foi comparado com o do padrac lambda DNA
- Eco RI digerido por Hind IIT. A sintese de adesinas foi gquanti
ficada em suspensoes de idéntica densidade Gtica por hemagluti
nagao de hemacias de ovino; a de dermonecrotoxinas por inocula
cio de filtrado de cultivos intradérmicamente em cobaics e a de
gelatinase e DNAse utilizando meios de cultivo com © substrato
incorporado. Todas as amostras apresentaram plasmidios de 13,8
e 0,86 M D. Doze apresentaram também plasmidios de 1,32 M D, cn
ze de 1,37 MD e uma de 0,65 M D. Uma amostra apresentou cinco
. tipos de plasmidios, nove quatro tipos, tres trég tipos e uma
- dois tipos. Todas as amostras sintetizaram hemaglutininas, varl
andc a concentracac de 2 a 16 uvHA/ml, DNAse e gelatinase, e SO
' trés, dermonecrotoxinas. N3o houve relagao entre perfil de plas
- midios e sintese de fatores de patogenicidade e a localizagao

- geografica dos isolamentos.

Este trabalho teve financiamento do CNPg (subsidio 404543/87.1)
FAPERGS (subsidio 0649/88) e do FINEP ({subsidio 4.2.88.0624.00)
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EFEITO DA COMPOSICAC DO MEIC DE CULTIVO,OXIGENIC DISSOLVIDO, pH
E TEMPERATURA NA EXPRESSAO DE ADESINAS DE MORAXELLA BOVIS

F.P.L. LEITE e C. GIL-TURNES
Faculdade de Veterinaria, UFPEL, 96100 Pelotas, RS

Foi estudada a curva de crescimento e a sintese de adesinas da
cepa G 9 de Moraxella bovis com quatro meics de cultivo (Tryptic
Soy broth (TSB), infuso de cérebro e coragao {BHI), caldo Mueller
‘Hinton (MH) e um meic contendo peptona 1, extrato de came 0,25,
ClNa 0,25 e PO HNa 0,25 (DCF) gr%, duas temperaturas de incubagao
(30 e 379C), tres niveis de aporte de ar (0, 0.5 e 1 L/L meio/
‘min) e pH (6.2, 6.4, 6.9 e 7.2). Os experimentos inicials foram
feitos em matraces de Erlermeyer contendo 20 %de seu volume de
meio, agitados a 120 RPM. Os estudos de dinamica populacional,
consumo de oxigenio e sintese de adesinas, em fermentador Multi-
gen F 2000 (NBS, USA)} com agitagao constante de 350 RPM. O cul-
~tivo bacteriano fel medido por espectrofotometria a 600 nm, as
taxas de oxigénio dissolvido por sonda galvanométrica e a sintese
de adesinas por aglutinacao de hemacias de galinha. A malor pro- :
' dugao de biomassa bacteriana foi obtida em DCF a 372C com aporie
de 0,5 L ar/L meio/ min (13,5 % T) e o maior fitulo de adesinas

§ em BHI com aporte de 1 L ar/L meio/min (8 UHA/mL). Verificou-se
aumento da demanda de oxigeénio entre o inicio da fase exponen-

§ cial e quatro horas apos sua finalizagdo. Os titulos de adesinas

| aumentaram entre as 6 e 18 horas de cultivo, diminuindo posterior.
| mente. SO se sintetizaram adsinas a pH 7.2. Concluiu-se que a E
; sintese de adesinas depende da constituicao do meio, do aporte
f de ar, do pH e da temperatura de incubagéo,

Trabalhe financiado pelo Banco do Brasil {(FIPEC Proc. n? 1708).
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COMPARACHDES FISICOLOGICAS DE  LINHAGENS DE Escherichia
coli.

M.L.Almeida,M,Perugini,C.Pacheco,S.M.A.Janene,A.C.B.S11
va,J.W.Bregand,M.C.Vidotto & S.Itow Jankevicius.

Departamento de Patologia Geral,Centro de Ciéncias Bio-
logicas,Universidade Estadual de Londrina,Caixa Postal
6001,CEP 86051,Londrina, PR.

Cultivando amostras de Escherichia coll patogénicas e
‘n3o patog@nicas no meio definido de Davis a 37°C,sem
agitacao,observou-se que a amostra JM-111,auxotrdfica
para tiamina e prolina,apresentou o otimo de crescimen-
to em torno de pH 6,0 e tempo de geracado de 185 minutos
enquanto as demais amostras atingem o maximo de cresci-
mento em pH+5,0,com tempo de geracac de aproximadamente
95 minutos e para todas as amostras,oO numero de células
na fase estacionaria foi superior a 10 celulas/ml
Apds 240 horas de cultivo as amostras normal e patoge-
nica apresentaram 100% de viabilidade e a amostra
JM-111 0,01%. Com células estarvadas no meio definido
sem glicose,foi realizado o teste de utilizacaoc de di-
ferentes fontes de carbono {glico~
‘se,galactose,xilose,maltose, sacarose e lactose},com
‘avaliacdoc do crescimento através de leitura espec:trofo--E
‘tometrica no comprimento de onda de 550 nm. A utiliza-
¢330 da glicose fol imediata para todas as amostras en-—
‘gquanto o tempo de inducldo para utilizacao da sacaro{
.se, frutose,galactose e xilose foi em torno de 12 horas
‘e 0 tempo para lactose e maltose fol duas vezes maior
{+24 horas). Na amostra JM-111,o0 tempo para o© inicio
da utilizacao de galactose foi em tornc de 15 horas e
acima de 24 para a utilizacgdoc de maltose, frutose e xi-
:lose,nao conseguindo utilizar sacarose e lactose. S6-
‘mente a galactose conseguiu estimular o Crescimenz
‘to,onde o namero de células foi superior a da gllcose°
"Os nossos resultados demonstram gque a eliminacaoc de nu-—
‘trientes enddgenos ocorre sémente na 28 ou 3@ passagem
‘no meio definido sem nenhuma fonte de carbonc. As  im-
‘plicacoes destes resultados na identificac8o de micror-
rganismos,principalmente em analises c¢linicas,sao de
considerével interesse, i& que a utilizag¢ao de amostraé
nao estarvadas e periodos de incubacdo curtos (12 a 24
horas) nao permitem demonstrar estas diferencas. ;
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CULTIVO DE M. ANISOPLIAE EM MEIOS SINTETICOS
J.A. Freire; B.C. Almeida Cunha e J.A. Neto

Faculdade de Ciéncias Farmaceuticas da USP C.P. 30.786, Sao
Paulo — SP.

Considerando~se produtividade como sendo a velocidade de
producao de miceélio por grama de acucares redutores totais consu
mida, os valores maximos, em culturas de M. anisopliae em meiocs
quimicamente definidos, foram obtidos em concentragoes limitan -
tes de dextrose, que foram aquelas em que a relagao entre massa
micelar e consumo de ART atingiram tambeém os mais altos valores.
Determinandc-se a velocidade de sintese como a final obtida no
tempo de maior acumulo o micelio, este indice passa por um maxi-
mo em culturas em que a concentracao de dextrose foi de 1,0%, ao
se considerar concentracdes entre 0,1 e 3,07. Quando se conside—
rou como velocidade de sintese micelar o coeficiente angular das
retas relativas a modelos matematicos desenvolvidos para descre-
ver a fase linear de crescimento atée o pento de acumulo micelar
maximo, os valores obtidos em relacaoc as concentracoes utiliza -
das de dextrose variaram entre 0,6268, para (0,17 de dextrose e
1,4585 para 17 de dextrose.
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CiiTURA PURA VERSUS CULTURA MISTA DE FUNGO FILAMENTOSO E LEVEDURA|
. EM VINHAGA. '

i

i 3.R., Ceccato-Antonini & S.M. Tauk - Departamento de EcologiaS%
" UNESP,C.P.178 -~ 13500 - Rio (larc -~ SP. |

Foi estudado o comportamento das culturas puras de Asgerg
gillus niger e Cryptococcus laurentii e da culfura mist destesg
 microrganismos em vinhaca ac longo de 72 hovas de cu 1t1vo em melo
de cultura com 8 g/l de agicar total e 20:1,0:0,1 para C:N:P, reg\
pectiveamente (C representado pela concentracac de acucar total) .
pH inicial 4,6 e & 309C. O crescimento do cultivo misto em vinha-—
fga variou enm funcac d¢ tempe, alcancgando © maxime de ?roéugao de'
?massa seca em 24 horas de cultivo. No entanto. os melhores regul-:
' tados para proteina (40,91%) e redugdo de demanda bioquimica  de,
oxigénio (DBO), 93,7%Z, foram obtidos em 72 horas. O cultive puro
~de A. niger cresceu satisfatoriamente 2m vinhaga, contudo, com,
' baixo conteude proteico. A levedura Cr. laurentii apresentou bai-
' xo crescimento meste mesmo meio, mas com altc contetdo protéico.
‘na biomassa e alta reducdao de DBO do residuo. Os resultados mos vi
' traram que a vinhaca foi degradada sequencialmente pelos microrga
_nismos em 72 horas, primeiro A. niger durante 24 horas e poste
" riormente pela levedura. Tal mecanismo p0551b111tou a obtencgao de,
‘alta reducac de DBO da vinhaca, mas baixa produgao de biomassa em
g/l de massa seca. :
 Este objetivo talvez pudesse ser alcancado utilizando-se inocula-—:
i ¢cao sequencial destes microrganismos em vinhaca, o que esta sendo.
estudado neste momento.
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ESTUDO D

0¢ LENTO BACTERIANO EX MEIOS DE CULTURA
4 BASE DE INFUSO DE L

T
£ DE PE3CADO (IPP)

M., C. B. Alvar Boffo, M. R. S. Borges,
LY

If" H.e LEIEL
Fundagao Universidade do Hio Grande - Rio Grande, RS

Dezessete amostras bacterianas foram cultivadas em
meios sélidos e liguidos preparados a partir de IFP
(técnica de obtengao adsptada da utiiizada para o
caldo infuso de carne) com ¢ objetivo de estudar o
emprego 4o pescado como substrato alternative para
producao de meios de cultivo.Todas as amostras creg
ceram tantc nos melog proposios COmO nos controles.

Os meios sélidos para cultivo de Sfreptococcus pyo-
genes, =. pneumoniae, Neisseria meningitidls e Lam-
nyionacter jejuni foram acrescidos de 5% de sangue
e para & ultima amosira ainda adicionadas substan~
cias que aumentam sus serotolerancla. 0 tempo de SO
brevivencia em melo 1iguido fol superior nagueles &

&g

&

-

.

2 de IFP quanto & amostra de 5, pyogenes e sgme-
lhente gquanto As outras tres amostras. bam relagao &
morfologia colonial, apenas O S. pyogenes apresen-
tou colonias mencres nos melos proposios.

G
1

No cultivo das amostras de Bacillus subtllis,B. ce-
reus, SiaphylocOgcus aureus, Fsohericnia coLi, Sai-
gella flexneri, uitrobacter freudii, Xlebsiells

pneumoniae, kntercbacter aerogenes, Serratia @mar-
cescens, Proteus revigeri, Providencia sSp., JLer -
SThl& enterocollitica e pseudomonas zseruginosa “Tam-
BEm Tol considerado o indice de crescimento em mel-
os sélidos (obtido dividindo-se a média de unidades
formadoras de colonias em Agar IFP pela média em -
gar soja-tripticaseina),o qual variou de 0,8 & 1,5.
Algumas diferengas gquanic : morfologis colonial fo-
ram ohservadas, incluindo o tamanho das colonias,

Os resultados indicam gque o IFP tlem auirientes ne-
cessidrios para propiclar o grescimento de todas as
amostras estudadas. A existencila de varias outras
gspéeies microbianas com gxigencias nuiricionais sg
melhantes denota a importancia na coatlinuagad dos
cstudos visando seu emprego sistemdtico.
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iFundagao Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Controle de Qualida

. seco a_160°C por TZ0 minutos). O sistema de controle de esterilil

CONTROLE BIOLOGICO DE ESTERILIZAGAC POR AUTOCLAVE E FORNO DE i

PASTEUR, UTILIZANDO SISTEMA SEM CONTATO COM O MEIO EXTERIOR.

I, de Filippis, A.E.C.Cardoso de Almeida, B.E.Soares & E.G.
Sanches.

de em Saude, Laboratdrio de Substancias Biologicas de Referéncia
¢ Colecao de Culturas — Rio de Janeiro - RJ.

OBJETIVOS: Foi desenvolvido um sistema de controle bioldgico
dg-esterilizagéo a seco ou a vapor, que possibilita sua manipulal
cac sem contato dos microrganismos utilizados com o meio ex-—
terior, podendo entao ser utilizado em ambientes onde uma conta-
minacdo por microrganismos esporulados seria desastrosa COmo por
exemplo setores de producac de vacinas. Uma outra vantagem deste
método € que o meio indicador utilizado nao e esterilizado junto
com o microrganismo e por isso nao sofre alteracoes bioquimicas
por variacoes de temperatura que infiuenciariam no teste.

MATERIAL E METODOS: Foram utilizados os seguintes microrganis-—

-

. mos de referencia indicados pela USP XVIII, para o controle
 bioldgico de esterilizagao: B.stearothermophilus ATCC 79530(35t5
. rilizacao por vapor a 1 atm de pressac ¢ temperatura a 121-C por

15 minutos) e B. subtilis ATCC 19659 (esterilizagao por calor
zacac é composto por 2 frascos tipo-penicilina; um dos frascos ©
contém esporos do microrganismo em suspensao de PBS (p/autoclave)
ou liofilizados (p/formo). Outro frasco contem 30 ml de Meio
indicador de Bacillus (MIB) semelhante ao meioc de OF (Hugh &
Leifson), sem agar e com maior concentracac de glicose. Para a
realizacao do teste colocam—se 5 frascos com o microrganismo
indicado para a esterilizacao no formo ou autoclave esterilizan—
do-se normalmente. Ao final da esterilizagac retiram-se os fras-
cos e com uma seringa esteril transfere-se assepticamente 0
gontetdo de 5 frascos contendo MIB para os frascos recém esteri-—
lizados. Incuba-se respeitando—se a temperatura otima de cresci-
mento de cada microrganismb, e espera-se de 2 a 5 dias antes de
descartar os frascos como estéreis, incubando-se pelo menos 1
frasco contendo MIB esteril para controle negativo.

RESULTADOS E CO§CLUS@ES: 0 meio indicador (MIB) quando estérill,
apresenta coloracdo esverdeada, mas quando ha crescimemto
microbiano e metabolismo da glicose com produgéo de acido, o in-
dicador vira o meio para amarelo. Assim sendo se a0 final de 5
dias de incubacao o melo continuar com sua coloracgac original,
pode—se considerar que a esterilizacao foi eficaz, mas se com 5
dias ou_menos a coloracao do meio mudar para amarelo, a esterili
zagao nao foi capaz de inativar os esporos presentes nos frascos
apos compara-los com um controle positivo.

;
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AVALIACKO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE DESINFETANTES
C.M.A.Romao, N.H.T.Miyazaki & U.M.Silveira

Institutc Nacional de Controle de Qualidade em Saude -
Fundacao Oswaldo Cruz - R.J.

Setor de Microbiologia e Imunologia - Laboratoric de Sa-
neantes

Os desinfetantes szo amplamente utilizados em instituigoes hos
pitalares, assim como em ambientes domésticos, escolas, restsu -
rantes e outros locais publicos. Estes produtos devem ter sua e~
ficacia assegurada para que realmente apresentem agao letral so -
bre microrganismos e nao sejam veiculadores de bacterias.

Com o objetivo de verificar a situacao dos desinfetantes de u~
sc geral, quanto 2z atividade antimicrobiana e comp051gao guimica
foram analisadas 42 amcstras de produtos disponiveis para comer-
c1a1lzagao (24 provenientes de programa de apreensao fiscal da
Vlﬂllancia Sanitaria).

0 métcdo utilizado foi o da Diluiczo de Uso da Association of
Official Analytical Chemists (AODAC). Os desinfetantes foram tes-
rados nas diluigoes recomendadas pelos fabricantes, frente a Sta-
phylococcus aureus (ATCC n? 6538) e Samonella choleraesuis (ATCC

n® 10708). Foram utlllzados meios de subcultura com neutrallzan—‘

¢

‘tes adequados a cada principio ativo, Para os produtos_com agao
simultanea de limpeza, foi adicionada matéria organlba as cultu— |

ras teste.

Das 42 amostras-analisadas, 13 (30,97) apresentaram acao bacte

i
i
§
H

ricida, enquanto 29 (69,1%) nao mostraram atividade sobre os mi=~

crorganismos teste. Dentre estas, 3 encontravam—-se contaminadas.!
Os produtcs a base de formaldeldo (8 amostras) apresentaram a
maior percentagem de reprovacao 87,5%.

_0Os resultados demonstram a necesskdade de revisao das formula-
coes e 1mplementagao do controle de qualidade a nivel das indis-
trias, assim como a continuidade de programas de controle de qua
lidade em conjunto com orgaos de vigilancia sanitaria, a fim de
assegurar a populacao produtos realmente efetivos.
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"ESTUDO DO CONTROLE E ASSEPSIA FM AMBIENTE DE ESTERILIZACAO
IMAXTMA.

:r_ Zavareze, C.L. Rocha, I.C. Santes, A.E.C. Cardoso de Almeida
i

Fundagao Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Controle de Quall
dade em Saude, Laboratorio de Esterilidade Bacteriana e Fungi-

ica — Rio de Janmeiro ~ RJ.

.

{ OBJETIVOS: O presente trabalho tem como objetivo padronizar
io controle da assepsia de ambientes que necessitam de esterili
zacao maxima como: salas para testes de esterilidade, salas
‘para producao de material para uso parenteral, centrecirurgico
iCTI, salas de microcomputadores, gravagao, etc.

MATERIAL E METODOS: A primeira exlgenc1a para execucgao em
‘trabalhos asseptlcos envolve pessocal tecnico capacitade e
*trelnado, condlgoes fisicas adequadas como: paredes lisas sem
rasuras e impermeaveis, pisos lisos com bordas arredondadas
{que possam ser facilmente e regularmente limpos e desinfeta-
idos), vestiadrio estéril, filtros biologicos tipo HEPA para ar
‘condicionado central,pressao positiva do ar, lampadas de U.V.,
tunel de passagem do meio de menor pressao de ar para o de
maior, fluxo laminar, solugao descontaminante testada quanto a
sua atividade antimicrobiana, "Principles and Practive of
Desinfections and Sterilizations., Edited by A.D.Russel - Bla-
ckwell” e Manual do 1.3.P. do Chile. A metodeologia utilizada
para o controle ambiental & de amostragem estatica, "General
Requirements for the Sterility of Biological Substances
i{1973)" OMS e Manual Tecnico INCQS n? 01/84, utilizando placas
lde Petri contendo meios de agar nutriente (AN) e agar giicosa
do (AG) dispostas em pontos determinados da sala; coloca-las
abertas durante 15 minutos e apds este pericdo incubar a 37°C
(AN) e a 25°C {(AG) durante 7 dias.

RESULTADOS: Um fator importante no controle de niveis de
contaminacdo ambiental & a identificacao de microrganismos
isolados a um grau suficiente de modo a indicar a possivel fon
te humana, poeira, equipamentos existentes nas salas, relagao
homem-doenga, doenga-homem, quando e onde ocorreu e que opera-
cao e operadores estiveram envolvidos.

CONCLUSOES: Vamos observar que em ambientes assépticos te-
mos pontos de varias classes ambientais; se realizarmos o tes-|
te de controle ambiental microbianc apos turbuléncia do ar, o

nivel de contaminacao estara aumentado_em tgrno de 907, enquan
to se for realizado apos descontaminacao previa de 2 horas
este nivel caira em torno de 80Z.
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METODO MODIFICADC PARA DOSEAMENTO DE SUBSTANCIAS CITCOTOXICAS

M.V.BNDRADE* /%% . A C.ESTEVES*; J.L.S.CARVALHO**.
*UNIVERSIDADE SANTA URSULA; **INSTITUTO OSWALDO CRUZ.

A producao de micotoxinas ou de antibidticos & qualita
tiva e quantitativamente dependente do genero, da espécie e das
cepas usadas e também do meio de cultura, do tempo de cultivo:
(fermentagdo, da temperatura, aeragac,etc...).

Devido a instabilidade de obtencao quantitativa de
substincias ativas em cada partida de fermentacao surgiu a neces
sidade de um método simples e confiavel de dosagem.

0 método desenvolvido permite cbter a concentracao te—
rapéutica adequada para as finalidades propostas por controle da
agac citotdxica do produto final purificado em sementes de axroz
{Oryzae sativa L.) ,fol baseado em processo basico hid longos anos
utilizado na Secgao de Micologia do I.0.C..

A técnica atual consiste em uma prévia selecao de se-
mentes que sac lavadas em dgua destilada, em &lcool etilicc a70%
e novamente em agua destilada por alguns minutos. As seentes
s30 entdc colocadas em placas de Petri, com o sgente citotdxico
an diluigdes sequenciais. A diluicgao :Ldeal € determinada pelo im
pedimento do desenvolvimento total do embriao, isto &, SUpressac
do aparecimentc da radicula e cauliculo.

Os testes foram realizados com 3 produtos citotdxicos:
Methotrexate, Enduxan e ACT-2. Os dois primeiros sao produtos ja.
nﬂustrlallzados e aplicados em diversos tipos de tumores. O pro:
duto ACT-2, ainda em fase e_}@exmxental & uma soluc;ao estéril pa-!
dronizada, proveniente da fermentagao da cultura de um Aspergil-
lus, em meio nutritivo adequado apds isolamentc e purificagao. O
produto canposto de diversos metabdlitos "& dissolvido em  Agua,
destilada estéril e testada sua agao citotdxica pelo método des-
crito anteriormente, %

Pelos resultados obtidos podemos concluir que © método
usado & objetivo e preciso em camparagao com os métodos atuais
relacionados em biblicgrafia conhecida.
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AVALIACAO DA LIBERACAOC DE BETA-GALACTOSIDASE, DE BACTERIAS LIOFI-
LIZADAS, APGS EXPOSIGAO A ALTAS TEMPERATURAS:

A.E.C.Cardoso de Almeida, I.de Filippis, B.E.Soares & £.G.8anches

Fundacac Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Controle de Qualida-
de em Sadde, Departamento de Micrebiologia, Laboratoric de Subs —
tAncias Bioldgicas de Referencia e Colecao de Culturas ~ Ric de
Janeiro - RJ.

OBJETIVOS: A beta-galactosidase, uma enzima existente em al -
guns microrganismos e responsavel pela degradacao da lactose, po—
de ser dosada quanto & sua presenca no interior da bactéria, medi
ante lise da mesma e dosagem quantitativa de enzima liberada a -.
pés a lise, ou quanto a sua preseng¢a no meio exterior a bacteria
que nao tenha sofrido lise. Quando se detecta grande guantidade
de beta-galactosidase no exterior de uma bacteria produtora da en
zima e que nao tenha sido lisada, pode-se afirmar que houva algum
dano a membrana celular do microrganismo e que permitiu o extrava
samento da enzima para o exterior da célula. Este trabalho preten’
de demonstrar a estabilidade de bactérias liofilizadas produtoras
de beta-galactosidase apos exposicao a altas Cemperaturas por di-
ferentes periodos de tempo. -

MATERIKL £ METODOS: Agos a liofilizacac os microrganismos fo —
ram expostos a —20°C, +3°C, +250C, +370C e +45°C por 1, 7, 14, 30
60 e 120 dias para cada temperatura e apds a reidratacao foram sub

metidas ao teste de deteccao da beta-galactosidase. 0 teste de
deteccao aqui empregado € semelhante ao teste de ONFG normalmente

‘ aplicado para enterobacterias, onde o microrganismo e lisado com
- Tolueno antes de ser adicionada a solucao de ONPG; no nosso teste,
a2 etapa da lise com Tolueno foi suprimida de modo’ que seria ape =i

~raesuis ATCC 10708, S:marcescens ATCC 14756, E.coli ATCC I5677 e
‘ M.luteus ATCC 9341), foi detectada quantidade consideravel de be-

5 ta-gglactosidase no exterior da célula mesmo sendo este um teste
i qualitativo determinado por visualizacgao da mudanca de coloracao.
i 0 controle positivo, que era constituido pela coloracao cbtida

i galactosidase fol detectada com as celulas nao lisadas, o que era
g egperado, considerando-se os possiveis danos mecanicos que pode -
‘riam ocorrer a membrana durante os processos de repique e manipu-
. lagao das cepas para o teste.

: pEolongadas a altas temperaturas os microrganismos liofilizados
i nao tiveram danos a2 membrana, mantendo a viabilidade alta.

nas detectada_ a enzima se ela estivesse saindo da celula devido a.
possiveis lesoes na membrana celular do microrganismo. ‘

RESULTADOS: Em nenhuma das guatro bactéerias testadas (S.chole—;

com celulas 1i§adas, sempre apresentou coloracao muito mais inten!
sa do que as células nao lisadas. Uma pequena quantidade de beta—

CONCLUSOES: Este trabalho demonstra, que mesmo ap6s exposigoes
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MANUTENCAQ DA ATIVIDADE DE MICRORGANISMOS LIOFILIZA~
DOS DURANTE A ESTOCAGEM

T.C. Vessoni Penna; I.A. Machoshvili; A.J. Colombo
e B.C. Almeida Cunha

Faculdade de Ciencias Farmaceuticas da USP. C.P. 30.786.
CEP 01051 Sao Paulo, SP

Foi estudada a variacao na viabilidade de cepas de
culturas puras liofilizadas na presenga do crioprotetor e esta-
bilizante polivinil pirrolidona, durante trés anos de estocagem
a2 temperatura de -189C. As cepas (ATCC) das culturas liofiliza-
das foram: Staphylococcus aureus (6538 P; 95963 13150); Bacillus
subtilis (6633); Candida albicans (10231); Aspergillus niger
(16404); Salmonella typhimurium (14028); Streptomyces faecalis
(29212); Escherichia coli (25922); Klebsiella pneumoniae (lOOBlh
Bacteroides fragilis (2585); Bacillus pumilus(14884) e Pseudomo%
nas (27853). E as cepas selvagens de Campylobacter jejuni; %
Streptococcus B-hemolyticus; Clostridium pexfringens; Haemophi-:

I+

lus influenzae e Nejisseria gonorrhoea. A estocagem teve por
objetivo atender testes de sensibilidade de meios de cultura
H

padrdes, controlar a poténcia de substancias antimicrobianas e !

a estabilidade na obtencao de produtos por processos fermentati:
vos. Para todas as cepas pesquisadas, mesmo naguelas apresentan;
do contagens de celulas de 5,0 X 10* UFC/0,3 mL de meio liofili
zado, nao se verificou reduczo na contagem microbiana inicial.
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EFEITO DO CONGELAMENTO SOBRE A ATIVIDADE DA INVERTASE
M. Breda; M. Vitolo; M.A. Duranti e R:N.M. Pitombo

Faculdade de Cifncias Farmacéuticas da USP - C.P. 30.786 -05508°
Sac Paulo, SP. :

Avaliaram-se os efeitos do congelamento/descongelamento so-
bre a atividade da invertase (E.C.3.2.1.286) dissolvida em tamp5e$,
;variandOwse os parametros: a) pH (4,0 a 9,0); b) natureza do tam-

‘pao; ¢) tipo do congelamento: ultra-rapido (CUR; Np liquido); ra~

gpido (CR; tempo de solidificacao (tg) = 3 seg); menos rapido (CWE%
tg = 60 min) e lento (CL; tg = 140 min). Em frascos de vidrai
‘eram colocados 5 ©lL da sclucao tamponada de invertase e o congélg'
' mento monitoradc com pirometro ENGRO (mod. 800/TC). A atividade
éinvertésica (v), expressa em gART/&lL.min, foi medida frente a sa-
carose (100 g/L) e os aclicares redutores avaliados pelo método de
Somogyi. :

Notou-se que v diminuiu frente aos parametros estudados, sen:
%do menos acentuado no CUR e mais intenso em pH acima de 7,0 e nos |
| tampbes succinato e acetato. Tal fato resultaria da compartimenta
Elizagio do sistema durante o congelamento, levando a formacao de
?gradientes de concentracao no seic do sistema. Diferencas nos va—
lores de Ky e Vpsx antes (12 mM e 1,3 gART/mL.min) e apos (5 mM
%e 0,5 gART/ml..min) o congelamento, evidenciariam modificacoes es-—
truturais na macromolécula protéica.
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LIOFILIZACAQ DE STREPTOMYCES AUREOFACIENS SOB A FORMA DE
CELULAS VEGETATIVAS
M.P.H. Amaral; A.M. Fuentes; T.C. Vessoni Penna e
4.J. Colombo
Faculdade de CiBncias Farmacduticas da USP. C.P. 30.786
CEP 01051 Sao Paulo, SP.

Avaliou-se a 1liofilizacao com leite desnatado come
crioprotetor como processc de preservacgao do titulo da cultura
de células vegetativas de Streptomyces aureofaciens, cepa mutan!
te ATCC 10762 e cepa selvagem M 3031 - VFPe. O titulo inicial
da cultura antes da liofilizacao foi para a cepa mutante de
6,33 X 107 UFC/mlL e para a cepa selvagem de 2,30 X 107 UFC/mL.

0 congelamento, realizado em duas etapas: a temperatura de -30°¢

i

durante 5 minutos, em seguida a temperatura de ~-180°C durante
gutros 5 minutoes, e, & licfilizacac a temperatura de produto de:
-200C, nao alteraram o t{tulo inicizl das culturas. Na conservg%
cao por liofilizacao & temperatura de -18°C, apos 20 meses de '
estocagem, OS titulos baixaram 2,5 logsyy para & cepa mutante
e 7.0 logsyy para a cepa selvagem.
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£STUDO DA TERMOESTABILIDADE DE BACTERIAS LIOFILIZADAS, UTILIZADAS
COMO CEPAS DE REFERENCIA EM DIFERENTES TEMPERATURAS.

A_F.C.Cardeso de Almeida, I. de Filippis, B.E.Scares & E.G.Sanches

Fundacio Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Controle de Qualida~
de em Saude, Laboratério de Substancias Bloldgicas de Referencia
e Coleczo de Culturas — Rio de Janeiro — RJ.

OBJETIVO: O estudo pretende verificar possiveis alteracoes em

bactérias de referencia liofilizadas apds exposicoes prolongadas
3 diferentes temperaturas, exteriorizadas por testes bioquimicos,
producac de enzimas e tipagem sorologica quando possivel. Outro
objetivo deste _trabalho ¢ observar a curva_de morte das cepas:
analisadas, apos exposicao a temperaturas elevadas, mediante con-
tagem de unidades viaveis.

MATERIAL E METODOS: Foram _testados 6 (geis) wmicrorganismos
quanto a termoestabilidade apos liofilizacao. Estes microrganis -
mos fazem parte da Colegao de Culturas do INCQS, sendo utilizados
em ensaios oficiais de saneantes, antibioticos e outros. Os mi -
crorganismos utilizados foram: S.choleraesuis ATCC 10708, S.mar -
cescens ATCC 14756, L.leichmannii ATCC 7830, S.aureus ATCC 25973,
E.coli ATCC 25922 e M.luteus ATCC 9341. As cepas foram liofiliza-

das e expostas as seguintes temperaturas durante 0s seguintes pe-
riodos de tempo: -200C, +59C, +250C, +379C e +459C, por 1, 7, 14,
30, 60 e 120 dias para cada temperatura de exposigao. Apos a lio-
filizacao 107 das ampolas liofilizadas {(do mesmo lote), eram tes-
‘tadas quanto ao numero de unidades vidveis e testes bioquimicos e
sorologicos; aposa exposicao as temperaturas indicadas pelos res-
pectivos periodos de tempo, as cepas eram entac submetidas aos mes
mos testes comprando-se 0s resultados obtidos antes e depois da 7
. eXposigac. !
RESULTADOS: Todas as cepas testadas com execao do L.leichman-.
"nii, apresentaram pouca diferenga entre o numero de unidades via:
vels encontrado antes da exgosigao e apdos a maior exposicac na .
temperatura mais elevada (120 dias a +452C). As _ caracteristicas
biocquimicas, g producao de enzimas e _as caracteristicas sorologi-;
- cas, tambem nao sofreram mudancas apos a exposicao. |
oL CO@CLUSGES: Os resultados obtidos demonstram que a liofiliza-§
" ¢ao além de ser um processo protetor bastante eficaz, pols mantém.
;a4 viabilidade dos microrganismos a 0s exposicaog a ftemperaturas
(criticas, tambem preserva a integridade isiologica da cepa nao
. tendo sido observadas alteragoes bioguimicas ou sorologicas apos
.08 testes na maloria das cepas testadas, pois somente o L.leich -
manil apresentou baixa viabilidade a partir de +252C. - T
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AVALIACAO DE METODOS DE PRESERVACAO PARA BACTERIAS ANA
EROBIAS ESTRITAS.

C.P. Costa; M. Uzeda & M. C. Ferreira

Departamento de Microbiclogia Médica do Instituto de
Microbkiclogia da Universidade Federal do Ric de Janei-
ro.

Baseado na importancia da preservacgac de microrga-:
nismos, seja com fins c1ent1f1cos, industriais e/ou
educacionais nos procusemos a avaliar a viabilidade dos
microrganismos anaerdbios estritos - Clostridium per—
fringens {durante 6 meses), C.difficile (6 meses),Bac-
tercides fragilis (6 meses), Bactero.ides pigmentadngz

- meses), Fuscbacterium sp (1 meés) e Peptococcus (2 me-
ses) em relacac aos méetodos de liofilizacao, congela-
mento e sub-cultura.

Comportamentos variaveis nas diferentes técnicas
foram cbtidos. Assim, o método de congelamento, excetu
ando-se para o Bacteroides pigmentado e o  Fusobacte—_
r;um sp, manteve © numero de viaveis constante no tem-
po "zero" {reativacgio imediatamente logo apds o método),
~ porém apresentou decréscimo desse nimero aoc longo da
. estocagem. A liofilizagao, ao contrario, induziu a pexr
da de no minimo 1 log no tempo zero e manteve constanc—
te o numero de viaveis durante a estocagem, excetuando

- —-8e para O Bacteroides pigmentado, Fusobacterium sp e
i Peptococcus sp.

A viabilidade das bactérias esporuladas no método:
de sub-cultura permaneceu constante ac longo dos 6 me-!
ses de estocagem. Por outro lado, houve perda total do
Bacteroides pigmentado. Quanto B.fragilis e Peptococcus |
sp, ambos apresentaram perda da viabilidade ao longo
dos 6 e 2 meses de estocagem, respectivamente.

% Orgao Financiador:; FINEP
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PRESERVACAD DE CULTURAS DE THIOBACILLUS FERROOXIDANS
POLONT, C.R.A. & GARCIA Ir., O.
OERTO. DE BINQUIMICA, INSTITUTC DE QUIMICA, UNESP -ARARQUARA - SP

Thichbacillus ferrooxidans & uma bactéris qulmloautotroflca que ob~
tém energia para seu crescimento, da oxidagac de substratos inorga-
nicos como sulfetos metalicos e Fed+. Desse mEtBbDllsmO results a
solubilizagzo de metals contidos nos sulfetas, fenbmeno este que =
utlllzadu industrialmente para recuperagau de cobre e uranic s gue
& conhecido como 11x1v1agao bacteriana ou, generlcamente de biome-
talurgia. Em fungao de sua potencialidade blﬁtecnolaglca nota-se um
crescente interesse em se estudar s fisisclogia, bioguimica e mais
recentemente, a genética dessa bacteria. Entretanto, poucao ses sabe
dos metodos eficientes para preservar isclados de T. ferroox1dans
Pela literatura, normalmentes preserva-se culturas da espec1e por T
pigues DEFZDdlCOS(SemaﬂalS ou mensais) em meio liquido, pratica es-
sa que alem de laboricsa, provoca um aumenioc nos riscos de contami-
nagae com outras linhagens ou mesmo em perdas de carzcteristicas ge
neticas.
fm nosso laboratério, estdo sendo testados varios métodos de preser
var por lengos periudas, varias linhagens de T. ferrooxidans isola-
das de diferentes minas o Bresil. os procedimentms em fase de tes-
tes sao cultura crescida mentide no ambilenie 2 em refrigeragao 4°C;
suspensao celular lauada em refrigeragac e congelada em glicernl e
bleo mineral; suspensas celular lavada em silica gel; tubo com melo
sélido agarose-Fed+ inclinado, com e sem Adleo minersl; suspensac ce
lular lavada liofilizada. Apos cercs de 6 meses de testes (1 teste
de viabilidade mensal), notou-se a inviabilizagao da cultura quando
congelada, independente do método de preservar, e em silica gel Uma
boa viabilidade da cultura estéd sendsc conseguida com SUSPEnsSac celu
lar lavada em refrlgeragao com & sem oleo mineral (com gllceral nao
houve viabilidade), em agarose-Fed+ inclinado, com e sem tleo mine-
ral e liofilizada.

1. Apoigo CNPg - PIG V




21
D31

ESTOCAGEM DE BACTERIAS ANAEROBIAS.
V. P. ROMANO e C.A. JURGENSEN

Laboratorio de Bactérias Anaerdbias do Departamento de

Microbiologia e Parasitologia da UFF. Niterdi. RJ.

Este estudo &€ parte de um projeto gue visa analisar um
dos grandes problemas da bacteriologia de anaerobios -
a manutencgado da viabilidade das culturas.

Foram selecionados trés géneros (Bacternodldes, Fusobac-
Lendum e Proplondbactenium) para controle da viabilida
de. Come meio de estogue usou-se o caldo GC com reduto
res, o meio paré transporte de Cary-Blair (VPI) com
0,2% de agar, e leite em pd integral a 10%, distribuin
do-se 2ml em frasco-ampola com capacidade de 10ml, sen
do acrescido acs dois primeiros meios 20% de glicerol,
come crioprotetor. A aesterilizacao foi feita em vapor
fluente por 40 min. Partindo-se de uma cultura em pla-
ca com Agar-5Sangue, incubada em anaerobiose, em inicio
de fase estacionaria, fol feito um raspado gue foi dis
perso no meio de estogque até MacFarland 3. Os meios fo
ram, em seguida, estocados a -18° c/- 20°C.,

O controle da viabilidade foi feito de 15/15 dias por
repigque em Tioglicolato suplementado. A pureza foi con
trolada por bhacterioscopia. Nas condlqoes do experlmen
to todas as amostras permaneceram viadveis por 150 dias.
A visualizacao do crescimento dos repiques e sua bacte
rioscopla sugerem gue o numero de viaveis no leite in-
tegral € maior do gue nos outros meios usados.
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CONSERVACAO DE FUNGOS ENTOMOPATOGZINICOS A BAIXAS TEMPE-
RATURAS.

S.C.de M.LEAL; I. MARTINS & E.A;de LUNA-ALVES LIMA*

EMBRAPA/CENARGEN E BIOTEC. Lab. CONTROLE BIOLOGICO
Caixa Postal,l02372 - 70770 — Brasilia-DF,

¥*Dept?.de MICOLOGIA/UFPE.Av.Prof. Arthur de Sa, S/N,
'50.000 - Recife-PE,.

As pesquisas com fungos exigem a sanutencao de uma ce
legao de referéncia com a finalidade de Q;eservagéo do
. germeplasma fungico. No Brasil, essa carencia gera de-—
pendéncia de Instituigoes Internacionais, acarretando
;altos custos na aquisigao de cepas, que as vezes nad
szo adequadas ao nosso clima e condlgoes ecologlcas Des
se modo, a obtencgao, conservagao e manutencao de linha-
gens fﬁnglcas entomopatogénicas, com alto poder de via-
bilidade & o objetivo desse trabalho. -

Foi implantado um sistema de preservagao, baseado nas
‘técnicas de transferencia frequente, N, liguido, 51llca
ggel, agua destilada, Oleo mineral e 1iofilizagao (estas
‘duas ultimas em colaboragao com o Dept?.de MICOLOGIA da
?UFPE). Estas técnicas estao sendoc avaliadas dentro doa
. periodos de 1 3, 5 e 10 anos. Os resultados prelimina-
' res com Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana ar—
‘mazenados em N_ liquido, durante o periodo de 1 e 3

ganos(l985/l988§ mostraram-se promissores, permitindo
. 87% de viabilidade em 26 linhagens de B.bassiana e 10
gde M.anisopliae. Todas linhagens sa0 caracterizadas

§quanto aos aspectos citcoclogicos e biogquimicos. a fim de
. se detectar alteragoes morfologicas e fisioldgicas du-
?rante o periodo de conservagéo.

Os estudos ainda nac permitem uma avallagao entre as
tecnicas empregadas e malores informagoes serao dadas

;posteriormente, de conformidade com o0s perlodos presta-
ibelecidos.
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VIABILIDADE DA CONSE:R\mngo DE ESPOROS DE ASPERGITLUS
M SOLUCAQ TAMPAO~ANTICONGELANTE.

M.V.ANDRADE* /** ; J_T,.S.CARVAIHO**; A_C.ESTEVES*.
*UNIVERSIDADE SANTA URSULA; **INSTITUTO OSWALDO CRUZ.

O presente trabalho estd baseado nos resultados encon
trados no armazenamento de esporos de fungos em estado latente -
em meio tamponado-anticongelante a uma temperatura de -20¢C.

Foram utilizados 3 espécies de Aspergillus: clavatus,
flavus e niger, de cada uma foi preparada ura suspensac de es-
roros de aproximadamente 120/ml para serem inoculados em tubos
contendo a solucac tampao.

A validade de conservagao dos esporos foi  verificada
mum pericdo total de 360 dias, serdo as contagens realizadas
nun intervalo de 30 em 30 dias. Os resultados foram expressos,
em valores percentuais, terdo como referéncia o indcule inicial.

Foram preparados um total de 36 tubos de ensaio conten.
do 10 ml de solugac anti-congelante para cada espécie de Asper—-
gillus e colocados em congelador onde a temperatura variou de.
-229C (minima) e -199C (maxima) . 5

A solugao tampac-anticongelante & camposta de  tampao.
fosfato (Sorensen) de pH = 7,0 e 50% de glicerina {P.A.) para a
solugao final.

Para determinar a viabilidade dos esporos, foram feitos
inbculos em triplicatas para cada espdcie em placas de Petri em
meic Sabouroud posteriormente incubadas a uma temperatura de 250
e procedida a contagem.

A vantagem do metodo apresentado € sua praticabilidade
em relagac acs métodos clissicos e a dispensa de investimentos |,
altamente onerosos dos métodos modernos.
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AVALTACEO DA 8-METOXIPSORALEINA ASSOCIADA A LUZ UV LON
GA NO MELHORAMENTO GENETICO DE LEVEDURAS
M.L.H.Andrade, J.C.S8ilva e J.P.Siqueira Janior

Departamento de Biologia Molecular/CCEN, Universidade
Federal da Paraiba, 58059 Joao Pessoa, Pb

Ciclos de mutacao recorrente e selecac tem sido empre-— |
gados com sucesso no melhoramento de microrganismos de |
' interesse econdmico. O objetivo do presente estudo & a |
~valiar a 8-metoxipsoraleina associada a luz UV longa
. {8MOP-UVL), como mutagénico, para a selecaoc de levedu-:
, ras com produgéo aumentada de biomassa. :

Um programa de selec@o foi iniciado com a linhagem ha-
pldide X2180.1B de S.cerevisiae (IGen/ESALQ/USP), guan
'do 50 coldénias isoladas, escolhidas ao acaso, foram en
saiadas apds repigue e cultivo em meio ligquido, sendoc
selecionada a que apresentava maior producgao de biomas
- sa (peso seco). Nos ciclos subsequentes, ap0s tratamen
to mutagdnico, 50 coldnias sobreviventes sao também en :
saiadas. A concentracdo de 8MOP & de 0,115 mM e a dose
'de UVL & de 1800 J/m2, o gue permite uma sobrevivéncia
- de 25-30%.

' O0s resultados até agora obtidos sdo bastante promisso-
' res, mostrando um ganho na producac de biomassa j& no

‘primeiro ciclo em que se emprega O mutagénico, indican
' do a efici@ncia da 8MOP-UVL. (CNPg, UFPD) B
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FOTOSSENSIBILIZACAO PELA 8-METCXIPSORALEINA EM
Staphylococcus aureus

S.M.F.Cavalcanti, A.V.Cavalcante e J.P.Siqueira Jﬁnior§
Departamento de Biologia Molecular/CCEN, Universidade |
Federal da Paraiba, 58059 Jod3o Pessoa, Pb

A 8-metoxipsoraleina associada & luz UV longa causa, |
em bactérias, varios efeitos bioldgicos como letalida-
de, mutacdo, induclo e cura de profago e cura de plas-
midio. A referida droga, apds intercalacio, fotorreage :
com pirimidinas do DNA levando a formacio de monoadi-
cOes e pontes. Se apds uma irradiacio inicial, sufici-~
ente para a formacgao de monoadicgdes, a droga for remo-
vida (por centrifugacio), doses adicionais de UVL acaxr
retarao a formagio somente de pontes.

Linhagens de S.aureus foram submetidas ao tratamento |
por B8MOP-UVL pela referida técnica de irradiacio repe-
tida (8MOP: 0,115 mM; UVL: 25 W/m2). Os dados de sobre
vivéncia quando lancados em gridfico em funcio da dose, |
revelaram uma curva tipica, j& descrita para outros %
sistemas microbianos, indicando que, também em 5
S.aureus, o envolvimento das pontes em efeitos bioldgi
cos causados por 8MOP-UVL, pode ser devidamente avalia
do. (CNPg, UFPb)
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ESTUDOS DOS EFEITOS DA LUZ ULTRA-VIOLETA NA RECOMBI~
NACAO, DURANTE O CICLO CELULAR, E SOBRE A HAPLOIDIZA
CAO EM LINHAGENS DIPLOIDES DE 4dspergillus nidulans.

L.T.A. PIRES e T.A.D. ZUCCHI

Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto (pOs- graduanf
da) e Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto (Pro-/
fessocara Associada). Projeto financiado pela CAPES e
CNPg.

Tratamos linhagens diploides de Aspergillus nidu- /[
lans com varias doses de luz UV, em varias fases do ci-
clo de vida, numa tentativa de detectarmos uma fase /
mais sensivel a esse agente.

Observamos gue as fases de replicacao do DNA e de
'sintese proteica s30 mais sensiveis a UV, onde constata
mos um incremento nas taxas recombinacionais.

Testando baixas doses de UV como agente haploidizan-
te, observamos gue ela & um bom agente haploidizante, /|
mas altera completamente as frequéncias de recombinagao
mitotica, resultando em haploides nao parentals numa ta
xa inesperadamente alta. -

Esse efeito fol observado menos intensamente numa 1i
nhagem mutante, a qual & sensivel & luz UV. Lancgamos,
entac, a hipotese de que a sensibilidade a UV e a inca-
pacidade de atingir altas taxas recombinacionais podem/
'ser devido a auséncia de um mesmo fator, participante,/
‘a0 mesmo tempo, do reparo de danos induzidos pela uv,
‘e dos processos recombinacionais indutiveis.
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CENES EM 4dspergillus nidulans QUE AFETAM O PAREAMENTO
(CROMOSSOMICO DURANTE O CICLO SEXUAL.

iR. FREITAS e J.M. MARIN

iFaculéade de Medicina de Ribeirao Preto (pOs-graduanda)!
‘e Faculdade de Odontoclogia de Ribeirao Preto (Professor,
-Doutor) - Projeto financiado pela CAPES/CNPqg. f

Cleistotécios formados em heterocarios podem ser au-
to ou heterofecundados. Cleistotécios heterofecundados/;
podem ser facilmente identificados pelo plagueamento /E
dos ascosporos e observagao da segregacao dos genes res,
ponsavelis pela coloragao dos conidios.

Aléem dos cleistotécios heterofecundados também ja es:
t30 descritos na literatura os cleistotéciocs "twinned",
onde sio recuperados igual nimero de ascosporos nio- re—:
‘combinantes derivados de cada parental. f

A analise do cruzamento de mutantes obtidos pelo tra
tamento com NTG e uma linhagem master (UT 196) permitiu
a obtencao de cleistotécios pseudo-autofecundados, onde
verificamos entre os segregantes um elevado numero de
celonias apresentando a constituicdo genotipica da 1li-/
nhager master (UT 196) e raros segregantes recombinan-/
tes, evidenciando a existéncia de recombinacao entre os
parentais.

Foi levantada a hipdOtese da existéncia de genes espe
cificos relacionados ao controle do pareamento Cromosso
mico,

Na literatura ja existem descric¢des de genes deste /
tipo em Neurospora crassa relacionados a modulacgao da
recombinacgao através do seu efeito no pareamento cro- /
mossomico, gene ss (synaptic sequence).
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RNase NOS MUTANTES CRISP DE Neurospora ¢rassa.

*
H. Terenzi , H.F. Terenzi, J. A. Jorge

Dept? Biologia, FFCLRP. USP.: (*) Dept? Biogumica,
FMRP.~USP., Ribeirdo Preto, S.P.

Os mutantes Crisp de N. crassa sac em numero de
tres e denominados cr-1l, cr-2, cr-3. Todos apresentam
morfologia microconidial e apenas o cr-1 tem baixos
niveis de atividade da enzima adenilato ciclase e con
sequentemente baixo nivel de AMP-ciclico. Dessa forma
estes mutantes sao um modelo excelente para distinguir

entre defeitos morfoldgicos e defeitos relacionados ac
baixo nivel de AMPcC.

Estudamos a indug3o e secregao de RNase nestes
treés mutantes crisp de Neurespora. Quanto a indugdo,
todos os mutantes apresentaram uma resposta mais len-
ta ao jejum de fosfato, nitrogeénic ou carbono. Apds 6
horas de reincubag¢ac em meio de indugio os mutantes
produziram apenas 20% da atividade enzimatica guando
comparados com a linhagem selvagem. As formas molecu-
lares de RNase secretadas pelos mutantes sob jejum de
fosfato s30 de pesos moleculares menores gue as produ
zidas pela linhagem selvagem. A analise cromatogri-
fica sugerem gue o defeito pode estar relacionado com
0s processos de secregao da atividade de RNase.

Os dados obtidos permitem concluir gque a defi-
cigncia na producidc e exportagdo da RNase na linhagem

cr-1 esta relacionada estritamente com a morfologia
crisp.

Apoio financeiro : FAPESP e CNPqg
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ISOLAMENTO DE FORMAS FENOTIPICAS INTERMEDIARIAS DO MU-

TANTE "SLIME"DE Neurospora crassa EXIBINDO DIMORFISMO

HIFA-ESFEROPLASTO DETERMINADO PELA OSMOLARIDADE DO METI
O DE CULTURA.

*
R.C.L.R. Pietro,, J.A. Jorge e H. F. Terenzi
Dept? de Biologia, FFCLRP.~USP.; (*)Depte de Biocquimi-
ca, FMRP.-USP.; Ribeir3o Preto, S.P

o T o

O fendtipo slime de N. crassa & gendticamente de-
terminadc por tres elementos nucleares : fz (fuzzy) ;
8g {(spontaneous germination) e os-l1 (osmotic). Contudo,
a deficiéncia daparede celular do "slime"nao é herdada
diretamente, mas requer um processo longo de selegzo
vegetativa nos segregantes fz, sg,0s-1 ("slime-like"),
os quais formam inicialmente micédlio. A regulagac de
enzimas catabdlicas foi normal nas formas miceliais do
"slime". Em contraste, a forma "slime" estdvel (s) mos
trou anomalias ja descritas para outras linhagens "sli
me". Uma forma intermediidria {I) mostrou caracteristi- -
cas de linhagem selvagem para algumas enzimas catabdli
cas (beta-glicosidases) e defeitos "slime" para outras
{(fosfatase alcalina e invertase).

Apoio : CAPES, FAPESP, FINEP/PADCT
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EVIDENCIAS GENETICAS MOSTRANDO A REGULAGAO ANOMALA DE
ENZIMAS CATABOLICAS COMC RESULTADO DIRETO DA PERDA DA
PAREDE CELULAR NO MUTANTE “SLIME"DE Neurospora crassa.

“*
R, ¢C. L. R. Pietro , J. A. Jorge, H. F. Terenzi

Dept? de Biclogia, FFCLRP. -USP.: (*)Dept® de Bioguimi
ca, FMRP.-USP.: Ribeiraoc Preto, S.P.

C mutante sem parede "slime’”de Neurospora crassa
mostrou ser pleiotropicamente alterado na produgao e
secregac de varias enzimas relacionadas ac catabolismo
de carbono, incluindo invertase, protease alcalina,
aril-beta~glicosidase e celocobiase. Invertase & pro-
tease foram produzidas constitutivamente. As duas be-
ta- gllCOSldascs requerem 1ndugao por celcobiose mas fo-
ram pouco sensiveis a repressao por glicose. Excen-
zimas foram liberadas em maiores quantidades pelo mu
tante "slime®” do gue pela linhagem selvagem. Um estudo
de recombinantes de cruzamento de heterocario contendo

slime” e linhagem selvagem sugerem gue as anomalias
cbservadas foram inerentes ao fendtipo "slime".

Apoio : CAPES, FAPESP, FINEP/PADCT.



3
041

! INDUCAO EM BLOCO DE ENZIMAS CELULGLITICAS £ XILANOEfTICASPOR IN
DUTORES DE NATUREZA CELULGSICA E HEMICELULCSICA
EM UM FUNGO ISOLADO NA NATUREZA

I.C.,da Silva e R.A., Prade
‘Centro de Biotecnologia e Quimica-FTI-Lorena/SP.

OBJETIVOS: Determinar as propriedades fisiolégicasda inducae das

enzimas do complexo celulolitico e xilanolitico de um fungo iso-
lado da natureza, frente a presenca de indutores celuldsicose he
micelulosicos. : -

MATERIATIS E METODOS: Esporos do fungo denominado FC-2, foram ino
culados em meio contendo glicose (2,07), sais de Vogzel (2,0%v/v)
e extrato de levedura (0,25%7). Apos 48 hrs de incubacdo a 30°C e
150 rpm, os micélios foram lavados com agua esteril e ressuspen—
s0s em meios de indugao que continham sais de Vogel e diferéntes
combinacbes de indutores. Apds reincubagio determinou se as ati-
vidades enzimaticas sobre carboximetileelulose, avicel, papel de

filtro e xilana pelo método de DNS. :

RESULTADOS: O fungo FC-2 induz a sintese de um conjunto de enzi-
mas, ativas sobre diferentes substratos tanto celulosicos como he
. micelulosicos. Quando micélios sao submetidos a estimulos 1ndut1
vos com diferentes tipos de celuloses, sempre se detectou a‘:ati-
vidade celulasica e xilanasica. O mesmo foi observado quandoo es
timulo indutivo foi de natureza hemiceluldsica. Os micélios tam—
bem induzem enzimas com atividade xilanolitica guando se adicio-
na como indutor a xilose. Neste caso no entanto nao se detectou
a inducao de enzimas celuloliticas. Estes resultados sugerem um
mecanismo de inducao em bloco de enzimas celuloliticas e xilano-
liticas 1ndependente da natureza especifica no indutor poliméri-
co.
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PRODUCKO E PURIFICAGAO DA GLUCOAMILASE DE Humicola

grigsea var. thermcidea.
L.R.O. Tosi, H.F. Terenzi, J.A. Jorge

Dept? de Biologia, FFCLRP.-USP.; Dept? de Bioguimica
FMRP. - USP. Ribeirdo Preto, S.P.

O fungo de solo Humicola grisea var. thermoidea
apresenta altos niveis de atividade amilolitica extra-
celular guande crescido em meio liguido suplementado
com amldo ou maltose. A produgac da atividade extrace-
lular é reprimida pela presenga de gllcose ao passc
que a atividade associada ao micélio nao & alterada
pela presenga de glicose ou pela variagao da fonte de
carbono suplementar ao meio de cultura. A enzima res-
ponsavel pela atividade amilolitica f01 isolada a par-—
tir do filtrado de meio de cultivos ndo agitados por
um procedimento de purificagao envolvendo precipitagao
por acetona, cromatografia em DEAE-celulose e CM-celu-
lose. A amostra obtida mostrou-se homogénea em eletro-
forese em gel de poliacrilamida 7.5% e pH 4,5.

A enzima purificada exibiu um 4timo de pH de 5,0
e 552C respectivamemte. Um valor de peso.molecular apa
rente de 64.000 foi estimado por SDS-PAGE e por filtra
gao em Bio-Gel P-100. A enzima apresentou atividade so
bre amido, maltose e p-NP-X-D-glicosideo, porém uma
maior efici&ncia catalitica foi observada na acao da
enzima sobre amido. A agao da enzima sobre outros
glucanos foi analxsada por cromatografla em papels
glicose foi o dnico produto de hidrdlise detectado.
Pela andlise destes resultados, verificou-se gue a en
zima produzida por H. grisea deve ser classificada
como uma glucoamilase (EC. 3.2.1.3.). Esta classifi-
cagdo & corroborada peloc fato da porgdo Nszterminal

dg enzima, jé fequenciada. apresentar 60% de homolo-
gia com a sequencia NHz—terminal da glucocamilase de

Neurospora crassa (Comunica¢3o pesscal, Alan Radford,
Departament of Genetics - Leeds University).

Apoia finsnceiro - FAPESP, FINEP e CNPg
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CARACTERIZACAO POSTERIOR DE UMA XILANASE ISOLADA DE

Humicola grisea var thermoidea RP. 17.
*
R. Monti , H.F. Terenzi e J. A. Jorge

(*)Depte de Bioguimica, Inst. Quimica - UNESP - Arara-
quara, SP.: Dept? de Biologia, FFCLRP.-USP.

/3~ 1.,4-xilanos sao polissacarideos heterogéneos
encontrados na maioria das plantas e sua hidrélise en
zimdtica é de muito interesse em Areas fundamentais
da microbioleogia . O objetive do presente trabalho foi
0 de estudar o sistema xilanolitico do fungo termdfi-
lo Humicola grisea var. thermoidea. As condicdes de
cultura que afetam a producio do sistema xilanclitico
foram determinadas e uma xilanase foi parcialmente pu
rificada. Posteriormente, verificamos gque o Humicola
também produz uma outra xilanase extracelular, denomi
nada Xilanase II, gquando cresce em meio contendo xila
no como fonte de carbono. A xilanase II foi purifica
da por cromatografia em DEAE-celulose e filtracac em
Sephadex G~200. O Km obtido, usandc xilano extraido
de Larchwood (Sigma) foi de 3,62 mg/ml e Vmax foi de
228.695 U/ mg prot., A pureza desta enzima foi demons-
trada por eletroforese em poliacrilamida { SDS-PAGE) .
Por meic desta mesma técnica, determinou-se um PM  de
24.000 Da., sendo que por filtragao em Bio Gel P-60
¢ PM encontrado foi de 21.500 Da. A enzima mostrou-se
estavel entre os pH 4,0 a 6,0 com atividade Stima em
PH 5,5. A temperatura &tima de hidrélise do xilano
foi de 70°C, mostrando ser uma enzima altamente ter-
moestavel e especifica para o xilano. A atividade da
x}lanase IT foi ativada em 25% por cloreto de manga-
nes ou cloreto de cobalto. A andlise do produto da
reagao catalizada por xilanase TI em cromatografia
de camada delgada em silica gel, revelou a presenga
de xilobicse, xilotriose e xilopentose e auséncia de
de xilose. Tais resultades, permite-nos classificar
2 xilanase 11 como uma ende-xilanase.

Apoio financeiro CAPES/CNpq/FAPESP/FINEP(PADCT).
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INFLUBNCIA DA L-SORBOSE NA TAXA DE ASSIMILACAC DE
CELOBIOSE E NA PRODUGKO DE BETA-GLICOSIDASES EM

Humicola grisea var thermoidea RP-17.
*
R.M.Peralta , H.F. Terenzi e J. A. Jorge

Dept® Biologia, FFCLRP.-USP.; (*)}Dept? de Bioguimica
FMRP.-USP., Ribeiraoc Preto, SP.

Estudos prévios realizados em nosso laboratdriomos
traram gue a presenga de L-sorbose em combinagdc com
celobiliose no meio de cultivo de Humicola aumenta sig-
nificantemente os niveis de B-glicosidases (B-glicosi
dase e B-galactosidase) extracelulares (Arg. Bicl.Tec
nol. 31: 210, 1988). Observamos também, gue a presen-
ca de sorbose aumenta a fase lag e altera a morfolo-
gia do Humicola. Sahoo, et al.{(J.Gen.Microbiol. 132:
27, 1986) mostraram gue a L-sorbose aumentava 03 ni-
vels de uma endoglucanase de Trichoderma, devido a
uma diminuicac do consumo interno da glicose ou dimi-
nuicdo da velocidade de assimilagac de celcobiose.

O objetivo do presente estudo foi o de verificar
se a sorbose poderia estar atuando, nc Humicola, atra
vés da diminuicao da taxa de assimilagao de celcbiose.
Para tal, realizamos experimentos contendo a sorbose
2 fontes de carbono indutoras da atividade de B-glico
sidases (celobiose e lactose) e fonte repressora {(gli
cose}. Os resultados obtidos mostram que a presenga
de scrbose aumenta de cerca de 3 vezes o tempo de con
sumo da glicose ou celobiose no meio de crescimento
de Humicola. Para a lactose o efeito é mais acentuado
ainda, necessitando de até 96 horas de crescimento pa
ra o consumo de apenas 50% do dissacarideo. Os resul-
tados obtidcs permite-ncs concluir gue a sorbose quan
do em combinagao com a celobiose impede a répida uti-
lizagao do dissacarideo e possibilita,dessa forma, um

processo de indugao de B-glicosidases gradativo, mas
continuo no Humicola.

Apoio Financeiro: FAPESP/CNPg/ FINEP-PADCT.
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Metabolismo de lactose e galactose durante o cresci
mento de K.fragilis

Bacci Jr . M.; Caldas,F.T.P.; Ueta,J;

Lactose e galactose em X.lactis tém o metabolis-~
mo envolvido com pelo menos 7 genes, dois dos quais
codificam para uma permease (LAC1l2) e para B-galac-
tosidase (LAC4); e outros tré&s genes, GAL-1,-7 e-10
codificam respectivamente para as enzimas guinase ,
undil-transferase e epimerase que metaboliza a ga-
lactose, resultante da clivagem da lactose pela B -
galactosidase, até glicose-1 fosfato. A  regulacio
da transcricao destes 5 genes estruturais e feita
pelos genes LAC 9 (modulador positivo) e LAC 10 (mo
dulador negativo)} e tanto lactose como galactose
sdc indutores deste sistema, denominado " regulon "
galactose—~lactose.

Como parte de um trabalho de otimizacgido de bio -
conversao de aclcares, o comportamento de Kluyvero-
myces fragilis frente as fontes de carbono lactose,
galactose e glicose & estudado com base nos fendme-
nos de crescimento celular, atividade B-galactosida
se e consumo de aglcares.

Os resultados obtidos mostram que: 1l)Glicose &
preferencial em relag¢do a lactose ou em relxao a ga
lactose; 2)Lactose & preferencial em relagioc a galag
fose; 3)Células previamente crescidas em galactose
nao crescem nas primeiras horas de incubac3o em lag
tose, mesmo em presenga de glicose; 4) Esta inibi -
cao é proporcional a concentracao de lactose e de|
pendente do pH do meio de incubagdo.

Financiado pela FIPEC e FAPESP,

D45
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CONTROLE DA ATIVIDADE E SINTESE DE B-XILANASE DE PENICILLIUM
JANTHINELLUM NA PRESENCA DE XILOSE OU XILANA

A M.F., Milagres; I.M., Mancilha; R.A., Prade

Centro de Biotecnologia e Quimica~FTI Lorena/SP. / Universidade
Federal de Vicosa/MG.

ORJETIVO: Verificar o efeito da xilose no controle de atividade
R-xilanase extracelular de P. janthinellum.

MATERIAL E METODOS: P. janthinellum foi cultivado em melo con-
tendo solugdo mineral de Vogel (27 v/v), extrato de levedura
(0,25%) e glicose (27) ou xilose (2%), por 48h a 30°%¢ e 150 Tpm.
Os micelios obtidos foram lavados, transferldos para meio mine-
ral de Vogel (2% v/v) contendo a fonte de carbono indutora por
26h a 30°C e 150 rpm. A atividade de B-xilanase foi determinada
pela producao de agucares redutores a partir de xilana utilizan
do o método de DNS (MILLER, 1959).

RESULTADOS E CONCLUSOES: A B-xilanase tem sido estudadapela sua
capacxdade de hidrolisar xilana, polissacarideo encontrado em
abundancia na biomassa vegetal. O fungo P. janthinellum szntetl
za B-xilanase em meio contendo xilana ou xilose,porem em niveis
diferentes. Observou-se que a indugao da enzima por xiloseou xi
lana foi afetada pela fonte de carbono em que o fungofoi previa
mente cultivado. Quando P. janthinellum fol crescido em xilose
induziu menores atividades de B-xilanase, independente se a fon
te indutora foi xilose ou xilana. Micelios pré—cultlvados em x1
lose secretaram 19,59 U/mi de B-xilanase com adicao del0, 0 mg/m?
de xilana ou 3,67 U/mR com 30,0 mg/ml de xilose. Quando pré-cul
tivados em gllcose induziram 39,58 U/ml com 10 mg/mi de xilana e
7,75 U/m% com 20 mg/mf de xilose Verificou-se ainda que os mi-
cellos de P. Jantkznellum pré-crescidos em xilose sao mais sen-
siveis aos sinais externos de indugao, sendo necessarios
0,87 mg/mi de xilana e 2,06 mg/mﬁ de xzilose para atingir a meta
de da atividade maxima da enzima. Correspondentes valores de
3,07 mg/ml de xilana e 10,11 mg/mf de xilose foram obtidos quan
do o fungo foi pré-cultivado em glicose. A inducioda enzima por
xilose nao fol observada na presencga de xilana, ao contrario ob
servou-se uma forte repressao, O que mostra o duplo efeitoda xi
lose na sintese de B-xilanase. B
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A PARTICIPACAO DA PAREDE CELULAR DE Neurospora crassa

NA INDUCAO DE ENZIMAS QUE DEGRADAM BIOMASSA,

M.L.T.M. Pelizeli, R.C.L.R. Pietro, J.A. Jorge e
H.F. Terenzi

Dept? de Biologia, FFCLRP.-USP.: Dept? de Bioguimica
FMRP.~USP.: Ribeir3ac Preto, S.P.

Alguns estudos sugerem gue a indugao de enzimas
catabdlicas envolvidas na degradaciao de substratos
complexcs requer um sinal reconhecido a nivel de pare
de celular {(Kubicek, C.P. (1982)}. Arch. Microbiol.
132: 349-354). Investigamos a producao de algumas en-
zimas gue hidrolisam polissacarideos em recombinantes
isclados em nossc laboratdrio opbtidos de um cruzamento
do mutante "slime" (sem parede celular) e linhagem sel-
vagem. Os recombinantes apresentam fendtipo micelial
(forma M), fendtipc "slime"estavel (forma S) e uma for
ma intermedidria (forma I) gque dependendo da concentra
cac osmdtica do meio apresenta dimorfismo Hifa-esfero-
plasto. Quandoc a forma I foi cultivada sem sorbitol
(hifas morfoldgicamente alteradas) as exoenzimas avi-
celase, CM-case, xilanase, poligalacturcnase e protea
se alcalina foram induzidas pelos respectivos substra
tos complexos e sofreram repressao catabdlica, ao com
trario do observado para a invertase. Nos esferoplas<
tos da forma I, cultivados em meic suplementado com
sorbitol, as atividades enzimaticas nac foram total-
mente reguladas mostrando niveis de atividade relati-
vamente altos mesmo na presencga de glicose. Estas ob-
servagdes sugerem que pode haver algum sitio de recon
hecimento na parede celular gque prepara © mecanismo

de ativagao das enzimas gue hidrolisam polissacaride-
os.

Apoioc : CAPES, FAPESP, CNPg e FINEP.
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"REGULACAO DO SISTEMA DE METABOLIZAGAO DA SACAROSE EM
CELULAS Hansenuwla anomada 1Z-1420 ¢ EFEITO DO PH E FONTE DE
NITROGENIO”

MEDEIROS, M.B. de & PRADE, R.A.

inidade de Microbioclogia e Biologia Molecular
Centro de Biotecnologia e Quimica - FTII - Lorena - SP

OBJETIVO: Avaliar o efeito do fons nitrato e amonia, como fonte
de nitrogénio,na assimilacao da sacarose durante o crescimento
celular da levedura H.anomafa 12-420.

MATERIAL £ METODOS: Os cultives foram conduzidos em frascos
erlenmever com 50 mi de meio de Wicherham modificade com saca-
rose a 10,0 g/4 e nitrogénio na comcentracao 50 mM, em shaker a
30°C e agitacao de 160 rpm. A sacarose apos hidrolise foi quan-
tificada pelo calculo estequiometrico da glicose formada e esta
dosada pelo metodo glicose oxidase-peroxidase. Uma unidade invex
tasica especifica foi definida como sendo a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 umol de glicose/min™'/mg de proteina” !

RESULTADOS E CONCLUSDES: A levedura Hamsenulfa ancmafa 1Z2-1420 ,
assimila e promove o crescimento celular quando cultivada emmeio
com sacarcse combinado com fons de nitrato ou amonia como fonte
de nitrogénio. Em sistema nao tamponado, o mecanismo de captagao
da sacarose varia em funcac da fonte de nitrogenio. Celulas pro
pagadas em meic com sulfate de amonia, a assimilacao da sacaro-
se e porducao de massa celular de\’x/s 0,38, aparentemente, ocoT
re em conseqllencia da sacarificagao quimica desse dissacarideo.
Observa-se uma drastica acidificacao no meio de culturaeniveis
limitantes de invertase na celula. Em cultivo com nitrato de po
tassio, o sistema de captagéo da sacarose se processa, exclusi-
vamente, pela via enzimatica, uma vez que ocorre a alcalinizagéo
no meio de cultura com elevada atividade invertasica celular.Em
sisteTas tamponados, forca ionica 0,1 M, a assimilacac e metabo-—
lizacao da sacarose somente fol detectada para faixa de pH supe
rior a 5,0, independente da fonte de nitrogeénio. A cinética de
crescimente e da atividade invertdsica, em funcao do pH, foram
semelhantes com atividade waxima em pH=7,0. Os resultados suge-
rem a existencia de peleo menos, duas formas com funcoes distin-
tis de invertase ou um sistema de regulacas sensivel ao pHe qua
lidade da fonte de nitvogenio. Bl
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ORTENCAO DE OLIGOSSACARIDEOS, A PARTIR DA HIDROLISE ACIDA
CONTROLADA DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR, PARA INDUCAODA SINTE
SE DE B-XILANASE POR PENICILLIUM JANTHINELLUM

AM.F., Milagres; L.F. Calderaro; R.A., Prade
Centro de Biotecnologia e Quimica-FTI Lorena/SP.

OBJETIVO: Estudar o efeito de oligossacarideos, obtidos por dife-
rentes tratamentos com acido sulfarico, na inducao de B-xilanase
em P, janthinellum.

MATERIAL E METODOS: P. janthinellum foi cultivado por 48h em meio
contendo glicose (2%), extrato de levedura (0,257) e solucaoc mine
ral de Vogel (2% v/v). Os micélios obtidos foram lavados e trans—
feridos para meio comstituido por solugao mineral de Vogel (27 v/v)
e 0 hidrolisado de bagago de cana-de- —agdicar. Para obtencio de 011
gossacarideos o bagaco de cana-de—acucar foi cominuido, adiciona—
do de H;S80, nas concentracces de 0,05;0,10; 0,15; 0,20; 0,255 0,30;
0,40; 0,50; 0,75;1,0; 2,0 e 3,0Z2(v/v) e tratados por 30 min. a 1 atm.
0s hidrolisados, constituidos principalmente de hemicelulose,foxam
neutralizados com NaOH 1,0M atée pH 5,8 e analisados por cromatogra
fia liquida (HPLC). As atividades de B-xilanase foram determinadas
pela quantidade de agucares redutores a partir de xilama utilizan
do o método de DNS (MILLER, 1959). N

RESULTADOS E CONCLUSOES: A hemicelulose presente em materiais lig
nocelulésicos pode ser liberada por diferentes metodosde tratamen
to. A utilizacao de acido sulfurico em baixas concentracgoes tem~-se
mostrado eficiente principalmente pela producac de oligomeros com
diferentes pesos moleculares. Entre os hidrolisados obtidos, a ati
vidade de B-xilanase foi maior quando se empregou bagaco de cana—
de—acucar tratado com 0,1%Z (v/v) de acide sulftrico. Da analise
cromatografica dos hidrolisados pode-se concluir que utilizando
concentracoes de acido sulforico entre 0,25 e 1,0Z (v/v) obtem-se
] altas concentracdes de oligomeros. Associalmente aparecem picos de
xilose com concentracoes variando de 0,77 a 2,67 g/f que desfavo-
recem a produgao da B-xilanase. Foi observado a indugao da enzima
emn concentragées variadas de hidrolisadoe os resultados mostraram
que a maxima atividade de B-xilanase foi obtida com 10 mg/f do in
dutor. Verificou-se ainda que para se atingir a metade da at1v1dd
de maxima de B-xilanase foi necessario apenas 2,66 mg/ml de indu-—
tor, o que favorece a sua indugaoc em um substrato de menor custo
como o hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar.
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0 EFEITO DE DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO NO CRESCIMENTO DE
SACCHAROMYCES CEREVISIAEZL .

S.H. cRUZZ e J.R. ERNANDES>

Iinstituto de Biologia, UERJ; 3Departamento de Bigguimica, Imstitu-
to de Quimica, UNESP - Ararsgusra, SP.

0 crescimento aerdbico de S. cerevisiae em meio contendo extrato de
1evedo (1%), peptona (2%) e sacarcse (2%) (YPSac) & diauxico.Em 15h
as celulas de levedura transformam teda sacarose em etanal il 30%
(v/v)| e massa celular (3,0 mg/ml) A segunds fase do crescimento i
nicia-se apos a completa exsustzo do agucar, com o consumo total do
etanol como substrato, até a produgao de 8,0 mg/ﬂ; de massa celular,
apcs 50h. Substituindo-se a peptona por casamincacidos, a sacarose
e transformada em etanol e hiomassa (2,3 mg/ml), entretanto a lave-
dura nac e capaz de utilizar o etanol para crescer. perfil de con
sumo de etanol modifica-se consideravelmente quando se utiliza ami-
noacidos (prolina, asparaglna e glutamina) como fonte de nltrogenla,
sendo que ocorre & exaustao do etanol, sem a total transformagao em
biomassa.l mesmo se chserva com o meiu ¥Sac. 0 crescimenio sm meio
YP & desprezivel.

itilizando um meio sintético (sails minerais e vitaminas) com sacarg
se 2%, ohserva-se apenss uma fase de crescimento com massa celular
de 1,8 mg/ml, =a pradugao de etanol e de peguens guantidade de gllce
rol. A suplementagao deste meio com diferentes fontes de nltregenﬁo
{0,5%) resulta no desaparecimento total do ptanol e glicerol,com prg
dugas de massa celular em taorno de &,0 mg/ml. Mantendo-se constants
o pH destesmeios (gue safrem abalxamento de até 2,0 unidades)nac se
pbserva alteragoes significativas na produgas de biomassa,mesmo com
o desaparecimento total do etanol.

Somente no meio YPSac ocorre a transformagao total da sacarose em
biomassa. Com outra fonte de nitrogénie {casaminoacidos, aminoaci-

dos e sais de aménia), o microrganismo e incapaz de utilizar etanol
para a sua transformagao em biomassa, possivelmente acumulando-o na
forma de scetato. Estes resultados sugerem gue a naturezs da fonte
de nitrogenio desempenha um importante papel noc metabolismo de leve
durss e na produgao de biomassa.

1.A8pnio CNPq
2. Bolsista da CNEN
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TITULO: Influgncia da adigao de fonte de nitrogenio no crescimen-
to descontinuo de Bradyrhizobium japonicum.

AUTORES: J.G.C.Pradella, A.G.Pinte, M.K.Taciro, ¥.S5.,0liveira.
INSTITUIGAD: IPT
OBJETIVOS: O principal objetive do trabalho foi estudar a 1nf1uen

cia da adicao de diversas fontes de nitrogénio na cinética de cres
cimentce de Bradyrhizobium japonicum.

MATERIAL E METODOS: Microrganismo: fol utilizada o  B. japonicum
587 do MIRCEN, Porto Alegre. Mefo de Cultura: O meio de  cultura
basico empregado foi o de Ballatti, ad'cionando se as 28h de fer-
mentagao varios tlpos de fonte de nitrogenio para estudec da sua
influencia na cinatica do processo. ndculo: foil preparado a par-
tir do cultivo da bacteria em frascos agitados a 309C durante 3
dias, utilizando-se concentragao inicial de celulas da ordem de
0,200g/8 na dorna. Fermentador: foi utilizade um fermentador New
Brunswick, mod. Bioferm, com dorna de 7{ de capacidade contendc
4,5¢ de meio de cultura, a qual foi esterlllzada a 1219C durante
1 hora., As condzgoes do processo foram: agztagao 300rpm, tempera-—
tura 309C, vazao de ar lvvm. Metodologia Analitica: Amostras eram
retiradas periodicamente, nas quais se analisou a concentragao de
glicerol {(titulacao do meio oxidado por periodato de sddio), mas-
sa seca de células {filtracao e secagem em estufa a 1059C por 8
horas), concentracao de nitrogénic no caldo (Kjeldahl) e medida
do pH em petenciometro.

RESULTADOS OBTIDOS E CONCLUSGES: O crescimentoc do  microrganismo
_no meio basico apresentava duas fases exponen cials sucessivas se—
g gulaa de uma fase linear com valores parametricos de pmax=(,056h~ 1L
(12 fase\, umax=0,0235h" L (28 fage) e v=0,02g/fh (fase linear). A
adi gao das diversas fontes de nltrogenao testadas (2g/f de _extra=
i to de levedura, glutamato de amonio e glutamato de aodﬂo) as 28h;
| da fermentacac aumentaram slgnzflcatlvamente os parametros do pro'
cesso. Nessas cond1§oes o valor de umax para a 22 fase exponenci~
al fol de 0, 036h™! e na fase linear v atingiu valores de ate
0,06g/fh, Esses resultados permlflram concluir que o acido gluta~
mico tem um papel fundamental na cingtica de crescimento de B, Ja~

EOnlcuma
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FMPRECO DE DIFERENTES FONTES NITROGENADAS NA PRODUCAC DE SPI-|
RULINA MAXIMA |

B.L.Faintuch, S.S8ato, E.Aquarcne

Departamento de Tecnologia Bioguimico~Farmaceutica, Faculdade
de Ciencias Farmaceuticas

Universidade de Sao Paulo

Introducao: Nas tltimas decadas, 2z possibilidade de utiliza -~
cao das microalgas como fonte de nutrientes para animais e hu
mdnos tem sido investigada Intensamente.Dentre os organismos
mais promissores pelas suas propriedades quimicas e biologi -
cas, tem—se destacado a Spirulina maxima. Todavia a produgao
de biomassa a partir de Spiruiind € bastante dispendiosa, en -
volvendo sobretudo o consumo dé fonte nitrogenada cara, gual
seja o nitrato de potassio. - E
Objetivos: No presente trabalho verifica-se o empregc de ou —|
tras fontes nitrogenadas no cultivo experimental de Spirulinay
cggo alternativa para obtengao de custo de producac WATE Tedu
zido.

Materiais e metodos: Para o consecugao do objetivo referido ,
foram pesquisadas as seguintes hipoteses de trabalho: 1)Varia
¢ao das concentracgoes de KNO4 no meio nutriente, e _respostd
de crescimento da_§gi£g;;g3; 2)Efeiros da substituicao do KNOA
por ureia; 3)Perspectivas da substituicao do KNO5 por Ni, ClL;™
Er todas estas fgses contou-se com 08 seguintes parametros de |
controle: producao de biomassa, pH do meio, e proteinas e 1i-
pides totais na alga resultante.

Resultados: 0 estude sistemégico do crescimento desta clanoc -
bgctéria em cinco concenfracoes de KNO,, demonstrou que a redy
cago em 61% da oferta de nitrato preconizada_pela literatura R
naco acarretou prejuizo mensuraveg na producgao de biomassa.
Bouve dificuldade de controle da_Spirulina nes
meios contendo urela em distintas concentragoes, dévido as mo !
dificacoes do pH e intolerancia da cultura a teores elevados |
deste composto. Em propor¢oes reduzidas de ureia, © crescimen-—
to inicialmente favoravel interrompeu-se pelo esgotamento de
nltrogenlo o melio.
A utilizaczao de NHéCl na taxa de 0,2 g/l proporcic

nou resposta moderada da biomassa porem com teoy particularmen
te elevado de proteina. 7]

Conclusoes: Os achados obtidos permitem a conclusao de que for
tes alfernativas de nitrggenio Rodem ser empregadas, e uma di=
minuicao do KN03 tambem e viavel, sem afetar os resultados.
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EFEITO DA FONTE DE NITRCGENIO NA FORMACAD DE GOMA XAMNTANA
F.P. de franca & R.S. de A. Alves

Departamentc de Engenharia Bioquimica, Escola de Quimica - Univer
sidade Federal do Rio de Jdaneiro.

Este trabalho teve como objetivo testar & influencia de dife
rentes fontes nitrogenadas na formacao de Xanihomoras campestris
EQ 3.

0s cuttivos foram realizados em erlenmeyers de 580 mi conten
do 200 m1 de meio basico (20 g/1 de glicose, sais minerais e 0,7
g N/1 da respectiva fonte nitrogenada), ag1tados em shaker (80
oscilacoes por minuto), a 26¢C e pH inicial 7.G. Durante os ex
perimentos acompanhou-se o teor de glicose no meio atraves de gli
cose-oxidase, determinaram-se as viscosidades inicial e final em
um Brookfield Synchro-Lectric Viscometer a 25¢C e 60 rpm, assim
como procedeu-se a extracac final da goma com etanol, sequida de
filtracao e postericor determinacao do peso seco da mesma.

Das fontes nitrogenadas testadas, nitrato de amonio e pepto
na resultaram em uma maior produtividade (0,17 _g/1.h) seguidas do
sulfato de amonio (0.14 g/1.h) e do acido glutamico (0,13 g/1.h}.
Majores viscosidades foram tambem encontradas guando utilizou-se
‘peptona (100, 76 cP) ou nitrato de amonio (90,24 cP) comnarando-
se com sulfato de amonio (53,13 cP) e acido glutamico (15,00 cP).

4 Nao observou-se crescimento da bacteria no cultivo en que se
‘utitizou nitrato de sodio como fonte de nitrogenio, sugerindo nes .
‘te caso uma possivel inibicao ou ausencia da enzima nitrato vedu :
‘tase. f

Nos parece mais adequada a escolha de peptona ou de nitrato
‘de amonio como fonte de nitrogenio, uma vez que comparadas as ae .
‘mais, estas reuniram dois aspectos de importancia, maior produtl
‘vidade e melhor gqualidade da goma (viscosidade mais elevada), de:
'vendo-se no entanto observar os aspectos economicos ligados a es '
.colha de uma ou de outra. ‘

H

gTraba]ho auxiliado pelo CNPq.
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“INFLUENCIA DA CONCENTRAGAO DE (NHy)SOy NA PRODUCAD
DE XILITOL POR Candida guifliermondil”

M.G.A. Felipe; M.M. da Silveira; $.S.da Silva; l.C.Roberto

Centro de Biotecnologia e Quimica - FTI - Lorena - SP.

ORJETIVOS: Determinar a concentracac otima e a forma de adicao de:
(NH4}2804 na conversao de xilose em xiliteol, em meio suplementado
com farelo de arroz.

MATERIAL E METODOS: O indculo foi preparadc a partir de ceélulas
de Candida guilfienmondii, adaptadas ao meio de cultivo consti-
tuido de 65,0 g/ de xilose; 0,1g/de CaCQZ ZHZO, 5,0 g/ de
{NH ) 804 e suplementado com farelo de arroz. As concentracoes de
(NH ) S0, estudadas foram O; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 10,0 e
15, O g/2 0Os experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer
de 125 m%, em agitador giratdério a 200 rpm, a 30°C/58 h. Periodi-
camente amostras eram retiradas para avaliacao da concentracao ce
lular por turbidimetria e determinacao de xilose e xilitel porcro
matografia liquida de alto desempenho (HPLC).

RESULTADOS E CONCLUSDES: O aumento da concentracao de (NH,),504
de 2,0 ate 6,0 g/f nao influenciou na concentragaocelu;ar no con
sumo de xilose e na producao de xilitol apos 58 h de cultive. POE
tanto, 2,0 g/i & a concentracac minima de {(NH,},50 necessaria pa-
ra a producao de xilitol, quando C.guillieamondii e cultivada em
meio contendo 65,0 g/i xilose como fonte de carbone e suplementa
do com farelo de arroz. Nestas condicoes, a produgao maxima de xi
litol foi de 41,4 g/f , correspondendo & um valor de Y /s de
0,78 g/g e um rendimento de 867 em relacao ac valor teérico. Foi
verificado tambem que ¢ aumento da concentracao de {KH,,nSO, ateé
15,0 g/ % reduziv o consumo de xilose mas os rendimentos em xili-
tol foram semelhantes aos encontrados guando o meio continha con
centracoes menores deste sal. Este comportamento poede ter sido
provocado por uma inadequada relacdao carbono/nitrogenio. Aadi-
cao parcelada de 5,0 g/ﬁ de (NH,),S80, nos tempos 21, 33 e 48 ho-
ras, sendo a concentracao inicial 2 Og/Q, aumentouzzprodu&ao e a
conversao em cerca de 207, em relacao ao ensaio em que 5,0 g/f
de (NH4)2804 foram adicionados ne tempo inicial.
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INFLUENCIA DE METAIS PESADOS NA OXIDACAD DO Fe®

FERROOXIDANS!

PCR THIOBACILLUS

SILYA, L.L. & GARCIA Jr., O.
DEPTO. DE BIOQUIMICA, INSTITUTO DE QUIMICA, UNESP - ARARADUARA - SP

A oxidagze de sulfetos metalicas e Fez+ poer T. ferrooxidans, metabg
lismo de obtzngac de energia dessa espécie quimiocautotirdfica, & a
base do processc de lixiviagac de metais gue ja e utilizado em esca
la industrial paraz recuperagao de cobre e uranic. Pela prépris naty
reza do ambiente em que essa bactéria vive {(aguas Scidas contenda
meteis dissplvidos), o intsraesse de se conbecer s resistenclia aos

metais e seus mecanismos genéticos controladores, tem sido  cres-
cente.

Em fungao da disponibilidade, em nosso laboratdric, de linhagens de
T. ferrooxidans criundas de regices minerais diferentes, procura-

-se estudsr a variabilidade genética entre estas para resistéencia
z varios metais. Inicialmente, testou-se & linhagens para Tesistén-
cia 8 U, Mo e Hg, tendo-se obtids diferengas significativas  entre
as linhagens, pars diferenies concentragoes de U (2.4,6 & BmM) e Mg
(1,2,3,% mM). 0 Hg foil inibitdrioc para todas as linhagens, mesmo na
mais baixa concentragao utilizads (0,1 mM}. Os testes estaoc sendo
reslizados através ds t2cnica respirometrica (Op cansumido) e apare
1ho Warburg, com suspens%es celulares lavadas, o substrato respira-
vel (FeZ* 120mM) = o respectivo metal. Além de concentracoes  mais
baixas de Hg, inicicu-se experimentos com outros metais comumente
presente no habitat natural de bacteria: Cu, Coe Ag. Até o presente
testou-se uma das linhagens obtendo-se os seguintes resultados, em
% de inibigao em relagao a0 comtrole sem metal(células + Felt): Cu
1M, 60%; Ag, O,1lmM, 37%; Co, 1M, S0% e Hg, 0,05 mM, 72%. Essas fo-
ram s mais altas concentracoes testadas @ os maiores percentuals
de inibigao obtidos. As demais linhagens, serac testadas nas mes-
mas cuncentragaes e comparandas com ¢s resultades dessa primeira
(r. ferrcoxidans-_R)}, gue nos testes com U & Mo, mostrou-se a mais
resistente para ambos metais.

1. fApcic CNPg - PIG W
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INFLUENCIA DA FONTE DE CARBONC NA HABILIDADE DE PICHTA
STIPITIS EM FORMAR AGREGADDS MICROBIANCS.

H. F. de Castro, A. E. S. Visconti & L. A. B, de Castro

Unidade Bloreatores - Centro de Biotecnologia e  Quimi
ca/FTT - Lorena - SP.

Floculagéo de micrcorganismos consiste na agrega -
cao de um determinado nimerc de c&lulas isoladas, emn
flocos, quando suspensas em um meio liquido, com subse
quente flotagac ou sedimentacio.

O mecanismo geral de agregacao das células envolve
ura série de fatores de natureza microbioldgica, fisi
ca e quinica, que apresentam uma forte inter-ligacao e
afetam direta ou indiretamente, a regido da parede celu
lar e microorganismo, area considerada de importancia

crucial e responsavel pela formacao dos sistemas de
agregados celulares.
Neste trabalho, foi investigada a influéncia de

diversas fontes de carbono, na intensidade de flocula —
¢ac da levedura Pichia stipitis CBS 5773.

O cultivo foi efetuado em regime de batelada
(exlens agitados) durante 72 horas, com amostragens a
intervalos de 24 horas.

Os resultados obtidos sugerem que meios de cultura
contendo glicose, xilose ou sacarose, fornecem  bio-
massa celular com caracteristicas floculantes. O grau
de intensidade de floculaglo, foi entretanto, dependen—
te da suplementacao de sais nutrientes no meio de cul-
tura e do tempo de cultivo.

Por outro lado, foi verificado, que apenas o
melo natural caldo de cana, possul propriedades fisi
co—quimicas adequadas, para induzir uma floculacao ver
dadeira na levecura, isto &, uma floculacdo capaz de
Promover uma retengéo de células no reator continuo, '
viabilizando, desta forma, o processo empregando concen
tracoes elevadas de biomassa celular .

D56
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PROTUCED DE SACAROSE FOSFORILASE POR MONILTA SITOPHILA

X,

rauio M, 2.8, Ferreira:A.R . Espirito
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Dept? Bioguimica-C.C.Riclogicas-U.F,PE-Av,Prof? Moraes
Rego s/n-Cidade Universitaria - 50000 Recife-PE,

Objetivos:Investigacao do efeito da fonte de N e da
adicao de gliccse na producao da atividade sacarose
§OQfOﬂi ase por Monilia sitophila cultivada em meio

reparado com extrato de inhame.

Material e Métodos: Monilia sitophila ( obtida da co-
legac de fitopatologia da U.T.R.PE). Meiocs de cultivo:
Meio basico preparado com exirato de inhame contendo
15-20 mg de amido por ml, adicicnado respectivamente de:
glicose (2%); (NH, ). 20, (0,15% - 1%) + glicose (2%) ;
(NH ) QO ( 0,15 e exurato de levedura (0,15%),
Wefodos e dosagens: Fiske & Subbarow { para ensaio da
atividade sacarose fosforilase com os substratos _saca-
rose 100mM e Pi 50mM a pH 7,0 e 409C): DNSA ( aglcares
redutores): Lugol ( amido); Warburg & Christiarn (pro-
teinas a 260 & 280 nm); GOD-PAP (Merck, para dosagem
de glicose),

Resultados e Conclusoes: A melhor producgac da ativi -
dade sacarose fosforilase foi obtida com o meio basico
+ (NH ) S0y, (0,15%) apos 30h de cuLtlvo a temperatura
ambientgé ( 28- 3OOC) com agitagdo continua, 0 rendimen-
to da producac da enzima extracelular com este meilo ba-
rato, foi de 34000 U/L de meio (3,36 U/mg de proteinas)
muito maior que o relatado na literatura, para o Leu-
conogtoc mesenteroides , que cultivado em meio definidoe
e mais dispendﬁoso, contendo indutores ( sacorose ,Pi)
e _solugao de sais e vitaminas, produziu 1100 U/g de
células (peso seco), que corresponde a aproximadamente
1870 U/L de meic de cultivo,(J.Chem:Biotechnol.,§g:251—
262,1887), Tentativas relatadas para produgac da saca-
rose fosforilase,em melo preparado com melago e licor
de milho, baixou este rendimento em 50%,

Uma unidade de atividade sacarose fosforilase foi defi-
nida como a quantidade de enzima que catalisa o consumo
de 1 umol de Pi apos 10 min de incubagadc nas condigoes
de ensaio.
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SELECEO DE ESPECIES FUONGICAS PECTINOLITICAS PARA DEGO-
MAGEM DE FIBRAS NATURAIS PARA INDUSTRIA TREXTIL

M.C.Baracat; C.vValentim; J.J.Muchovej; D.0O.Silva
Depto. Biologia Geral/UFV - 36570 - Vicosa - MG

Enzimas pectinoliticas microbianas sadoc conhecidas pe-
la sua importidncia na indistria de alimentos e no cam-
po da fitopatologia. A degomagem de fibras naturais pa
ra a industria téxtil vem se mostrando como um novo cam
po de atuacio deste conjunto de enzimas. Com esta fi-
nalidade, as at1v1dades pectinolitica e celulolitica
de diferentes espécies de Aspergillus, Penicillium e
Humicola foram determinadas com o intuito de se sele-
cionar um fungo que satisfaca as condicoes de alta ati-
vidade pectinolitica e baixa atividade celulolitica.

Os fungos foram crescidos em meio mineral completo e
pectina citrica (ESKISA S.A. tipo 8106) como Gnica fon
te de carbono. As atividades especificas de poligalac-
turonases nas 26 egpécies testadas variaram de zero a
0,45 pnmoles de acido galacturdnico/ml de sobrenadante/
1g de proteina/h e, de celulase, de zero a 0,10 umoles
de glucose/ml de sobreradante/ug de proteina/h, sendo
que o meio de cultura utilizado nao continha indutor
para esta Gltima enzima. Através das determinag¢Oes das
atividades especificas de pectinase e celulase consta-
tou-se que os cinco melhores fungos pectinoliticos sdo,
em ordem decrescente, P. versicolor, P. expansum,

A. niger, Penicillium sp.e A. fumlgatus sendo gue o ul
timo tinha atividade pectinolitica de aproximadamente
40% do primeiro.
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MELHORAMENTO DE Bacillus PRODUTORES DE ALFA-AMILASE POR FUSAQO DE
PROTGPLASTOS

GUERRA, J.B. e LINARDI, V.R.
Departamento de Microbiologia — ICB/UFMG

As amilases, de grande importancia industrial, sao enzimas que
degradam o amido em glicose, maltose e dextrinas, sendo sinteti-
zadas e secretadas extracelularmente por uma ampla variedade de
microrganismos.

As alfa-amilases secretadas por bacterias sao mais termoesta-
veis do que as de origem fungica. Entre as bacterianas, aguelas
secretadas pelo género Bacillus sao as mais termogﬁpﬁveis;ﬁauzﬁ_h
mentando a sua arlicobilidode industrial.

0 trabalho tem comc objetivo obter, a partir de linhagens pa-
rentais consideradas como boas produtoras de alfa-amilase, recom
binantes estavels e capazes de produzir a enzima em maior escala,
por fusac de protoplastos.

A partir de sete especies de Bacillus, foram selecionados o B.
amyloliquefaciens ATCC-23842 e o B, subtilis NRRL-B941, produto-
res de 537 e 277 UD da enzima respectlvamente {ID - Lnldade dex—
trinizante € a quantidade de enzima que hidrolisa 1,0 mg de ami-
do por min/ml). Dos recombinantes obtidos, foram selec1onados
dois com produgao da enzima superior a dos parentais (730 e
679 UD) e outro com uma produgao menor (16 UD).

Os tres recombinantes estao sendo testados quanto a produgao de
protease e sera realizado o estudo das propriedades flSlCO‘qulmi
cas {pH e temperatura) das enzimas dos recombinantes.

Financiado: CNPq (404581/87), FINEP (590).
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AVALIACAO DA QUALIDADE DA DEXTRANA PRODUZIDA POR UMA LINHAGEM SE-
LECIONADA DE LEUCONOSTOC MESENTEROIDES

M.H. Santini Campos; L.H. Gomes; F.C. Almeida Tavares.

Escola Superior de Agricultura "Luilz de Queircz" (ESALQ/USP)

As linhagens de Leuconostoc mesenteroides produzem
dextranas com peso molecular variado, em geral elevado. O emprego
das dextranas e de suas formas modificadas devem atender a carac-
reristicas de solubilidade e tamanho da molécula, especialmente
na indastria farmacdutica. A sintese enzimatica controlada, ou
também a hidrolise de moléculas de alto peso molecular sac proces
sos gue permitem obter o produto para finalidades especificas. Es
rima—se que maior eficiéncia de producao seria obtida com linha -
gens produtoras de limitada atividade de polimerizacao da dextran
sucrase, bem como menores custos de producao e uso da tecnologia
menos sofisticada. Tendo em vista estas possibilidades, linhagens
foram selecionadas para alta produtividade e rendimento. A linha-
gem alto produtora foi ensaiada em fermentador e com a dextrana
produzida foi efetuada a avaliacao das propriedades de solubilida
de e hidrélise. A solubilizacao da massa seca e purificada de deg
trana foi conseguida a 60° C para uma concentracac de dextrana de
1% (p/v) apés & horas. A hidrolise acida (HC1) foi de baixa efici
encia (9,3%, pH 2.0 a 95°C por 20 minutos) e por hidrélise enzima
tica (glucoamilase), obteve—se 707 de eficisncia de hidrolise. Em
cromatografia de papel foi comprovada a constituicao monomérica
de glicose deste material. Mutantes serao obtides visando obter
dextranas com propriedades adequadas a finalidades farmaceuticas
e serao estudados os aspectos genéticos de producgao.
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PRODUCAO DE FRUTOSE PELA UTILIZACAO SELETIVA DA GLICOSE
DO EXTRATO DE ALCACHOFRA DE JERUSALEM HIDROLISADO DURANTE
O CULTIVO DE CLADOSPORIUM CLADOSPORIDIDES.

*A_V.M. de Andrade; **M.S$.S.Ferreira; A.Real do Espirito
Santo Filho.

*Dept?® Quimica Aplicada; Dept® Bioguimica da UFPE**., Av.
Prof. Moraes Rego, S/N - Cidade Universitaria 50000 Recife

Objetivos: Investigar a utilizagao de nutrientes pelo
C.Cladosporidides cultivado em meios preparados respecti
vamente com extrato de alcachofra de Jerusalém, sacarose
e inulina comercial.

Materiais e Métodos: Cladosporium cladosporidides foi
isolado no Dept? de Bioguimica da U.F.PE e catalogado no
Dept? de Micologia da U.F.PE. Meios de cultivo utiliza -
dos: sacarose (5%} + extrato de levedura (1%}; ' inulina
(5%} + extrato de levedura (1%); extrato de alcachofra
de Jerusalém contendo respectivamente 3,2% e 12,5% de
agucares redutores totais (método DNSA)}. Os indculos (10%
v/v}) foram cultivados a temperatura ambiente (28-30¢ C )
sob agitacao. Com intervalos de tempo foram retiradas
amostras para dosagens de aglcares redutores totais (DN
SA} e glicose {(GUD-PAP, Kitf Merck}. O calculo do teor de
frutose: redutores totais-glicose.

Resultados e conclusoes: C.Cladosporidides hidrolisou -
completamente a sacarose e a inulina (frutosanas) eviden
ciando assim, possuir atividade invertase e inulase. Nos
meios de cultivo preparados com sacarose ou extrato de
alcachofra de Jerusalem, foi verificado a utilizacao se
letiva de glicose, havendo um acimulo de frutose, corres
pondente a 70-75% da disponibilidade inicial. Com a inu~
lina de délia, ainda ocorreu a utilizacgao seletiva da
glicose, mas como esta fonte tem inulina com maior grau
de pollmerlzagao, a hidrdlise, provavelmente por mecanis
mo exo, nac favoreceu a acumulagao de agilicares redutores
ocorrendo uma liBeracao gradual de frutose, acompanhada
de sua utilizacao.



152
E4

TNFLUFNCIA DE So,pti,Xo,T, NA PRODUCAC DE LEVANA POR UMA NOVA CIPA
DE Zymomonas mobllis .

A.P.HMAGALHAES

DEPT® ENGENHARIA BIOQUIMICA- UNIV. FEDERAL DO RIO DE JANETRO
OBJIETIVOS: O presente trabalho objetiva estudar o comportamento fer
mentativo de uma nova cepa de Zymomonas mobilis (designada CP444)

frente a diferentes So,pH inlcial,Xo e temperatura. O enfoque prin-
cipal deste trabalho € a cinética de forrnagao de levana.

MATERIALS E METODOS: A _cepa CP444, cedida por Julio C.C. Ribeiro, foi
isolada por maitagao quimica 3ndu21da(usando—se NTG) da bactéria

Zymomonas mobilis CP4. A cepa fol mantida em meio llquldo contendo |
glicose ou sacarose,20g/l;extr.levedo,10g/ 1;peptona,10g/1,e transie]
rida para novo meio a cada 4 semanas.0 meio basico de fermnt@ao el
ra composto de sacarose,150p/1jextr.levedo,Sg/1;KH PO, ,19/1, (N1ISC,
1g/1,Me504 . 7H,0,0,58/1. Detcmunagoeo analiticas: a)Células, por €5-
pectrofotometr a(c:orrg)arandor-se com curva Pest seco X f\bsorvanma) :
b)Glicose,por metodo enzimatico(kit GOD—PAP ,Merk}; ¢)Frutose,pela

difercnga entre AR(por Somogyi) e glicose; d)Sacarvse, pela diferen!
ga entr ART(apos hidrolise, por Somogyi) e AR; e)Etanol,pelo rf*tc«d@f
o KoCr3 0, (apos ce%tllarao) f)Levana,pelo rnetodo de Kulka{apos pre;|
cipitaecao e lavagens com etanol 68%).

RESULTADOS E COI\(‘LUSKO Foram obtidos resultados 01nét1c:os bem se-
melhantes ao se efetuar fermentagoes agltadas ou estatlcas.m Cof- '
portamento tlplco da cepa CP444 mostra uma raplda hidrolise da sa,vu
rose e i‘omagao de levana,atingindo o maximo entre 15-2Ch;nestc pem
riodo,da~se o acumilo de glicose e frutose _no meio e zbaixarento do
pii dte _cerca de 3,5.0bserva-se depois,um r‘a;pldo consumo de glicose,;
pr‘oduc*ao de etanol e lento consumo de frutose livre. Nas ultimas ho
ras,cbserva-se hidrolise da levana,seguido de novo abaixamento de ]
P e novo crescimento celular.A maior quantidade de levana(21g/l) |
Toi obtida com Se=200g/1,pHo=5,7 e com So=150g/1,pHo=4,0(24g/1) ,na |
temperatura de 30°C. Apos sucessivos repiques,a cepa mantida em meio
de plicose,nap mais produzia levana em quantidades apI‘C01aVCl._=.i,otx=
trabatho apresenta uma fonte de dados importante para comprecnder o
comportamento fermentativo da nova cepa de Zymomonas mobilis CP4ad,
bem cono o perfil cinctico de formagao de levana. AL ingiram-s¢ con-
centragoes de levana da ordem de 25g/1, bastante acima daquelas pe-
ralmente reportedas pela lileratura. Ao ser sucessivamente repicadal
cm meios de glicose, a copa parcce perder a capacidade de produzir |

lovana,bupemndo una reversao d{:- rrmLagao as caracteristicas da cepaj
o ginal {CP4) ,de fraca pmrin;\gg de leveng,




DE  RHODOTORULA CRESCENDO EM CALDC DE CANA.
;BEPARTAMENTO DE ENGENHARIA BIOQUIMICA - ESCOLA DE QUiMI

glutinis var. glutinis obtida em meio de caldo de cana
%acrescido de nutrientes, seja durante a fase estaciona-
Zria de crescimento, seja em condigoes nao proliferantes,
ffoi resquigada. Em média, a eficiencia do consumo do
?agucar presente foli de 99% e a eficiencia da conversao i

do agucar em biomassa Y § = 0,55.

§
!
i

!

|liferantes foi de 0,53 a 0,80 mg por grama de célula se

.rido para agua destilada. Neste tltimo caso, o rendi-
mento deJES—caroteno por litro foi de 25,0 mg/litro.
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CRESCIMENTC E PRODUGAO DE‘/GB—CAROTENO DPOR UMA ‘LINHAGEHM |

HEBE L. MARTELLI; I.M. DA STILVA, NORMA O. SOUZA E D.
POMERQY

CA - UFRJ

A Produgéo de/ég—caroteno pela biomassa de Rhodotorula

1

A produgao de /ég._ carctenc em condigoes nao pro-

ca e de 1,7 mg por grama de célula seca guando transfe-
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“PRODUGAC DE XILITOL POR Candida guifiiewmondii UTILI-
7ANDO HIDROLISADO HEMICELULOSICO SUPLEMENTADC COM
FARELO DE ARROZ”

1.C.Roberto; M.CG.A.Felipe; $.85.da Silva; I.M. de Mancilha

Centro de Biotecnologia e Quimica - FTI - Lorena - SP

OBJETIVO: Utilizacao do farelo de arroz como suplemento nutri-
cional na conversao de xilose a xilitol, visando o aproveitamen
to do hidrolisado hemicelulosico.

MATERIAL E METODOS: A avaliacao do farelo de arroz COmO suple—
mento nutricional para C.guwiffienmendil foi efetuada em meio con
rendo 30 g/ de xilose, 1g/& KH,PO,, 0,5 g/t Mg804.7H20,‘0,l g/
CaCZZ.ZHZO, 0,1 g/iNaCl e Sg/é? ﬁﬁé)zsoé. Este mesmo meico foil
tambem ufilizado substituindo o farelo de arroz por extrato de

levedura. Como controle utilizou-se 6,7 g/ de YNB(sem aminoaci
dosg) adicionado de 30 g/ % de xilose. O hidrolisado hemiceiulo—
sico foi obtido do bagaco de cana-de~aclicar embebido em 35mM de
H,50,, submetido ao processo de "steam—explosion” a 190°C/5min.

0 hidrolisado foi submetido a diferentes tratamentos e suplemen—
tado com sulfato de amonio, cloreto de calcio e farelo de arroz.
As fermentacoes foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 125 mi
contendo 50m% do meio de fermentacao, em shaker giratériozaBOOC
sob agitagio de 200 rpm. As concentracoes de xilose, glicoseexi
litol foram determinadas por cromatografia i1iquida de alto desem
penho (HPLC).

RESULTADOS E CONCLUSDES: A substituicao do extrato de levedura

por farelo de arroz em meio de cultivo contendo 30 g/f de xilose,
resultou em uma produgéo de 17,96 g/% de xilitol correpondendo a
um aumento cerca de 16%. Portanto o farelo de arroz mostrou ser

uma fonte alternativa de nutrientes para a producao de xilitol

por C.guifliermondidi. Foi verificado também que a presenca de

CaC%,.2H,0 no melo de cultivo aumentou a guantidade de produto

formido em relacao do mesmo meic em que este sal nao foi adicig

nado. O melhor tratamento do hidrolisado hemicelulosico foiuti
lizando Ca(OH)Z como agente neutralizante. Desta forma, obteve-

se um consumo de 957 de xilose, com produgéo de 30,5 g/ de xi-

litol, correspondendo a um rendimento de 537 em relacao ac teo-—

rico, apos 130 horas de fermentagao.
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OXIGENIO DISSOLVIDG COMO FATOR LIMITANTE NG DESENVOLVI-
MENTO DE M. ANISOFLIAER.

J.A., Freire; B.C. Almeida Cunha; J.A. Neto e T.C.
Vassonl Penna

de de Ciencias Farmac3uticas da USP, C.P. 30.7886
a 5

Metarrnizium anisopliae (Metsch) Sorokin foi cultiva~:

do em melos de cultura quimicamente definidos, compostos de
NE e dextrose (0,1 a 3,0%Z). As culturas foram

P 472 4

submeridas a condigdes de temperatura € aeragzo gue permitiram

;
estabelecer correlagzc entre a disponibilidade de oxigénio no
meic de crescimento e a massa micelar maxima cobtida. Sendo R =
(B.C.C.}Y/(B.A.C.}, onde A = area da superficie do meic; C =
solubilidade de 0, em agua, e B,/B, a relacao entre fatores

intrinsecos que podem influenciar o desenvelvimente do fungo ac

se variar as condigées dempara n, a relagéo entre as massas
micelares obtidas nas condigoes m e n apresenta valores que
divergiram, em média, apenas 5,47% da relacao tedrica quando se
consideram a superficie livre da cultura e a temperatura como

fatores determinantes da disponibilidade de 02 no meio.
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ANALISE COMPARATIVA DA PRODUCAC DE BIOMASSA A PARTIR DE TRES
DISTINTAS CIANQBACTERIAS

B.L.Faintuch, S.5atoc, E.Aquarcne

Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmaceutica, Faculdade
de Ciencias Farmaceuticas,

Universidade de Sac Paulo

Tntroducao: As cianobactérias tem sido ensaiadas come gomple-—
mento alimentar para racoes animais e mesmo para nutricao huma—
na,gracas a seu elevado tecor proteico.A maior experiencia dispol
nivel relac1ona -se a Spirulina maxima,mas diversas 1nvest1gagoe$
foram realizadas também com & U"blliatorza agardhii e a
Oscillatoria limnetica.No entanto, uma das dificuldades que 11—?
mita @ sua utilizacac 4iz respeito ao custo de producao desta
biomassa,em virtude do consumo de fontes nitrogenadas dispen —
diosas no meic de cultura.

i
|
Objetivos: Na verificacao procedeu se 3 analise comparativa da’
producac de biomassa,com os tres microorganismos citados,a par—.
tir de dlstlntas concentracoes de ENOg e também de ureia em ;
baixos niveis,visando identificar opgoes para um menor custo
final.

Material e métodos: Realizaram—se neste estudo ensaios de 10
dias com as tres cianobactérias em tela,utilizando-se em cada
caso o mesmo meio de cultura basico. A fase nitrogenada entre-
tanto abrangeu testes com cinco concentracoes de KNO, e tres
propercoes de ureia. s parametros de controle foram represen—

tados pela determinacao da biomassa, verificacao de pE no meio
nutriente,e dosagem de protelna total no material obtido.

Resultados: Houve crescimento regular dos tres organismos nc

meio padronizado,sendo que os valores de biomassa mais elevados:
foram observados com a Spirulina maxima, No gque concerne ac va—:
lor proteico,zs dosagens mais favoraveis foram alcancadas com a;

Oscillatoria l‘mvetlga seguidos da Spirulina e,em terceiro lu-
gar,da Oscillatoria agardhii. A ureia nac se constitul numa
fonte de mityogenic tao eficiente quanto © KVOg,mas em concen=~
tracoes baixas permitiu o crescimento das ciandbactérias em
estudo, a um custo wulto vantajoso.

Conclusoes:i}Esta p pesquisa confirmou a pOSSlbilldade de produ-
¢ao regular de c1awooacter;as com um meio de cultura padroniza-
doj;

2)Concentracac de proteina mais elevada que a da
Spirulina maxima fol proporcionada pela Oscillatoria limnetica;

3)A resposta de_crescimento a ureia podera permitir
reducac do custo de producao.
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PRODUCAC DE BIOMASSA DE CIANOBACTERIAS: UTTLIZACAO DE
AGUAS RESTIDUARIAS
S.Sate; J.C.M. Carvalhe; I.Y. Sonehara & E. Aquaromne

_ Depto de Tecnologia Bioquimico~Farmachtica, Faculdade de
iCiencias Farmaceuticas,
’ Universidade de Sio Paulo. Cx. Postal 30.786, CEP 01051

Sao Paulo, SP.

Objetivo: Viabilizar a utilizacao de aguas residuarias de in-
,dﬁstrias para obtengac de biomassa de microrganismos fotossin
étetizantes. Materiais e Métodos: Foram utilizados residuos de
indistrias de alcool, citrica e de massa de tomate como subs-
trato para desenvolvimento de Spirulina maxima. Os experlmen—
itos foram desenvolvidos em erlenmeyers de 500 =L, sob agltagao
‘de 100 min~ 1, 2,5 Klux e temperatura de 28 a 30°C. Os residuos
‘foram pesqulsados nas condicoes: in natura, preé-tratado. A con
centracac de inbculo foi variavel, com e sem controle de pH.
Regultados: O residuo da inddstria de alcool foi inviabilizadd
‘devido & sua elevada DBO e DQO. O residuo sré-tratade de in- |
'dustria citrica com controle de pH a 9,4 e indculo de 60 mg/L !
apresentou o maximo de crescimento celular no 109 dia e apos d
130 dia foi constatado a lise de células.Verificou-se um acres
cimo celular de 1.566% em relacac ao 12 dia e produtividade de
94 mg/L.dia; com indculo de 120 mg/L e pH 9,4 controlade
diariamente, o acrescimo no 100 dia foi de 7167 e produtivida
de de 86 mg/L.dia. A influencia do pH sobre ¢ crescimento de
Spirulina maxima em residuo pré—-tratado de indistria citrica
foi importante. No contrclade, houve um acrescimo de 2.566%
e no sem controle de 1.614%. C residue in natura com pH contrg
lado em 9,4 e indcule de 50 mg/L, apresentou no $9 dia acrés-
cimo de 3.500% e produtividade @e 194 mg/L.dia. O residuo de
indistria de massa de tomate tanto no residuo de entrada como
de saida, com e sem controle de pH e concentracdes de inocu-
lo diferentes apresentaram valores de produtividade superiores
a 150 mg/lL.dia, atingindo concentracoes maximas poxr volta do
50 dia de cultivo. Conclusao: £ possivel a utilizacao de resi-
duos de indistria citrica e de massa de tomate para obter
biomassa. A concentracac de indculo na faixa de 30 mg/L em
messa seca foli a mais indicada. O controle de pH em tormo de
9,4 apresentou melhor resultado.

Apoio Financeiro: FAPESE

Eg
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FSTUDOS PARA AUMENTO DA PRODUTIVIDADE DE ZEARALENONA EM ISCLADCS
DE FUSARIUM GRAMINEARUM.

T.K. Martins e €. Kemmelmeier.

Laboratorio de Quimica e Fisiologia de microrganismos - beparta
mento de Bloqulmlca da Universidade Estadual de Maringa — CP 331
87.020 -~ Maringa - Pr.

A zearalenona € um metabélito secundario produzide como hormo
aio de controle da reproducao sexual em Fusarium gramlnearum.
Seu aparecimentc em cereals estocados ocorre por contaminacao
com este fungo e esta associado com 1nt0x1cagoes alimentares em
suines e aves. Em ruminantes, pequenas quantidades de zearaleno
na e do seu derivado zearalanol tem sido usadas como anabolizan
te {Bennet, {., Veterinary Record. 94:235, 1974).

Estudos com 57 lbolados de F.graminearum da regias Sul do
Pafs, levaram a selecac de uma amostra {(F.g 42) a qual em peque
nos cultivos {40z} produz thug de zearalenona por grama de ar
voz, poerem em cultivos maiores 0uant1dades de ate 1.77g/ky de
arroz foram obridos. Dado o 1nteresse economico deste metaholi~
ro, seja comce anabolizante ou como micotoxina, estamos verifi-~
cando a possibilidade de asumentar a produtividade de zearalenc
na a partilr de novos isolados desta amostra. Para tanto, mAacro-
conidias {ZXiDE}) foram tratadas com nitroscguanidina (0,4g%),
durante uma hora e plaqueadas em PDA. Os isclados (11} com ca-
racteristicas de ¢ cimento e pigmentacas cowpativels com as
de altos produtores de zeavalenona (Cullen, Phytopathology, 72~
1415, 1982) foram separados, crescidos em avroz por 12 dias a
2580 geguides por 6 semanas a 1290, extraidos com acetonitrila,
particionades com hexano, crvmatografados ew coluna com gilica
gel e quantificados por HPLO. Em pequenos cultivos, valores
mais elevados de zearalenona foram obtides em relacan ao iscla
de original. Estudos em cultivos maiores estao sendo realizados
para verificar a produtividade destes isolados, Povew cuidado
deve ser tomado poraue na producac de merabdlitos secundarios
nem sempre a produtividade pode ser extvapolads

Apvio fivanceire: CNFPg, CONCITEC & FUEM



EITUIO CULTIVO DE ?1sollthus tinctorius (MARX 185) EW TANOUE AGI~

:

!

' OBJETIVOS: Estudar o crescimento e o aspecto do micélio produzido |
- durante o cultivo em tanque agitado.

)AUTORES M.
S.

E
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TADO POR PROCESSO DE BATELADA E POR CORTES,

S. OLIVEIRA, S.A.R. LOPES, A.G. PINTO, J.G. PRADELLA,
$. YOKOTI.

INSTITUICAO INSTITUTO DE PESQUISAS TECNOLOGICAS DO ESTADO DE SAo.
PAULD S/A.

éMATERIAL E METODOS: M{icrorganisme: Pisolithus tinctorius (Marx-
©185). Medo de Culfura MNM com 10g/f de extrato levedura. Inccufo:

‘Micélio obtido em cultivo estatico aos 20 dias de idade, era desa‘
ggregado em 11qu1d1flcador com solugac salina (0,85%) durante 3 se
§gundos A concentracao inicial do micélieo no fermentador era cer—i
ca de 0,7g/l. Metodofogia analitica: Amostras eram retiradas pew?
;rlodlcamente e efetuadas as analises de acdcares (DNS) massa se-— .
‘ca micelial (por filtracao e secagem em estufa (65° C/&8 hs) e me—f
‘dida do pH. Feamentador: New Brunswick modelo Bioferm com dorna |

de 7f gde capgciéaae contendo 2,5 de meio de cultura, era esterl
lizado a 121 °C por 1 h. Durante o cultivo eram mant das as Seguln

- tes condigoes: agitacao 400 rpm, temperatura 30° ¢, 0,2 vvn. g

éRESULTABOS OBTIDOS E CONCLUSOES: Os resultados experimentais mOSH.
. traram que, na fermentagao por cortes, a velocidade de crescimen-—.

H

i
i
P
!

t to do fungo fol bem superior aquela registrada nos ensaios de fer.
i mentagao por batelada. 0 tempo de fermentacao foi reduzido de 20
. dias para cevrca de 7 dias com obtencao de 6g/f de material celu~!

. lar na forma de pequenas pelotas com 3 a 4 mm de diametro. Tais:
resultados permitiram concluir preliminarmente que na fermentacdo
i por cortes, obteve-se uma produtividade maior do que no processo
i de batelada. Ha necessidade porém, de otimizar o processo, e tam—
: bem verificar se o produto obtido mantém as caracteristicas de

formacao de micorrizas em plantas.




160
E12

CORRE POR THIOBACILLUS FERRCQOXIDANS M 0

DERTH. DE BIOUNUIMICA, IMSTITUTS DE QuIMICA, UNESP - ARARAQUARA - 5P

lix 1v1a§ao bacteriana de metais e um processo alternativo aplica-
5 minérios de baixos teores, devido a s8u custo reduzido em caom
agan a metodos cgnvencionais. Yem sendo estudads em nosso laborg
drio s potencialidade da aplicagac desse metodo ac minérioc de  co-
nre ds Mins de Surubim, BA. MNos testes inicisis em frascos agltados
sstatou-se a agao significativa da bactéria na solubilizagaoc  do
ztal. Em contlnuldade aos estudos, avallou-se essa scap em  condi-
Ges mais proximas aguelas encontradas em aplicagoes industriais;
stc &, lixiviagao estatica por percolagéu. Assim utilizou-se duas
clunas contendo 500g de minerin/coluna, nas guais foram percolacas
1:;0&5 acidas (g“»B,J,, sendc uma 1ncculada e & QUITS esterili-
szda com formaldeids. Apds cerca de 100 dias de ensalo, ohigve-se
17 e B% de extragac de cobre na 1noculada e na est erlecda TESpHEeg
tivamente, indicando claramente s agao hacteriana no mingrio.
£ segt 1iir testou-se 3 acaQ de solugoes acidas de SQ_FatP férrico pro
d

A
do
par
€l

.

©a
e

soes 7
1 e
o

fﬂ

iuzidas pela hectéris, sabre © minerino em sstudo. Utilizou-se solu-
coes contendo 2,3 e 5,0 g/l em Fed* ag pH 2,5 em nOveEs coclunas.
Apts a estsnﬁleagéc do cobre em solugao (;1x1vladw, retirou-se es
te da solugac por "eementacac’ & reoxidou-se bacterisnamente O Fed+
or gwnadc no processo. A sejulr reciclou-Se novamente s solucsn pe-
1p min@rio para nove 2taps oe extragas. Ao final do ensaio  {(cer-
ra de 60 dias), obteve-se aproximadamente 25% de extragéa de cobre.
fete resultade pode ser considerado melhar gue o do pri imegiro teste,

sgis siem de um maior valor de extracans houve umz consideTavel redu

¢ac no tempo do Drocesso § Ul Menor CoNsumc de acide sulflrico, utl
lizado pars os ajustes de acider des solugoes lixiviantes.

1. Appio CNPg - FIG W
2. Bolsista de fperfeigoamento - CANPQ/PADCT
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BIGLIXIVIACAC DE XISTO POR ACAO DE THIOBACILLUS FERROOXIDAMNS POR
PCRCOLAGAC EM COLUNAS.

DE FRANCA, F.P. & SERVULO, E.F.C.

Departamento de Engenharia Bioquimica, Escola de Quimica/UFRJ.

A lixiviacao bacteriana esta baseada na capacidade de certas
bacterias, como as do genero Thicbacillus em degradar minerais
suifetados com a consequente solubilizacac dos metais. A fim de
estudar a aplicabilidade do processo microbiologico de lixiviaczo
do xisto retortado, foram realizados experimentos, em escala de
bancada, em condicoes mais proximas daquelas de campo.

Colunas do tipo air-1ift, 4ox400mm, foram preenchidas com 70
g de xisto retortado, -1/4 + 4 mesh, e 55 ml de solucao de HZSO4
0,5 g/1, perfazendo uma altura de 100mm. De modo a avaliar a con
ducac do processo foram fcltas determinacoes periodicas de pH @
concentracao de sulfato, ion ferroso e ferro total.

Verificou-se nao ser necessaria adicao de acido a lixivia
para ajustar o pH proximo ac valor Otimo de crescimento da bacte
teria empregada, ja que isto ocorreu naturalmente em 45 dias R
quando efetuou-se a inoculacao. Foi realizado ensaic em branco g,
para tanto, adicionou-se formaldeido ao xisto. Apos a inoculagao
houve um periodo (25 dias) em que o pH se manteve em torno do va
lor inicial, seguido de uma queda lenta ate 1.80, decorridos 30U
dias, passando a oscilar em torno deste valor. No ensaio em bran
co o pH manteve inalterado. o

Decorridos 140 dias do processo de biolixiviagao, propriamen
-te dito, alcancou-se um teor de sulfato de 28,4 g/1, o que condu.

ziu a extracao de 19,5% do enxofre total, em re1agao aos 9.8% ex.
gtra1dos no ensaio em branco. Entretanto, foram obtidas extragoes§
‘de 12,7% e 16,6%, respectivamente, para tempos de processo em for .

‘no de 90 e 110 dias.

i Em relagac ao teor de ferro total obtiveram-se baixos valo:
‘res dg extracao, estando praticamente todo o ferro sob a forma de
:Ton ferrico. f

1 0s resultados obtidos indicam a possibilidade de se extrair:
‘por via microbiana o enxofre residual do xisto retortado, e mesmo
;que no momento, nao seja viavel economicamente & importante por§

‘razoes de ordem ecologica podendo ser utilizado como tratamento
!despoluen?e ~ Trabatho auxiliado peio CNPq e CENPES: ;
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"UTILIZACAO DE SACAROSE NA PRODUGAO EM BATELADA
DE 2,3-BUTANODIOL POR Klebsiefla preumeniae NRRL B-199"

M.M. da Silveira & M.A. Berbert

Centro de Biotecnologia e Quimica - FTI - Lorena - SP

OBJETIV0OS: (i) avaliar a aplicabilidade da sacarose como substra
to para a fermentac¢ao butileno-glicolica, haja vista a inexisten-
cia de estudos publlcados neste sentido {ii) verificar a 1nfluen

cia da concentracao inicial de sacarose sobre a cinetica do pro-
cesso fermentativo.

MATERIAL E METODCS: ~ Os ensalos foram realizados em um fermenta
dor MICROFERM (NBS) com volume utll de 1,3%. 0 meic wutilizado
foi o descrito por PIRT & CALLOW '. As concentracoes iniclais de
sacarose {So) testadas foram 20, 40, 60 e 100 g/%. O pH foi con-
trolado em 5,5 com KOH SN e a temperatura em 36% 19C. A agita-
cao foi fixada em 300 rpm e a aeracao em 0,43 vvm. Sacarose R
apos hidrolise com HCE 1N, foi quantificada pelo metodo do DNS
0s produtos de fermentacao foram dosados por cromatografia gaso-
sa (DIC) em colunz PORAPAK-P. A concentragac celular foi medida
indiretamente através de leitura da absorbancia de suspensoes de
celulas.

RESULTADOS E CONCLUSOES: ~ Os rendimentos e produtividades atin-—
gidos foram semelhanteb aos obtidos em emsaios _que tiveram glico
se como substrato®, demonstrande que sacarose & um suaskrdto ade
quado a esta fermentacac. Nos experimentos de variacao da con—
centracao inicial de sacarose foi observado que o aumento de So:
favorece a formacac de butanodiol.0 fator de renaimentoY o/sPard.
So=100 g/g chegou a 0,49, o que equivale a uma eficiencia de fer
mentagao de 92,7%. A produtividade do processo teve o mesSmoO COm
portamento. Para So0=100 g/i o valor atingido foi 1,44 g/l.h. Va~i
lores de So mais baixos favoreceram o crescimento celular. Com’
So=20 g/ﬁ,o\/x/s alcancado foi 0,10 engquanto que para 100 g/ %, o
seu valor decresceu a 0,05. Em todos os ensaios a maxima veloci-
dade especifica de producac foi atingida nos tempos finais de fer
mentagao. A duragao da "lag-phase” dos cultivos aumentou com o
aumento do So, indicando inibicao pela sacarose. Nao foi observa

da inibicao pelo butanodiol até a concentracao mais alta alcanca—
da (48 g/l ).

1. PIRT, S.J.; CALLOW, D.S. J.Appl.B8acteriol., 21 : 188, 1958.
2. MILLER, G.L. Anal. Chemical., 31:426, 1939~
3. qABLAYROLLES J.M.; GOMA,G. Blotech Bloenﬁ 26:148, 1984, :
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PRODUCAD DE PENICILINA G POR Pendicifdium chrysogenum 17 - 1609
PAULINO, Oscar F.T. e HOKKA, Carlos O.
Departamento de Eng. Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos

_ Este trabalho teve por objetivo o estudo da capacidade de pro
ducao de penicilina por parte da cepa Penicil{lium chrysogenum 1Z-
1609, para posterior utilizacao em ensaios fermentativos em tan-
que agitado e aerado. Efetuados os ensaijos prelimipares, verifi-
cou-se que a cultura estoque original se mostrou nao produtiva.
Desta maneira, um processo de purificacao foi realizado no senti-
do de se obter uma cultura produtora de penicilina.

Foram realizados experimentos em batelada em frascos agita-
dos, a 250C, com sacarose ou lactose como principal fonte de car-
bono e energia, e com agua de maceracao de mithe como  principal
fonte de nitrogenio. A concentracao de substrato foi medida atra-
vés do método de Somogyi, a massa celular foi obtida pelo volume
de c2lulas compactadas e a concentracag de peniciling determinada
como ¢ "Metodo de Discos™. A purificacao da cepa original foi efe
tuada através do método das diluicoes sucessivas, com a poste-
rior verificacao qualitativa da capacidade produtiva das cuituras
obtidas atraves do metodo de Wickerham modificado.

Com este procedimento obteve-se quatro cuituras diferentes,
que testadas em ensaios de producac, apenas uma delas se mostrou
com capacidade produtora de penicilina. Assim, fof desenvolvido
um roteiro de tratamento de culturas que, quando impiementado,
propiciou o isolamento de uma cepa produtora de penicilina partin
do da cultura estogue original nao produtiva.
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”P§0Db¢ibUéémﬁéfﬁd'5ff§f66”5“ﬁﬁéf§§“5EWH{D§6[1SADO”
CELULOSICO DE BAGAGO DE CANA-DE-AGUCAR”

A.M.R.Prata & 1.M., de Mancilha

Centro de Biotecmologia e Quimica - FTL - Lorena - SP/Universi-
dade Federal de Vigosa - Vigosa - MG.

OBJETIVOS: Determinar a concentracao ideal de ferrocianeto de po
tassio para a formacdo de micelios de Aspengillus niger com caracq
teristicas de producdo de acido citrico, em hidrolisado celulosi-
co de bagago de cana—de—acucar; avaliar a influencia de alguns nu
trientes sobre a produgéo do acido, em fermentacao submersa.

MATERIAIS E METODOS: Utilizou-se hidrolisado enzimatico de bagaco
de cana-de-acucar pre-tratado por explosac com vapor. Os experi-
mentos foram conduzidos em "eorienmevers” de 250 mi contendo 50 md do
hidrolisado, pH 3,0, & 30°C e 200 rpm, em agitador retativo. 0O tipo
de inoculo foiode suspensac de esporos nao germinados. O cresci—
mento celular foi determinado por pesc secoe as caracteristicas
morfologicas do micélio observadas por preparagéoa fresce. Aguca-
res redutores totais foram determinados pelo metodo Nelsorm e aci-
do citrico pelo método de Marrier & Boulet 2.

RESULTADOS E CONCLUSDOES: Foram testados 5 niveis de ferrocianeto
(¢, 45, 50, 55 ¢ 60 ppm) para a obtencao do crescimento desejado, e
50 ppm apresentou og melhores resultados de produgéo (16,1 g/ D e
conversac (49%). As caracteristicas i{deais foram observadas em to-
dos os tratamentos, exceto 40 ppm, no gual houve formacao de micelios
com hifas demasiadamente longas e pouco resistentes, resultando
em baixos valores de produgaoc e conversao (1,6 g/ e 4%). 0 hidroli-
sado, com 50 ppm de ferrocianeto, foi suplementado com ISHZPOQ(l g/ft),'
NH4N03 (2 g/}, Mg504-7H20 (0,25 g/ i) e suas combinagces. Nos tra—
tamentos contendo NH,NO, obteve-se 20g/ 8 de acido citrice e no
no hidrolisado nao suplementado (controle), 16,7 g/ & . KH,PC, e
MgSOA.7H20, isoladam&_znte e comb"j.—nados apresentaran valores de 17,6
a 18,1 g/%. Em relacao % conversao, obteve—se 407 para I@_HZI’OA e
KHo PO, comMg504-7H20 e 52% para © co—ntrole. Os demais nac diferi
ram do controle. Nz presenca dos tres nutrientes obteve-se 0S5 mMe
nores valores de producao e conversao (14,9 g/ e 40%). Os resul-
tados indicam a necessidade de um controlador de crescimento do fun-—
go para a produgéo de acido citrico em hidrolisado celulosico de
bagago de cana—de-—agﬁgar, e que sua suplementagéo com N54N03 pro—
porciona maior produgao de acido.

1. NELSON, N. Biol. Chem. 153:357, 1944
2. MARRIER, J.R. & BOULET,M. J.Dairy Sci. 41:1683, 1958
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"EFEITO DA AGITACAO NA PRODUCAC DE ACIDO LATICO A PARTIR DO
HIDROLISADO HEMICELULGSICO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR"™

AUTORES: S8.5.8ilva & I.M. Mancilha
Centro de Biotecnologia e Quimica - FTI - Lorena - SP

OBJETIVOS: Aproveitamento do hidrolisado hemicelulosico do bagago
de cana-de-agucar para a producac de acido latico.

MATERIAL E METODOS: O hidrolisado hemiceluldsico foi obtido do ba
gaco de cana-de-agucar embebido em 35 mM de H2504,pré—tratado por
"steam—explosion” a 190°C/5 min. Microorganismo wutilizado
Lactobaciflus xylosus NRRL.B.4449. O indculo foi obtido apés o
cultivo das células em 100 mf do hidrolisado adicionado de saise
extrato de levedura (2,5 g/i) a 30°C/21 h. As fermentacoes foram
conduzidas em fermentador de 1 litro tipo MULTIGEN (New Brunswick
Scientific Co.} a 30°C/120 horas sob pH controlado 5,5, em dife-
rentes agitacoes. Periodicamente amostras foram retiradas para
avaliagéo do crescimento celular, dosagem de acido latico e de
carboidratos redutores totais (CRT).

RESULTADOS E CONCLUSOES: O efeito da agitacaoc na fermentacio la-
tica do hidrolisado hemicelulosico por L.xylosus revelou que,nas
condigoes experimentais utilizadas, a producao de acido latico
foi favorecida com o decréscimo da velocidade de agitacao. Veri-
ficou-se que ¢ maior consumo de CRT (71%) e omaior rendimento em
dcido latico (Y p;g 0,78) ocorreu quando a agitacao domeio foi de
200 rpm, enquanto que, as mencres velocidades especificas de cres
cimento (ix 0,10 h™ YD e de producao de acido (Up 0,20 h™*) foram
obtidas em maiores velocidades de agitacao. Os baixos rendimentos
em acido latico observados quando L.xyfosus foi cultivado sob agi.
tacao de 400 rpm, podem ser explicados principalmente pelo efeil-|
to toxico de 0, dissolvido no meio. Esta toxicidade podeser‘at;i[
buida a formacao de radicais superdxidos, os quais influenciaram
negativamente no metabolismo celular.




166
E18

ESTUDO MICROBIOLOGICO DA ngMENTAgﬁo LACTICA DE CENOURA (DALCUS
CAROTA L.), COM ACIDIFICACAQ INICIAL DA SAIMOURA.

J.N. SHIRAKI, C.H. FUNAI & J.S. GOLDONIL
FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP.

Objetivou-se no presente trabalho fazer o monitoramento mi
crobioldgice da fermentagao lactica de cenoura, acidificando-se a
salmoura de acondicionamento para atingir o nivel de pH ao redor
de 4,5, empregando-se os acidos lactico e citrico. Como  conmtrole
efetuou-se a fermentagao natural sem a adigao de agente acidifican
te, tendo sidc as fermentagoes desenvolvidas simultaneamente e sob
as mesmas condicoes ambientais. No decorrer das fermentagoes fez-
se contagens microbianas para_ verificar: populagao total, bacte-
rias lacticas, bactérias do genero lLeuconosioc, cocos sal-toleramn
tes, coliformes bactérias do grupo butirico (NMP), bactérias halo
filicas obrigatorlas {(MMP) e leveduras.

Atraves dos resultados obtidos constatou-se, em todos 0$
tratamentos efetuados a presenga desses grupos de microrganismos
A testemunha, no inicio da fermentagao, apresentou contagem maior
para: populacao total, bacterias do genero Leuconostoc, cocos sal-
tolerantes e coliformes.

Embora nao se tenha efetuado a analise estatlstlca dos da-
dos, depreendeu-se que as fermentagoes tiveram comportamentos seme
lhantes, com aumentos e oscilagoes das populagoes e, no final do
processo fermentativo, mostraram a tendéncia em diminuir as suas
contagens.
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MELHORIA FERMENTATIVA DE ZYMOMONAS MOBILIS PELA FUSAO
DE ESFEROPLASTOS

G.M.T.Calazans; J.O.F.Mcorais; J.M.Araﬁjo; E.M.Rics e
M.F.V.Q.Sousa.

Departamento de Antibiéticos, UFPE.,

Foram obtidos esferoplastos de Zymomonas mobilis par
tindo-se das culturas Agll e ZAP, por tratamento combi
nado com lisozima-EDTA e glicina. Feita a fusao de eg-
feroplastos viaveis de Agll (levana ) com esferoplas-
tos inativades (652C) de ZAP (levana ') resultaram colo
nias levana origens da série ZAG. Das amostras ZAG u-
Saram-se as ZAG-6 e ZAG-12 para comparag%o cCom as ce-—
pas parentais por antibiogramas e fermentaQSes Sob con
digoes de "stress" (38°C e 18% s6lidos soluveis). Anti
biogramas realizados em meio solido (glicose-extrato
de levedura) por incorporagéo das drogas ao meio e de—
posigéo superficial das suspensoes microbianas.
Resultados: As amosiras ZAG-6 e ZAG-12 sao mais resis-
tentes a penicilina e eritromicina que as parentais; e
malis resistentes a tetraciclina e gentamicina que z
Agil (receptora). Quanto a fermentacoes, a ZAG-12 reve
lou-se mais eficiente que as demais (73,7% do rendimen
to tedrico, contra 68,3% da ZAG-6, 66,1% da ZAP e 50,9
% da Agll). :

Esses resultados sugerem gue as amostras ZAG sao pro
dutos geneticamente modificados de Agll e ZAP.

P —
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ios de  Saccharomnyces
2S

PP S [

Teores de lipildios e polissacarlas
-~ | *
agoes de etancl produzidoe,

cerevisiae em diferentes concentira
F.P.de Franga & J.G.F.lLeite

. - [ Y S
Departamento Lngenharia Biogulmica-Escola de Quimica fUFRJ

Foram realizadas FermentagEES em batelada com alimenta-
rgo continua na vazao de 60 ml/h com caldo de cana adiciona-
do de agucar cristal perfazenda 305 g/1 ge substrato no meio
de alimentagao.Essa condlgao permitiu a Formagao de diferen-
tes concentragoas de etancl por Saccharomyces cerevisisze ,
ob jetivando a quantificaggo do teor 1ig{dico e polissacari-
dico das células nos diferentes teores de alcool produzido.
0 calda foi clarificacdo e fortificado com(NH4 )oHPO, e ex—
trato de levedo.Amassa celular foi quantificada por péso se-
co relacionada com absarbancia a 40G nm;unidades formadoras
de colénias pelo metodo pour-plate em gelose Sabouraud;subs-—
trato,apés hidrolise écida,pelo metodo da glicose-oxidase;
etanol par cromatografia gasosa,segunda Goel & Pamment,sen-
g¢o o etanol interno calculado por equagéo proposta por Dasa-
ri et al, & o volume celular medido conforme técnica de Bor-
zanli & Vairu;lipidios apos extraggo com solventes {Barreto-
Bergter et al.) e polissacaridios apds hidrolise alcalina
das células e precipitagéo etanGlica (Barretc—Bergter & Tra-
vassos ).

No decorrer do ptocesso nao occorreu inibiggo da sintese
de lipidios,evidenciando-se,entretanto,significativa dimi -
nuicao da concentragac lipidica guande o valor de &lcool foi
106 g/1.A partir de 87 g/1 de etancl,samorreu tembém diminui-
an de palissacarldlos celulares,mostrando ter havido remo-
gau dos agucares das células.A viabilidade destas celulas
nao sofreu influencia entretanto foram incapazes de produzir
maior teor alcodlico.Conclui-se portanta que a modificagao
na composigao celular leva a diminuigAo da capacidade fer -
mentativa, A
% Auxiliado pelo CNPg

o R - oy

¢
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ADAPTACAC DE Saccharomyces cerevisiae
A DIFERENTES CONCENTRACOES DE ETANOL
E. Jessouroun & F. Yokoya (*)
Pretende-se estudar a sensibilidade de uma

cepa de S. cerevisiae isoclada de uma usina de alcool,
através da avaliacac de sistemas fermentatives aerado
e ndo aerado, em ciclos fermentatlivos consecutivos
empregando~se 20% de glicose.

Apds cada ciclo, foram feitas curvas de acidi
ficacdo utilizando-se suspensoes de células, 20% de
glicose e 0,2,4,6,8 e 10% de etancol. A medida da
sensibilidade ao alcool fci avaliada pelo comportamen-
to de levedura durante as curvas de acidificacao,
empregando-se as diferentes concentracdes de etanol.

Observou-se uma adaptag¢ao crescente da célu
las ao etanol, nos dois sistemas, ao longo dos ciclos
fermentativos. Este fendOmeno foi analisado atraves

dos coeficientes angulares obtidos pela relacao entre
os valores de pH finais e concentracodes de etanol tes
tadas nas curvas de acidificacgéo.

Os resultados obtidos contrariam a literatura
gue faz referéncia ac desenvolvimento de maior resis
téncia ap etanol em S. cerevisiae cultivadas em pre
senga de oxigénio.

(*) Trabalho desenvolvido com auxilio da FAPESP.
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Comprovacao da permeacgao do etanol em celulas de
Saccharomyces cerevisiae =

S.G.F.Leite & F.P. de Franga
Dept? Engenharia Bioquimica—ﬁscola de Qu{mica

Foram realizados experimentos com ¢ diferentes
amostras de leveduras em baixo teor de substrato{24g/l
e em condiggo favoravel 3 fermentacao(1l54g/1).Diferen-
tes teores de etanol(0 a 83g/l)foram adicionados ao
meio.Nas duas condigSes foi verificado o efeito do
4lcool adicionado e do alcool produzido no poss{vel
acumulo intracelular.0 meioc de cultivo empregado foi
caldo de cana de acucar clarificado,fortificado com
2g/1 de (NH4)2 HPO4 ou diluido e enriquecido com nu-
trientes guando baixa concentraggo de acucar foi re-
querida.Foram quantificados:substrato,apés hidrolise
écida,pela glicose-oxidase;etanol por cromatografia
gasosa,segundo Goel & Pamennt.0 etanol externo foi de-~
terminado no sobrenadante e o interno,na suspensaoc ce-
lular de acdrdo com Dasari et al. ,sendo a fragac volu
métrica celular medida segundo tecnica de Borzani &
Vairo.

A influéncia da crescente adicao de alcool no
meio foi evidenciada pelo aumento do teor final de
substrato detectado e pela diminuicao do produto for-
mado para todas as amostras estudadas.Nenhuma das l1i-
nhagens acumulou etanocl nos experimentos realizados.
Ficou bastante evidenciada a germeaggo do produto,ten:
do em vista que a concentracao interna fol sempre prg
xima da concentracao de alcool no meio,mesmo guando a
produgao foi muito baixa.Todas as amostras mostraram-
-se sensiveis & adicao de 83g/1 de etanol no meio,quan
do se verificou atividade metabolica nula.

*Auxiliado pelo C¥NPg
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ESTUDO GENETICO DA TOLERANCIA AO ETANOL EM LEVEDURAS

L.Gimenez Jr.; F.C.A.Tavares
ESALQ/USP-Dpto de Genética-Apoio FAPESP

Na fermentacao alco8lica a inibigdo pelo produ-
to & considerado um sério problema, principalmente de
vido ao seu efeito sobre a fisiologia e sobre a cind-
tica do processo. A tolerdncia ao etanocl, por conse-
guinte, vem sendo considerada uma caracteristica im-
portante para o melhoramento de leveduras. Apesar dis
to, existem informagaes limitadas quanto a4 base gen§
tica da tolerdncia ao etanocl, verificando-se tambem
dificuldades metodoldgicas de avaliag3o e selecao de
linhagens. Com o objetivo de estudar estes aspectoss ,
utilizando-se de metodologia gue permite associar a
inibigao pelo etanol entra e extracelular, seleciona-
ram-se sete linhagens, das quais duas contrastaantes
foram utilizadas na andlise genética. Para tanto a
inibigaoc pelo etanol foi avaliada, obtendo-se dados
sobre as linhagens parentais, o hibrideo resultant: do

. Seu cruZamestc e linhagens segregantes obtidas de mei
 oses completas. Associasse neste estudo a  avaliagao
quantitativa da produgao de etanol e a metodologia de
andlise de tétrades. A anilise estatistica, em plo-
| cos ao accaso e trés repetigdes, compreendeu completa |
mente o desdobramento das fontes de variagao e tes~
tes de significdncia.

Com este trabalho obtivemos uma nocdo da base
genética do card3ter, constatando uma possivel liga-
G830 entre o gene estudado e .o condicionador da rea-
gao sexual. Tamb8m podemos chegar a um método eficien
te para avaliagao deste caridter gquantitativo. B
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INDUCAO, ISOLAMENTO E SELECAO DE MUTANTES DE Zymomonas

mobilis CP4 MELHORES PRODUTORES DE ETANOL A 40°c.

J.D.G. Vieira, W.V: Guimardes, D.O. Silva
LAB. MICROBIOLOGIA~-DBG, UFvV, M.G.

visando melhorar a producgdc de etancl & 4OOC, célu-

las de Z. mobilis CP, foram tratadas com 50ug/ml de ni-

trosoguanidina por 1 hora e incubadas em meioc agar RM,
por 48-72 horas a 30°C. Cento e nove coldnias foram

transferidas pela técnica de réplica para agar RM e in-

cubadas a 30, 40 e 42°C. Observou-se que 8¢ isolados

cresciam A& 40-42°C. O tempo de geracio destes isolados
e da estirpe original foram determinados, tendo sidoob
servado que todos os isolados possuiamum tempo de gera

cao menor que a original. Os 8 isolados foram testados

‘quanto a capacidade de produzir etanol 3 40°C em meio

- dos, demonstraram nao haver diferenga significativa en

RM-sacarose 25%. Apds 24 horas de fermentacgdo, aligquo-
tas foram analisadas gquanto ao consumo de sacarose e
producdao de etanol. A analise estatistica dos resulta—%
tre os isolados e a original. Trés isolados que apre-
sentaram menor tempo de geracdo, mais a estirpe origi—‘
nal, foram testados em caldo de cana-de-agicar, duran-
te 48 horas. Observou-se gque 2 deles apresentaram uma

produ¢ao maior e mais rapida que a estirpe original.

CAPES/CNPg
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SELEGAC DE LEVEDURAS PRODUTORAS DE ETANOL

I.M.G.F.Fonseca; E.M.Rios*; J.O.F.Morais¥*; R.V.Antunes
e T.L.V.Nery.

Fundagao Instituto Tecnoldgico de Pernambuco - ITEP.
*Departamento de Antibidticos, UFPE.

Setenta e oito amostras de leveduras foram avaliadas
em meioc a base de melago + calde de cana quantc a suas
jcapacidades fermentativas a fTemperaturas de 352C, 40¢C
ie 422C. Os valores maximos de perda de massa (metodo a
dctado para a avaliagao) em 73,5 ml do meio fermentante
'foram resoeCtxvamente 0,91g, 0,81g e 0,73¢ apos 48n.
| Onze amostras ceste conjunto de leveduras (9 de Sac-
charomyces cerevisiae e 2 de S. chevalieri) e mais 6
leveduras contaminantes de fermentagaes alcodolicas in-
Edustria“’s (S norbensis, Candida curiosa, C. sake, .
lambica, Pichia membranaefaciens e Kluyveromyces 50. )
foram testadas quanto a suas resisténcias a drogas (de
uso terapeutico: cetcconazol, lauril-sulfato sédico de
mepartricina e nistatina e biocidas de emprege indus-—
trial: um derivado de amonio quaternario e um organo—
sulfuroso), em meio sélido a base de melago. As drogas
foram incorporadas ao meio em concentracoes de 1 a 50
opm (UI/ml, no caso de nistatina e mepartricina) e os
resultados 1idos apos incubacio de 48h a 35°C. Nistati-
na e mepartricina exibiram mailor poder de inibigéo que
o cetoconazol; as leveduras produtoras de etancl mostra
ram-se mais sensiveis a estas drogas. 0 derivado de amg
nio quaternarlo, usado até 30 ppm, revelou-se inécuo,
enquanto ¢ organo-sulfuroso causou inibigéo a partir de
S ppm.

Foram investigadas as resisténcias de 4 amostras de
leveduras ao tratamento acido (pH 2,4 por 3,5h). As re-
dugSes de viabilidade celular, quantificadas por conta-
cem de colonias em meio de melago foram: 9,2%, 12,5%,
13% e 18,4%.
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Lng DE CULTURAS DE z MOBILIS EM CONDIGOES ADVERSAS

lJE FERMENTAGAC ALCOOLICA E TESTE DE RESISTENCIA DESSAS

CULTURAS A ALGUNS ANTIBIOTICOS

HMLFL.V.Q.Sousa; G.M.T.Calazans; J.0.F.Morais; R.M.Cesa-
i ric* e T.L.V.Nery™

éDepartamento de Antibidticos, UFPE
- *Fundagao Instituto Tecnologico do Estado de Pernambuco

Este trabalho tem dois objetivos: 1¢)Selecionar, den-
tre 17 culturas de Z. mobilis, a que apresenta a maior
eficiéncia de fermentagao em caldo misto a Brix 18 e
temperatura de 382C; 2°)Testar essas mesmas culturas

' quanto a resistencia a varios antzblotlcos visando a
Cum pOSSJV@l emprego industrial em meios naoc esteriliza

S dos.

?Ley (3DL) e as fermentagoes feitas em frascos de Erlen-
i meyer de 250 ml nao agitadcs, contendo 4 ml de inoculo

. traram-se resistentes a Estreptomicina, Gentamicina e g
Cloranfenicol {>100 ppm), sensiveis a Tetraciclina e Ri

As culturas foram conservadas em meio de Swings & de

e 170 ml de meic a base de melago e caldo de cana a
Brix 18, enriquecido com {NH ) (1g/1) e K_HPO (1g/
1). O meio de fermentagao nao §01esterlllzadogmas4prote
gido contra contaminagces por Penicilina V {(10mg/l), Es
treptomicina (20mg/1l) e Nistatina (SGmg/ml}. As fermen-
tagSes foram acompanhadas por perda de massa, 0S8 agﬁca—
res redutores totais dosados pelo método do DNS e o etal
nol, por cromatografia em fase gasosa. Os resultados
mostram que a cultura 2-1-85 fol mais promisscora nessas
condigGes e apresentou uma eficiéncia de fermentagao de
77 43%.

Os testes de resisténcia a antibioticos foram realizal
dos em meio sOlido SDL e as culturas de Z. mobilis mos-—

famicina (>1¢5 ppm) e com sensibilidade moderada a Peni)
cilina (>25<¢50 ppm) e a Eritromicina (»75<100 ppm).
Apoio Financeiro: SDI.
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PRODUCAO DE ETANOL POR PROCESSO DESCONTINUO
ALIMENTADO
J.C.M. Carvalho; E. Aquarone & S5.3ato
Depto de Tecnologia Bioquimico-Farmaceutica, Faculdade de
Ciencias Farmaceuticas,
Universidade de Saoc Paulo. Cx.Postal 30.786, CEP 01051
Sao Paulo, SP.

;Objetivos Verificdr a influencia da vazao exponencialmente de-
crescente do tempo de enchimento (T) em processo descontinuo
{alimentado para producac de etanol, com mosto de melaco de cana-
de agucar nos parametros: rendimentc e produtividade em etanocl .
Materiais e Metodos: Trabalhou—-se em fermentador de capacidade
nominal de 14 L, com volume de operacao de 10 L, temperatura de

32 T 19C e frequéncia de agitacdo 200 min~l. O indeule foi prepa
rado com S. cerevisiae, ng forma de fermento prensado, suspenden |
do-o em agua destilada a fim de preparar 3:iL.de’indculo com con- |
centracao inicial em massa seca (Xg) igual a 53 g/L. O melaco foi
previamente clarificado com NaHyPO4-7H70 e diluido adequadamente
a 230 g/L, suplementado com 0,5g/L de uréia e pemicilina V acida
na concentracao de 500 Ui/L., O pH foi corrigido para 4,5 a 5,0.

0 volume de mosto adicicnado foil de 7,0 L, obedecendo-se a seguin
te equacdo de adicdo: F = F,. e KT» onde F(L/h) = vazio no tempo
t,%ﬁL/h) = vazao inicial, e = 2,72; k{h"l) = constante de adicio
e t (h) = um tempo genérico {(tgT). Resultados: Quando T = 5 h
obteve-se para K = 0,4 h™l, P = 8,4 g/lh; K = 0,6 h™1, P, =

8,7 g/Lh. Quando T = 7 h, obteve-se: para K = 0,4 h“l, Po =

8,8 g/Lhy; K = 0,6 h*1, P, = 8,9 g/Lh. Conclusoces: Os rendimentos
em etanol foram praticamente iguais nas diversas variavels estu-
dadas. As produtividades em etanol para vazdes exponencialmente

decrescentes foram maiores que para vazoes constantes.

Apoie Financeiro: FAPESP
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AVALTAGAD DA FLORA BACTERIANA EM UMA INDUSTRIA SUCRO-ALCNNLEIRA DU
RANTE UMA SAFRA.

J. R, PILON, M.C. BERTOLINI

Instituto de Quimica, UNESP, 14.800 - Ararsguara - SP

0 processo de produgasc industrial de etancl ecorre principalmente
com a utilizagao das leveduras  Saccharomyces cerevisiae e

Saccharomyces uvarum. No decorrer de uma safra, a levedura ‘origi-
nal sofre caontaminagdes principalmente com bactérias e outras leve
duras. Com c objetivo de se avaliar a contaminagao bacterians de
uma inddstria =icooleirs da regiao, amostras feram coletadas em di
ferentes locals da usina durante s safrs de 1988 e, spos diluigzo,
nlagueadas nos meios "Plate Count Agar", "Main Rugosa and Sharp
fgar” e caldo de cana suplementsdo com extrato de cerne 1%.Diferen
tes colonias, com relagas a cor, forma e aspects feram  isoladass,
purificadaes e classificadas de acordo com as suas raracteristicas
morfologicas e fisioldgicas. A peopulagao bacteriana  contaminante
foi predominante Gram positiva (97%) e correspondem acs genercs
Bacillus (47%), Listeria (17%), Pseudomonas {3%), Clostridium(3%),
Lactobacillus (11%), Leuconostoc {3%) e bacterias nao classifica -
das (19%). Das amostras ccletadas, a agua de lavagem de cana apre-
sentou meior diversidade de contaminagas bacteriana. A avaliagac
da sensibilidade das hactérias em relagao aos antibidticos smpici-
lina, kanamicina, tetraciclina e penicilina G, mostrou que o anti-
bidtico kanamicina & o mais eficiente no controle da populagac bac
teriana, uma vez gue 94% das bacterias sao sensiveis, seguido de
tetracicline (B0%). Em relagac as bacterias correspondentes a um
mesmo genern, a sensibilidade varia com os diferentes antibioticos

utilizados.
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CONCENTRACKO INIBITORIA MINIMA DE BICCIDAS USADOS NAS |
INDUSTRIAS SUCRO-ALCOOLEIRA DE PE,,PARA CEPA DE ENTE-
ROBACTERIACEAS.

C.A.M.ESCOBAR;G.M,CAMPOS TAKAKI;E M.M.RI0S3J.0.F. MO~
RAIS,

Depto. Antibiot{cos - CCB-UFPE.

Foram determinadas concentragoes inibitdrias mi
nimas de Enterobacteriaceas frente a quatro biocidas *
mais utilizados nas destilarias de PE. Todas as cepas' |
apresentaram resistencia aco Bactol-Q na mais alta con-
centragac utilizada-100ppm. De meodo geral, concluiu-se
gque as Enterobacteriaceas quando testadas frente acs '
outros biocidos apresentaram os segulntes resultados: ;
Busan 881 cerca de 58% das cepas foram resistentes a,
mixima concentragao; Busan 1001 fol obtido 75% de ree
sistencia a mesma concentragao{100ppm)} Entretanto, o '
Busan 887 apresentou 42% das cepas sensivels a uma cqg!
centracac entre 10-25ppm} 25% demonstraram inibicac pa:
ra concentragao entre 25-50ppm ¢ apenas uma cepa apre=.
sentou resistencia a concentragac de 50-75ppm.

CNPq - FINEP
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TSOLAMENTO, CARACTERIZAGCKO E SENSIBILIDADE A DRQ
GAS POR BACILLUS CONTAMINANTES DA FERMENTACAO!
ALCOCLICA.

C.A.M,ESCOBAR; G.M.CAMPOS TAKAKIj; E.M.M.,RICS;J.C
F. MORAIS,

Depto. de Antibioticos - CCB-UFPE

Quarenta amostra de Bacillus foram isclados

a partir de fermentagoes industriais sucro-alcco_
leiras de PE, Foram pesquisados suas caracterig
ticas morfologicas e biogquimicas dcs'especimensq
FToram realizadss concentragao inibitoria minima’
(CIM) para penicilina e tetraciclinas, bem como,
agentes biocidas (A,B,C,D) todos usualmente utl-

1izados em processos industriais. Os resultados

obtidos demonstraram que 32 cepas correspondiam’
a Bacillus subtilis, 4B. pumilus; 2 B. licheni =

formes;) B, cereus; 1 B. brevis.

No teste de atividades com biocidas essas /
apresentaram comprotamento diferentes, variando’
o grau de resistencia a partir de 5ppm. a supe =
rior a 10Cppm.

Sendo possivel indicar que B. cereus foi //
o gue se apresenta mals sens{vel aos testes de
atividade.

CNPq - FINEP

B
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SCROTIPOS DE STR
RAQUIDIANC (ICR).

TPTOCCCCUS PUELMONIAE TSOLADOS DE LIZUIDO CAFALOR

4.E. TAUNAY, R. AUSTRIAN, I.¥. LAWDGRAF, M. F.P, VIEIRA & C.E.A.
MELLES.

INSTITUTO ADOLFC LUTZ - SAO PAULO.

Desde 1977, o Instituto Adolfo Lutz (IAL) tem participade de um
levantamente que tem por finalidade identificar os tipos de S.
preunciiiae ou pneumococo isolados de infecgoes causadas por esta
bactéria. Esse estudo visa conhecer a prevaléncia dos tipos de
priewrococos cue podem ocorrer em diferentes ireas geogréficas e,
no presente caso, se limitoun & cidade de Sac Paulo. As cepas de
pr.eunococo isoladas forzm encaminhadas 20 Dr. Robert Austrian do
W0 Pneumococcal Reference Center, da Universidade de Pensilvanig
Estados Unideos, para identificagzo so:olégiC?. Cs resultades des
ta sorotipagem szp apresentzdos e analisados em relaggo A preva -
1éncia, incidéncia em diferentes faixas etarias e s estagoes cli
méticas, no periodc de 1977-1988. Cepas de preunococo isoladas
do ICR, em numero de 1.C0C, foram identificadas sorologicamente
em 60 sorotipos, obedecendo a nomenclatura dinamarquesa, A maior
frequéncia foi dos sorotipes 1, 6B, 18C, 14, 5, 3, 6A, 23F, 1I3F,
12F. Estes sorotipos distribuidos segundo faixas etarias demons-
traram incidencia variavel, notando-se uma certa peculiaridade,
ou seja, a grande incidencia do sorotipc 6B na faixa de zero a
2 anos, do sorotipo 1 na faixa de 3 ate 50 anos, e do sorotipo 3
na faixa acima de 50 anos. Nos 12 anos considerados, 25
sorotipes apresentaram uma certa uniformidade na frequencia; o
resme Foi observado com referéncia as estacoes climaticas, apenas
com um numero maior de infeccdes meningeas causadas por prewoco-
co nos meses mais frics, Considerando a gravidade das infecgoes
prneumococicas, notadamente as meningites, e a pouca informagao Te
lativa aos sorotipos pneumcqécicos cue ocorrem na regigo, conside
rou-se de grande importancia atender a solicitac2o de participar
nesse levantamento, pois as informagdes guanto aCS sorotipos sac
orientacac para a producac de uma vacina que contenha os polissa-
carideos pneumocécicos mais frequentes na regiZo de sua aplicagao}
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ESTREPTOCOCOS ISOLADOS DO SANGUE E OUTROS FLUIDOS ORGANICOS

A.A., BORGES-NETO; S.E.L. FRACALANZZA; L.M, TEIXEIRA; M.C.de
MATTOS & C.E. LEVY. Departamento de Microbiologia Medica do
M — UFRJ e Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto - USP.

Os estreptococos s30 importantes agentes etloioglcos de uma vari-
edade de processos infecclosos no homem. Em mfecgoes de vias ae-
reas superiores e de pele destaca-se a partlolpagao dos estrepto-
cocos beta hemoliticos do grupo A, enquanto que em fluidos orga-
nicos, os estreptococos mais frequentemente isolados sac os aifa
e nao hemolltlcos Nos uitimos anos, esses microrganismos tem so-
frido uma série de modificagoes importantes na sua biologia e te~
xonomia, sendo dessa forma importante uma garactemzagao precisa
em particular daqueles isolados de infecgoes mals graves. No pe-
riodo de outubro de 1986 a dezembro de 1988 foram estudadas 180
anostras de estreptococos isoladas de sangue(lSO amostras) e ou-
tros fluidos orgamcos (llquor - 34 amostras e 1iquido pleural- 6
amostras) no Laboratomo do Hespital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirao Preto da USP. As fontes de estreptococos be-
ta hemoliticos (30 amostras) foram sangue (26 amostras) e llquor
(4 amostras). A identificagao sorologlca feita atraves de reagoes
de premm.tag:ao em capilar e/ou aglutlnagao pelo latex permitiu
a caracterlzagao dos grupos A{15 amcstras, 13 em sangue e 2 em
liguor), B(9 amostras, 8 em sangue e 1 em liguor) , C(2 amostras,
apenas em sangue) e G(4 amostras ,3 em sangue,l em liquor). Entre
as amostras de estreptococos nao beta hemoliticos (160 amostras),
97 foram identificadas presuntivamente como Streptococcusf
pneumoniae (72 de sangue, 22 de liquor e 3 de liguido pleu -~
ral) atraves dos testes de susceptibilidade a optoquina e bile
solubilidade. As 42 amostras de estreptococos do grupo D foram
iniciaimente identificadas presuntivaments atraves do teste da
bile esculina, sendo posteriormente confirmadas por festes so-
rologicos. A diferenciacao entre estreptococos do grupo B(S a-
mostras, 6 em sangue e 3 em ]_'Lquor) e enterococos(33 amostras
28 em sangue, 3 emnm h.quor e 2 em hquldo pleural), assim co-
“mo a classificagcao em especies fol baseada nos resultades do
.Teste de PYR e testes fisiologicos,respectivaments. As 21  amos
tras classificadas como estreptococos viridans(i8 isoladas de
sangue, 2 de liquor e 1 ge }_'Lquldo pleural)foram diferenciadas
em especles de acordo com seu comportamento fismloglco. 0s
prieumococos e enterococos, r‘especuvamente foram os escreptoco
cos predominantes nos fluidos orgamcos analisados.

Trabalho realizado com auxilio do CNPg, FINEP e CEPG-UFRJ
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ESTREPTOCOUCCTAS tM PACIENTES DO HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDA-
DI DE MEDICINA Dt RIBEIRAO PRETO - USP.

B.C.S.Cerqueira®, M.l.Junqueira®, M.L.Silva™, A.A.M.Gongalves™ §&
C.E.Levy**.

*Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, **Hospital das Clinicas
da BJRP.

As infecgOes estreptocdcicas, segundo as estastisticas mundiais,
estio entre aquelas que mais afligem a espécie humana em ordem de
prevalencia. Os estudos sobre estas infecgOes constituem uma das
linhas basicas de pesquisa para a Disciplina de Microbiologia do
Departamento de Parasitologia Microbiologia e Imunologia da Facul
dade de Medicina de Ribeirao Preto ha tres décadas. A partir de
margo de 1981 passamos a identificar as amostras isoladas de paci
entes do HC-BMRP. Foi feita a classificagao antigenica das amos-
tras por precipitagdo em tubo capilar com anti-soros especificos
para grupos A, C e G. O polissacarideo das amostras foi obtido
pela extracdo enzimatica pelo Streptomyces albus, preconizado por
maxted. Os anti-soros usados no reccnhecimento dos grupos A, C e
- G foram preparados no laboratorio da Disciplina de Microbiclogia
segundo técnicas e recomendacoes do ''Center for Disease Control''e
"Cross Infection Reference Laboratory'. Foram classificada 761 a
“mostras de Streptococcus beta-hemoliticos de pacientes do Hospi -
tal das Clinicas provenientes de diversos locais anatOmicos: 293
. de orofaringe, 122 de lesoes de pele, 111 feridas ortopédicas, 36
de sangue, 27 de urina, 172 de outras secrecoes. Das  amostras
. classificadas 548 foram identificadas como StreptocOcCus pyogenes,
. 69 como grupo C, 73 grupo G e 71 nao-reggiram Com nenium dos SO -
- ros testados (nao A,C,G). As amostras de STrépkgcoccus pyogenes
' predominaram em lesoes de pele, enquanto que as gao A, C, G em
urina.
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ANTAGONISMO ENTRE $.AUREUS E ESTREPTOCOCCS & HEMOT.ITI-
COs DO GRUPC A '

A.T. Nami & L.C. Benchetrit

Centro de Referencia wmara Estreptococos. Institute de
Microbioloaglia da UFRJ.

¢ antagonismo microbiano @ um ferdmeno biolocico onde certas
| especies bacterianas podem interferir no crescimente de outras.Es
i sa interferencia deve-se possivelmente a formacdc de bactericci-
'nas com propriedades antibioticas.

Uma amostra de S-aureus e de S.pyocenes, 1soladas de um caso
de 3_nfecgao mista na oele, foram utlllzadas reste estudo. A i
‘terferer\c:La foi pescuisada, utilizardo-se tanto O crescimento em
‘meio sOlido quanto em meic liquido. Para os testes em meic s0lido,
una das amostras foi semeada de forma a se obter wm tarete, en—
quanto que a outra foi nosteriormente depositada em "spot” e, vi-
| ce~versa.

Os estudos em meic liguido foram realizados a partir da mistu
; ra dos microrganismos em um mesmo caldo de cultive. O crescimento
foi monitorado atraves da retirada de allquotas em tempos determi
nados (0,3,6 e 24hs)para a contagem do ntmero de celulas viaveis
e ryosterior comparacao com a curva de crescimento de cada uma das
amostras.

0s resultados obtidos revelaram uma inibigao parcial somente
: do _S_.Evocrenes tanto no crescimento sobre a forma de tapete, quan
. to em "spot". Em meio liquido pGde-se observar um consideravel de
c1inio no mmero de coldnias de estreptococos, encuanto que a a-
rostra de S.aureus manteve seu crescimento normal, guando compara
do com a curva controle. Sendo assim, pOde—se detectar wma inibi-
cao de S.pyogenes pela influencia de S.aureus com a possrvel pro-
dugao de uma bacteriocina ; O que caracterizarad o fenfmeno antago-
nistico entre as duas espécies.

Orodos financiadores: CNPa, FINEP/PADCT e CEPG da UFRJ
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OPACITY-FACTOR MEUTRALIZATION TEST: AN ADDITIONAL MAR-
KER TO IMPRCVE THE CHARACTERIZATION OF GROUP A STREP-
TOCOCCI.

L.C. Benchetrit & D.R. Johnson

WHO Collaborating Center for Reference and Research on
Streptococci, University of Minnesota, Minneapolis, USA
& Institute of Microbiology of the Federal University,
Rio de Janeiro.

M and T-tvping of strains of group A streptococci
were performed by standard technigues. All HCl extracts
were tested for opacity factor (OF) and positive strains
for specific inhibition of OF. Only 26% of the strep-
tococcl were M-typable. Five of the M-negative, 0OF-po
sitive strains were OF- typable (types 48, 58 and 73).
Two of the OF-positive, T-non-typable strains (27%)
were tested with a set of €0 human OF antisera. One
was not inhibited by any of the sera. The other was
inhibited by 12 different sera all of which shared antj
body to M~-48 OF. The remaining non-typables were all
screened for M-48 but no further positives were found.

Many strains were T-tvpable only after remeated
attempts using mild digestion technigues. Classification
of streptococci by inhibition of the OF using human
sera remains a valuable additional means of recognizing

strains difficult to type.

Study supported by grants from CNPq, FINEP/PADCT,
CAPES & CEPG ,~ UFRJ.
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CARACTERIZACAC FISIOLOGICA DE ESTREPTOCOCOS DO GRUPO B
DE ORIGENS HUMANA E ANIMAL.

T.G.F.M. Batista & L.C. Benchetrit

Centro de Referencia para Estreptococos. Instituto de
Microbiologia da UFRJ.

Os estreptococos do grupo sorolégicg B (EGB) podem
sery identificados presugtivamente atraves de utilizacao
de varios testes fisiologicos.

Neste trabalho estudamos amostras de EGB frente aos
seguintes testes: CAMP; sensibilidade a bacitratina e
ao Sulfametoxazol trimetoprim; crescimento em meio hi-
persalgado (6,5%); hidrolise da bile esculina; hidroli
se do hipurato de sodio e utilizacdoc da lactose.

Nao houve diferengas significativas na capacidade
de produzir hipuricase, crescer em meio contendoc NaCl,
e na resistencia ao Sulfametoxazol trimetoprim entre
cepas humanas e bovinas. Porem, somente 45% das cepas
humanas utilizaram a lactose, 17% das bovinas foram re
sistentes a bacitracina e 15% destas escureceram O meio
de bile esculina.

Diferengas biolbgicas mais significativas entre es
sas amostras estao sendo avaliadas.

Orgaos financiadores: CNPg, FINEP/PADCT; CAPES e
CEPG da UFRJ
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PRODUCAC DE PIGMENTO PELOS ESTREPTOCOCOS DO GRUPO B
T.G.F.M. Batista; E.M. Ladeira & L.C. Benchetrit

Centro de Referéncia para Estreptococos, Instituto de
Microbiologia da UFRJ.

Os estreptococos do grupo B de Lancefield (EGB),
agentes etiologicos de infecgOes humanas e animais sio
amplamente estudados devido ‘a sua importancia atual nas
infeccoes neonatais. A sua identificacdo pode ser pre
suntiva. Dentre os testes presuntivos, a deteccao de
pigmento vermelho-alaranjado em meios de cultivo con-
tendo amido e peptona e um dos mais especificos para
O grupo, ja gue os demais grupos de estreptococos nao

elaboram plgmento.

‘ O meioc (10ml) utilizado foi descrito por Tapsall
& Phillips (Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 7; 225;
1987). O inoculo consistiu de 10 coldnias de EGB pre
viamente ativadas em meio de agar sangue. ApOs incuba
gao por 18h a 379C, as culturas foram centrifugadas e

o sedimento bacteriano lavado com PBS. Um volume de

0,1ml de solucac extratora foi adicionado as bacterias
e incubado por 30 min a 379C. Apds incubagdo e nova

centrifucacao a leitura visual {coloracao das celulas
foi feita contra fundo branco. Juntamente com as cepas
de EGB, uma amostra de grupo A {M12, T12) foi utiliza

da como controle negativo.

Cbservou-se 98% de positividade para cepas huma-—
nas onde detectamos forte produgao de piamento. Cepas
bovinas apresentaram 92% de positividade, mas a produ
cao de pigmento foi menos intensa.

Orgqaos financiadores: CNPg, FINEP/PADCT, CAPES e CEPG
da UFRJ
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DESENVOLVIMENTO DE UM TESTE PRESUNTIVO RAPIDOC PARA A
IDENTIFICACAO DE ESTREPTOCOCOS DO GRUPO B.

L.A. Teixeira:; A.M.S. Figueiredo & L.C. Benchetrit.

Centro de Referéncia para Estreptococos. Instituto de
Microbioclogia da UFRJ.

Os estreptococos do grupo B de Lancefield (EGB)
t8m sido apontades como importante agente de infecgces
necnatais. Nos desenvolvemos um teste capaz de diferen
ciar o EGB dos demais estreptococos beta-hemoliticos,
durante o crescimento em meioc liguido. O meioc se baseia
no principio biogquimicc da alteracao do pH, indicado
pela mudanca de cor de um corante presente no melo {pax
pura de bromccresol), e da atividade antimicrobiana do
dcide nalidixico e da gentamicina.

Das 86 amostras testadas, 81 (92%) apresentaram
reacoes positivas em apenas 5 horas. DoOs 137 estrepto-
cocos pertencentes a outros grupos sorologicos apenas
2 amostras do grupo G apresentaran resultados falsc po
sitivos. N&s comparamos esses resultados com 0sS de ou-
tros testes rapidos para a identificacgido de EGB e veri
ficamos que o teste por nds desenvolvido apresenta uma
sensibilidade comparavel a um teste de pigmento rapido
{91%) e um sensibilidade um pouco menor gue O metodo
de CAMP-rapido (100%). Entretanto, O nosso método apre
senta a vantagem de ser de facil execucgio, necessitan-—
do de menosg etapas para Bua realizacao. Sendo assim,
este teste poderia ger uma opcdo A0S testes vpresunti —
vos rapidos para identificacac de EGB. para utilizacgdo,
na bacteriologia clinica em palses em desenvolvimento :
como © Brasil.

Grgios financiadores: CNPg, FINEP/PADCT, CAPES e CEPG
da UFRJ.
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MRIC PARA ENRIQUECIMENTO F DETECCAO RAPIDA DE ISTREPTLO-
COCGS DO GRUPO B A PARTIR DE MATERIAL CLINICO

.A. Teixcira; A.M.S. Figueiredo & L.C. Benchetrit

t—i

Centro de Refer@ncia para Estreptococos. Institutode Mi
crobiclogia da UPFRJ.

O estreptococo do grupo B de Lancefield (EGB) tem
sido apcntado como uma das principals causas de infec-
coes em neonatos. Nos desenvolvemos um melo de enri-
quecimento, seletivo e diferencial capaz de distinguir
os EGBs dos demais estrentococos f-hemoliticos, duran
te crescimento em meic liguido. O meio se baseia no

1n01plo bioquimico da alteracao de pH, indicado pela
mudanga de cor de um corante presente (purpura de bro-
mocresol), e da atividade antimicrobiana do acido nali
dixico e da gentamicina- Swabs vaginais de 130 mulhe—
res, 95 nao orav1das e 35 gravidas ou no puerperio, fo.
ram inoculados ao meio, incubados a 379C e a leitura da
mudanca de cor feita ate a 62 hora de incubacao. Os es
treptocccos f~hemoliticos foram isolados posterlormen
te em placas contendc ngio de agar sandue e grupados
sorologicamente. Observamos gque a taxa de nvnortadores
de EGB entre mulheres ndo gravidas foi de 18% e de 20%
para as mulheres aravidas ou no puerperio. Verificamos
que guando a mulher apresentava uma pequena coloniza -
cao vadlnal pelo EGB, o meio falhava para indicar a
p*es nga deste estreptococo atraves da viragem do indi

ador de pH, entretanto o meio fol capaz de detectar

JO° dos EGBs em mulheres macicamente colonizadas. Uma

lta colonizacao vaginal da parturlente, pelc EGB, po-
dﬂ representar um fator de risco para © necnato. O uso
fdegse melo, no perlodo Dre—narto, permitiria a ranlda
deteccac desse microreanismo, alertando o clinico quan
to a possibhilidade da participacga a0 do estreptococo, nu
ma doenga que venha a se manifestar na crianca, logo a
pOs O nascimento.

Orqios financiadores: CipPg, FINEP/PADCT, CAPES e CIPG
da UrRJ
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ESPECIACAC DE AMOSTRAS DF ESTREPTOCOCOS RETA-HEMOLITI-
CO8 DO GRUPO C.

B.T. Ferreira; M.C. de Mattos & L.C. Benchetrit.

Centro de Referéncia para Estreptococos. Instituto de
Microbiologia da UFRJ.

Os estreptococos beta-hemoliticos de grupo C sao
de relevante 1mportanc1a como agente etioldgicos de in-
fecgbes em animais. Porém atualmente, varios trabalhos
tém incriminado o microrganismos desse grupo sorologi-
co como causadores de guadros clinicos em humanos, fre-—
guentemente associados a surtos epidémicos. Sao diferen
ciados em 4 espécies: S. equisimilis, S. zooepidemicus,
S. equd e S. angincsus. Uma quinta espécie, S. dysgalatiae
difere das demais por ser alfa-hemolitica.

No intuito de avaliar o perfil de incidéncia das
diferentes espécies, 98 amostras de estreptococos do
grupo C feoram diferenciadas de acordo com a sua habili-
dade para fermentar a lactose, o sorbitol e a trealose
e pelo teste de Voges-Proskauer. Do total de amostras,
15 eram de origem animal e 83 de origem humana. Os tes-
tes biogquimicos foram inoculados com uma gota da cultu-
ra crescida em caldo "Todd-Hewitt" a 379C durante 18 h,
e incubados a mesma temperatura durante 5 dias.

Das amostras de origem animal 6 foram classifica-
das como S. equdisimifis e 9camoS. zooepidemicus. Dentre
as de origem humana 3 amostras eram de S. anginosus, ]
de S. zovepidemicus e 79 de S. equisdmifis.

Grgaos financiadores: CNPg, FINEP/PADCT, CAPES e CEPG
da UFRJ.
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DETECTION OF T-PROTEIN ANTIGENS IN GROUP G STREPTOCOCCTH
T,. C. Benchetrit, A. Efstration & G. Colman.

Streptococcal Reference Center, Institute of Microbio-
logy of the Federal University, Rio de Janeiro and
Central Public Health Laboratory, London, UK.

Serological typing of streptococci belonging to
Lancefield group ¢ was performed using T-antigens and
specific agglutining sera. The typability rate was 73%
and the following types were identified: 20, 21, 300,
301, 305, 306, 307 and 7/302. This is the first classi
fication of strains of the streptococci in Brazil.

Determinatiocn of such serological types could be
useful in epidemioclogic studies of streptococcal sore
throats since the prevalence of group G in patients
with pharyngitis is similar to that for group A and
suggests that group G strains might be as pathogenic
as group A strains.

tudy supported by grants from CNPg, FINEP/PADCT,
CAPES & CEPG/UFRIJ.
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DISTRIBUICAC DAS ESPECIES DE ENTEROCOCCUS ISOLADAS DE
ESPECIMENS DE ORIGEM HUMANA, ANIMAL E AMBIENTAL

.M. Teixeira & C.S. Stern
Departamento de Microbiologia Medica do IM-UFRJ

0 crescente significado clinico e epidemio-
logico dos microrganismos do género Enterococcus, ali
ado a ocorrencia de aiteracdes relevantes de sua bio-
logia e taxonomia, tem renovado © interesse no seu es
tudo e no rastreamento mais preciso das infecgoes por
2les causadas. Neste trabalho, a identificacao de 134
amostras de enterococos (incluindo 95 isoladas de es-
pecimens de origem humana, 25 de origem animal e 14
de origem ambiental) foi realizada com base nas mais
recentes recomendacoes. Dentre as fontes das amostras
de origem humana destacaram-se: urina, sangue e feri-
das czrurglcas. As de origem animal foram isoladas ,
em:sua maioria, de equinos, bovinos e suinos. A iden-—
tificacao presuntiva fol baseada nos resultados dos
testes de bile-esculina e de PYR. A caracterlzacao S0
roldgica, com ¢ intuito de detectar o antigeno do gru
po D de Lancefield, foi feita atraves de testes de a-
glutlnagao em lamina.Para a 1dept1flcagao a nivel de
especie foram empregados testes FlSlologlcos, incluin
do os de hidrolise da arglnlna, utilizacao do piruvato
mobilidade a 309C, VP, producac de acidos a partir de
arabinose, inulina, manitol, melibiose, rafinose, ram
nose, sacarose, sorbitol, sorbose, trealose e xilose.
Entre as amostras estudadas, foram encontradas repre-—
sentantes de 7 das 12 especies do género. Dentre as

-de origem humana, predominou a especie E. faecalis

(83 amostras), seguida de E. faecium (5), E. avium
(2), E. durans (2), E. gallinarum {2) e E-. “hirae (2).
As amostras de origem animal foram identificadas como

'E. faecalis (11), E. hirae (10), E. faecium (2)},e E.

:cassellflavus {(2). Entre as isoladas de amblentes, fo

ram encontradas 10 _pertencentes ao grupo flslologlco
II, provavelmente a especie E. faecalis ou E. faecium,

2 g hirae, 1 E. casseliflavus e 1 E. gallinarum.

. Trabalho réalizado com auxilio do CNPg, FINEP e CEPG-UFRJ
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LESOES CARIOSAS ABERTAS COMC FONTE BE 5. mutans NA
SALIVA DE ESCOLARES DA PERIFERIA DE BELO HORIZONTE

B Q.Souki;J.C.Noronha;M.L.A.Massara;M.M.G.Faria;V.M.S
liar;A.P.A.Nogueira;G.R.Melo.

Faculdade de Odontologia da UFMG

A presencga de sitios de retencao microbiana na cavi
dade oral pode funclonar CoOmo reservatorio para os B.
mutans, que sao constantemente deslocados para a sall
va. Os niveis salivares deste microrganismo tem sido
utilizados, atualmente, como parémetro microbiolégico
na avaliacdo da susceptibilidade a carie dentaria de
individuos ou de grupos populacionals.

Assim, procurou-se avaliar a influencia das lesoces
cariosas abertas sobre as taxas de 5. mutans na sali-
va de escolares da periferia de Belo Horizonte.

Amostras de saliva de 105 criancas(7-8 anos) foram
" inoculadas em placas de petri contendo agar mitis sa-
livarius com sacarose e bacitracina, pelo método da
' espatula(XOHLER e BRATTHALL, 1979). As placas  foram
' incubadas por 48 hs a 37°C em microaerofilia.

Os resultados revelaram que aqueles individuos que
apresentaram um grande numero de lesoes cariosas aber
tas, sem tratamento, tem uma maior possibilidade de
estarem muito infectadas pelo 5. mutans, e consequen-
temente devem ser mals susceptiveis ao aparecimento
de novas lesces.
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UTILIZACKO DO MEIO DE CULTURA NOVOBIOCINA-NITRATO-SACARO
SE (NNS} NO DIAGNSSTICO PRESUNTIVO DE S.saprophyticus.

M.L.C.TONDELLA: C.T.SACCHI: S.S.0.BUSCHINELLI: S.T.CASA-
GRANDE:; M.C.C.BRANDILEONE: I..G.MILAGRES.

Instituto Adeolfo Lutz.

A partir de 1970 o S.saprophyticus vem sendo reconheci
do como um dos agentes etioldgicos de infacgoes do trato
urindrio de mulheres jovens, e a sua diferenciagdo dos
Gemais Estafilococos Coagulase Negativa (ECN) estd basea
da na sua resisténcia 3 novobiocina na concentragao de
3 meg/ml. Para diferencia-lo de outras espécies igualmen
te resistentes a novobiocina, tais como S.cohnii.S.sciuri
e S.xylosus foi testado um meio de cultura liquido conten
ido novoblocina, nitrato e sacarose. 74 cepas de ECN isola
idas de urina foram semeadas neste meio, cujo indcu’o foi
constituido de uma gota de suspensao com aproximadamente
5 0 % 10° bactérias/mi. Apds um periodo de incubagac de
24 hs a 37°C em estufa, foram realizadas as leituras pe-
la verificacao de crescimento bacteriano, utilizacao da
sacarose e reducdo de nitrato pela adigdo dos reativos
de GRISS. 49 (66,2%) das cepas estudadas foram diferenci
adas como S.saprophyticus pele meio NNS e 33,8% das ce-
pas corresponderam as demais espécies. Posteriormente to
das as cepas foram caracterizadas a nivel de espécie, se.
gundo esguema proposto por KLOOS & SCHLEIFER, o que de- :
monstrou gue este meio apresenta resultados de valor pre-
dicativo de resultado positivo de 100,0%, sensibilidade |
de 9%,9%, especificidade-de 100,0% e eficiéncia de 97,2%.
©C meic NNS possibilita um diagndstico presuntive do S.
saprophyticus diferenciando-o dos outros ECN, nao somente
pela resistencia 3 novobiocina mas também pela sua utili .
zacao da sacarose e auséncia da enzima nitrato redutase,
uma vez gue os S.cohnii falham em utilizar a sacarose em’
08 ,0% das cepas, enquanto os S.xylosus e S.sciuri reduzem
hitrato em 100,00 e 80,0% das cepas, respectivamente.
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RATERITURIA POR STAPHYLOCOCCUS COAGULASE~NEGATIVOS

Montelli, A.C.; Decarlis, R.M.S.T.; Michelin, L.A.; Sadatsune, T.
& Watanabe, D.5.A.

Faculdade de Medicina e Instituto de Biociencias, UNESP, Botucatu,
Sao Paulo

Pesquisas recentes comprovaram a participacao do Staphylococcus
saprophyticus na génese de processos infecciosos do trato urinarioJ
Negste estudo procuramos avsaliar sua part1c1pa§ao e a de outros Sta
phylococcus coagulase-negativos como agentes de bacteriuria signi-
Ficativa em pacientes do HC da FMB no periodo 1984-1986, determi -
nar a sensibilidade a drogas das amostras isoladas e relacionar os
dados laboratoriais com aspectos epidemiologicos dos paclentes en—
volvidos. Apos urinocultura quantitativa, a 1dent1f1cacao do  S.
saprophyticus fol realizada pelas caracteristicas das colonias ,
provas de coagulase, urease com novobiocina, glicerol com erltroml
cina e nitratase. Os demais Staphylococaus foram 1dent1f1cadospor
meio das provas incluidas no esquema simplificado proposto por
KLOOS, W.E. & SCHLEIFER, K.H. (J.Clin. Microbiol., 1:82-88,1975).

A concentragao iniblitdria minima {(CIM) das amostras foi realizada
pelo matodo da dllulcao de drogas exnmeio de cultura solido (concc&
tragoes de 0,1 a 1,000 meg/ml). Das 11.199 urinoculturas,3.%46 -

(317> foram significativas; destas, 167 (5%) corresponderam a
Staphylococcus coagulase-negativos, dentre os quais 63 (38%) de

S. sapropﬁyt1Cus. Entre as demals amostras encontramos COmo espe—
cies mals frequentes: S. warneri -29 (28%), S. epidermidis=21(20%)
e S. hominis - 16 (157).Entre os pacientes com S. saprophytlcusbpu
ve prevalenc1a do sexo feminino (90,57), da faixa etaria 18-30 a-—
nos (47,67) e de casos de ambulatorio (927) Chservou—-se elevada

sen31b111dade s drogas testadas em amostras de S. saprophytlcus 0|
bretudo a penicilina G norfioxacina, gentam1c1na e amicacina; as|
maiores taxas de resistencia relacionaram-se a2 fosfomicina e ao

sulfazotrim. Para as demais amostras de Staphylococcus coagulase~
negatlvos registraramse, comparativamente, og maiores Indices de
resisteéncia aos antimicrobianos testados. Assim, medicos e labora-
toristas devem ser alertados para a importancia do §_sagxophyt1cus
como agente de infecgao do trato urinario, principalmente em
pacientes nao hospitalizados, do sexo feminino e em fase reprodu-—
tiva da vida.




. PRESENCA DE MICRORGANISMO ESPIRALADO DIFERENTE DO

. do Campylobacter pylori, em 3 dentre 1300 pacientes
! submetidos a gastroduodenoscopia. Nos observamos um
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Campylobacter pylori NA MUCOSA ANTRAL HUMANA.

G.A. Rocha, D.M.M. Queiroz, E.N. Mendes, A.P. Lage,
A.J.A. Barbosa

raboratbério de Pesquisa em Bacteriologia - Faculda-—
de de Medicina da UFMG

DENT et al. (Lancet, 1987, 2:96}) descreveram a
ocorréncia de um microrganismo espiralado diferente

microrganismo semelhante no antro de um paciente,
guando pesquisavamos C. pylori em 30 pacientes con
gueixas dispépticas. O microrganismo apresentando 3
a 7 espirais, foi visualizado em cortes histologi-
cos de mucosa antral corados pela carbolfucsina. O
paciente apresentava gastrite do antro em atividade
e C. pylori nao foi isolado e nem visualizado nas
preparacdes coradas pela carbolfucsina, hematoxili-
na-eosina e PAP. Todas as tentativas para isolar a
bactéria usando agar sangue e BHM agar em condi -
¢Ses de anaerobiose e microaerofilia falharam. Além
disto, a bactéria ndo apresentou reagao imunologica
cruzada com C. pylori guando o método do PAP foi

empregado. Conclusbes: Microrganismos espiralados
distintos do C. pylori podem também estar associa- |
dos com gastrite'antral em humanos.
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PESQUISA DE Campylobacter pylori NA MUCOSA ANTRAL DE CRIANCAS COM
JLCERA DUODENAL.

D.M.M.Queiroz, A.S5.T. Carvalho, E.N. Mendes, G.A. Rocha, A.J.A.
Barbosa.

Laboratorio de Pesquisa em Bacteriologia — Faculdade de Medicina
da UFMG.

A associacao Campylobacter pylori, gastrite e ulcera duodenal
&€ extremamente frequente em adultos, chegando a 1007 em algumas
casuisticas. Esta associacao necessita ser confirmads em criancgas,
peis existem poucos trabalhos na literatura relativas ao assunto
o que provalvemente se deve a incidencia muito baixa de ulcera
duodenal na infancia. Assim o Campylobacter pylori foi pesquisa-
do na mucesa gastrica de 12 pacientes com ulcera duodenal (2 0,10
0; 7 2 16 anos; idade media = 12,1 anos). Foram colhidos fragmen-
tos de biopsia do antro e do corpo gastrico para cultura, histo
logia, urease pré-formada e Gram. Campylobacter pylori foi iso-
lado da mucosa antral e oxintica de 12 criancas (100%) da masma
forma que o teste da urease e a pesquisa do microrganismo em es
fregacos corados pelo Gram foram positives nos 12 pacientes. Foi
observada a presenca de gastrite antral em 1007 dos casos. Por ou
tro lado, a mucosa oxintica apresentou gastrite apenas em 36,36%.
Conclusdes ~ Os resultades do presente trabalho demonstram, que a
semelhanca do que ocorre com pacientes adultos, ¢ C. pylori pare-
ce ser ¢ agente da gastrite antral que acompanha a ulcera duode -~
nal em criancas.
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VALOR DO TESTE DA UREASE PARA O DIAGNOSTICC DA PRESENCA DE Campy-
lobacter pylori NA MUCOSA ANTRAL DE CRIANCAS.

D.M.M. Queiroz, A.S.T. Carvalho, E.N. Mendes, G.A. Rocha, S5.3B.
Moura

Laboratorio de Pesquisa em Bacteriologia - Faculdade de Medicina
da UFMG

Os métodos de cultura empregados para o diagnéstico da presen
ca de G. pylori em bidpsias de mucosa gastrica sao relativamente
caros, complexos e lentos (no minimo 3 dias) o que obriga o pa -
ciente retornar para receber tratamento com base no diagnostico
laboratorial. Como o C.pylori produz grande quantidade de urease,
foi proposto um método rapido e simples (pesquisa de urease pré-—
formada) para diagnostico da sua presen¢a na mucosa gagtrica. Tra
halhos realizados em adultos demonstram que 0 método apresesnta
grande sensibilidade. Entretanto, sap raros e controversscs OS re
latos referentes ao valor do teste em criancas. Agsim, comparamos
o teste da urease (uréia agar de Christensen) com & cultura para
C. pylori (BHM agar) em fragmentos de antxo de criancas submetl-
das 3 gastroduodenoscopia. A leitura da urease foi feita nas pri
meiras 24 horas. A cultura e o teste da urease foram negativas em
40 criancas. Nas 17 bidpsias de criancas com tuleera duodenal, a’
cultura e a urease foram positivas em todas. Em 20 criancas com
gastrite antral sem Glcera duodenal a cultura foi positiva em 20
e a urease em 17. Nos trés casos nos quais a urease foi negatlva!
houve crescimento de numero muito pequeno de colomnias (4 a 6/pla.
ca). O teste da urease mostrou-se sensivel e especifico para o ;
diagndstico da presenca do C. pylorl na mucosa gastrica de crian?
cas (Sensibilidade 85%, Especificidade 100%, Valor Preditive Po-|
sitivo 100%Z). Os 3 falsos negativos foram observados em pacientes
com gastrite antral sem ulcera duodenal, resultado muito seme -
lhante ao encontrado por nés em adultos.




187
Fta

PESQUISA DE Campylcbacter pylori EM 100 PACTENTES.ESTUDO PROSPEC-
TIVO II.

C.A.SOLARL;R.S.P.NCGUEIRA; E.M.F.REIS; E.HOFER; C.A.BASTLIO;C.M.5.RO~
DRIGUEZ VALIDO & L.L.LUNA

Departamento de Bactericlogia-Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ e Hos
pital Sao Vicente de Paulo,RJ.

Foram estudados 100 pac1entes consecutivos(19 a 80 anos)com quei
Xas dlgestlvas altas,nos quals procedeu-se a exame endoscoplco e
.retirada de 4 bidpsias antrais para estudos bacterioldgico(2) e
histopatolégico( 2),com objetivo de avaliar o possivel envolvimento
de C.pyvlori na etiopatogenia gastroduodenal.

 Na metcdologia empregou-se: a)detecgdo da urease pré-formada,di-
‘retamente da bidpsia(HAZFIL et al,1987); b)transporte da bidpsia

. em solugao de glicose a 20% sob refrigeracao para ser sutmetida a
‘bacterioscopia pelo método de Gram e semeadura em meio de cultura
seletivo(GOODWIN et al,1985); c)Hematoxilina-Fosina; e d)coloragao
pela prata(Steiner). Incubou-se a 352C em atmosfera de microaero-
filia(Envelope GasPak gerador de H2 e (C02,sem catalisador).

Resultados obtidos,discriminados no quadro abaixo:

. Endoscopia/ H-E Prata Cultura Urease Gram

| N®pacientes

Tlcera Gdstrica(8) GCA 7 5 3 7 5

& GCI/N 1/0 - - - -

. Ulcera Duodenal(10) GCA 9 7 5 9 8

; GCI/N 1/0 - - - 1/0

L UG-UD(2) GCA 2 2 1 2 2 i
GCI/N - - ~ - -

OUTROS(21) GCA 12 10 2 10 11
GCI/N  4/5 - 1/0 1/1 1/0

GC{30) GCA 17 14 10 15 11
GCI/N 13/0 - 2/0 3/0 2/0

NORMAL(29) GCA 10 6 5 9 7
GCI/N 9/10  1/0 2/1 3/1 3/1

OBS:GC~Gastrite Cronica;A-Ativa;I-Inativa;N-Normal

ConclusGes:A incidencia de C.pylori em pelo menos um teste foil
de 67%; positividade da urease{61%} » Gram{(52%) > Prata(45%) >
Cultura(32%); estreita correlacac de C.pylori e GCA(82%) em con—
traposicac a GCI{15%) e N(3%); em quase 50% das endoscopias nor-
mais identificou-se a presenca de C.pwlori.
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AVALIACAO DO METODO DA PASSIVACAC DO COBRE B
bO AGAR CEFOXITINA NO CULTIVO DE CAMPYIOBACTER JEJU-
NI E CAMPYLOBACTER COLZ

M.S. Pinheiro; D.S. GOoes e A. Tibana

Departamento de Microbiologia Medica do Instituto de
Microbiologia da UFRJ

varios sistemas de obtencao de microaerofilia e
meios de cultura seletivos, vem sendo propostos Vi—
sando a introducac da pesqguisa de Campylobacter Je-
juni e Campylobacter coli na rotina bacteriologica.
No presente trabalho, © metodo da passivacao do co-
bre (Jurgensen, 1981) e o meio de cultura seletivo A
gar Cefoxitina proposto por Levi {Tese de Mestrado,
1982), foram avaliados guantitativamente quantoa sua
sensibilidade em relacdo ao cultivo de C.jejuni e C.
coli.

Culturas puras de amostras padrao e amostras iso
ladas a partir de carcacas de frange, foram semeadas

nos meios Agar Skirrow, Agar Camp-Bap, Agar Cefoxiti
na e Agar Sangue. Apds incubagao a 429C durante 48ho
ras em atmosfera de microaerofilia obtida atraves dos
métodos da passivacdo do cobre, do envelope gerador
de gés e do sistema de evacuagao e reposigéo do ar,
foi calculado o numerc de unidades formadoras de co-—
1dnias por mililitro do inbculo original. ApoOs a ava
liacao estatistica, nenhuma diferenca significativa
foi observada entre os sistemas de microaercfillia e
os meios de cultura seletivos estudados exceto com
relacdo a amostra padrdo C.coli, onde verificamos uma
interferéncia pouco significativa dos melos seleti-
vos no seu crescimento. Logo, © metodo da gasshmg&a
do cobre e o Agar Cefoxitina constituem-se& numa al—
ternativa simples e econdmica para © cultivo de C-

jejuni e C.coli.

drgaos financiadores: CNPq, FINEP e CEPG da UFRJ
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DIARREIAS POR Campylobacter jejuni EM PACIENTES DO HC DE
BOTUCATU
Sadatsune, T.; Watanabe, D,S.A.; Decarlis,R.M.S.T.;Cer~
queira F?, ¥.J. & Coelho, C.A.R.

Instituto de Biocieéncias e Faculdade de Medicina,UNESP,
Botucatu,Saoc Paulo ;

0 microrganismo Campylobacter jejuni, nos dltimos a-
nos, tem—-se caracterizado pela sua importancia clinicae
epidemiongica nas gastroenterites. Objetivou se conhe-
cer a frequencia de Campylobacter jejuni em fezes de pa
cientes com diarréia, assim como sua variagao sazonal e
correlacionar os dados com os de outros enteropatogeni-
cos. Foram realizadas coprocultura de 219 criancas com
diarréia, atendidas na Enfermaria e Ambulatorio de Pe -
diatria, e Centro de Sadde-Escola da FMB. Para obtengao
de ambiente de microaerofilia requerida no cultivo de
Campylobacter utilizou~se metodologia preconizada por
MAGALBAES e col.(Rev. Microblol.,13: 124-5, 1982), no
qual foram empregadas solugae de sulfato de cobre,"bom-
bril"™ e pastilha de sal de fruta; o isolamento e ident]i]
ficagao dos enteropatogenicos clissicos foram realizads
pelos métodos convencionais. Coproculturas foram positi
vas em 81 criancas (37Z), isolando-se: Campylobacter jg
juni {38.3%), Shigella sp (28,4%Z), E. coli EP {19, 8%7)
Saimonella sp (4,9%) ; Cam ylobacter jejuni + E. coli
EP (19,87}, Campyiobacter jejuni + Shigella sp 2,57y ,
¥, coli E.P. + Salmonella (1,2%Z). Observou—se assim,que
Campylobacter jejuni fol encontrado nas fezes de 37
criangas, correspondendo a 427 do total de agentes ente
ropatogénicos isolados. Em relacao a varlagao sazonal a
frequencia de isolamento de Campylobacter jejuni foi al
ta e constante no decorrer do ano todo.Verificou-se au
mento de 157 na elucidaczao do diagnéstico das gastroen-
terites bacteriamnas, quando comparamos os dados obridog
entre as coproculturas tradicionais e aquelas acresci=
das com culturas para Campylobacter jejuni.

k4
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Salmonella: MICRORCANISMC MAIS FREGUENTEMENTE ISOLADO DAS HEMOCUL
TURAS REALIZADAS NO HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFMG NO PERIODO DE
07/82 A 06/83.

D.M.M. Queiroz, E.N. Mendes, L.M.H. Resende

Laboratdrio de Pesquisa em bacteriologia — Faculdade de Medicina
da UFMG

No perfodo entre Julho/82 a Junho/83 foram realizadas 372 he
moculturas de pacientes internados no Hospital das Clinicas da
UFMG. Em média eram colhidos & baloes de cada paciente (2 incuba-
dos em anaerobiose e 2 em "microaerofilia™ metodo da vela). Qua
rentaz e nove culturas foram positivas (13,177) tendo sido isecla-
dos os seguintes grupos de microrganismos: enterobactérias 23(46,
93%7), cocos gram positivos facultativos 15 (30,61%), bacilos gram
negativos mnao fermentadores 2 (4,08%), cocobacilos gram negati -
vos 2 (4,08%7), anaerdbios 2 (4,087) e leveduras 2 (4,08%). Em &
pacientes (8,16%) foi observada associacao de microrganismos.
Salmonella foi a bactéria mais frequentemente isolada 17 - cor -
respondendo a 34, 697 do total, sendo 14 do sorotipo
typhimurium (82,35%), uma do sorotipo S.agona (5,88%), uma S.
oraniemburg (5,88%) e uma S.typhi (5,887). E importante ressaltar
que as amostras de $. typhimurium nao tendem a invadir a circula-—
cao, ao contrario de outras salmonelas, como S. cholerasuis, S.
dublin e S. pamnama, que costumam apresentar localizacao extra-in
testinal (SAPHRA et al., 1957, New Eng. J. Med., 256:1128). En -
tretanto, os resultados do presente estudo, distintos daqueles
da literatura intermacional, provavelmente se devem a alta inci
dencia, em nosso meio, de associacao de Esquistossomose e Salmo-—
nelose, com consequentes quadros de Salmonelose Septicemica Pro |
longada. -
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ISOLAMENTO DE YERSINIA ENTEROCOLITICA EM RIBEIRAO
PRETO.- ASPECTOS LABORATORIAIS E CLINICOS.

C.E.LEVY, V.R.S.PERRONE, M.C.R.ARA0JO (1), J.E.C.
GOES, S.E.HERING (2) & D.P.FALCRO(3)

{1}Laboratorio de Microbiologia do Hospital das
Clinicas da F.M.Ribeirdaoc Preto -USP

{2)Depto de Pediatria da Fac. Medicina R.P.-USP

(*}Fac. Ciencias Farmacéuticas de Araraquara UNESP

No periodo de agosto de 1987 a marco de 1988 foram
isoladas 15 cepas de Y. enterocolitica no Lab. Micro.
do HC da FMRP-USP. Os meios de cultura utilizados fo
ram:agar Mac Conkey, agar SS, caldo Selenito,com pos
terior semeadura em agar SS, todos a 379C, durante
24hs.Para identificagaoforam empregados os seguintes
testes:motilidade (T ambiente e 379C},citrato, indol,
lisina, ureia e comportamento no TSI agar. Caracteri
zacao soroldgica com scros polivalentes e monovalen—
tes da Probac.Complementag¢aodo estudo soroldgico e
fagotipagem realizadas no Lab de Referéncia de Yersi
nias da Fac Ciencilas Farmac. de Araraguara.

Resultados:13 das 15 cepas pertenciam ao biotipo4,
sorotipo 0% e fagotipo VIII e as duas restantes bio-
tipo 4 sorotipo 0% e fagotipo IXa, sendo estas duas
cepas as primeiras com fagotipo IXa descritas em hu-
manos no Brasil. O teste de sensibilidade aos antimi
crobianos pelo método de Kirby-Bauer revelou: 100%
de sensibilidade para Amicacina, Cloranfenicol, Fos-
fomicina, Gentamicina, Sulfametoxazol-Trimetoprim e
Tetraciclina e 100% de resistencia das 15 cepas para
Ampicilina,Carbenicilina e Cefalotina. As informac®s
e achados clinicos mais relevantes foram:

). predominio de casos em criancas (6 menores gque 2
anos, 4 entre 2 e 5 anos, 3 entre 5 e 12 anos e 2 ca
sos em adultos. 2).13 casos residentes em Rib. Preto
sendo 11 em zona urbana, em balrros diferentes e 2
em zona rural;l caso de Barrinha{urbano) e 1 caso de
Mococa (rural). 3).Por ocasiao do diagndstico predo-
minavam os seguintes dados clinicos:60% apresentavam
febre nos ultimos 5 dias, 40% dor abdominal e 93%
diarreéia.
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DESCRICAO DO PRIMEIRO CASO HUMANO NO BRASIL DE
GASTROENTERITE CAUSADO POR YERSINIA ENTEROCOLITICA
BIOTIPC 4 SOROGRUPO 0:3 FAGOTI?PO IXa. 1 5

C.E.LEVY, M.E.NADALETTO, A.M.U.TANARA™ & D.P.FALCAO

Hospital das Clinicas da F.M.R.P.-USP 1

Faculdade de Ciencias Farmaceut.-Araraguara- UNESP?

Paciente de 47anos fem. branca, procedente de Moco-
ca SP, zona rural, procurou O HCFMRPUSP em 31/08/87
com quadro de diarréia sem sangue muco Ou pus, 5 a 10
evacuagdes diarias, ha 5 dias, acompanhada de dor ab-
dominal, dor articular, febre e lesodes disseminadas
pela face tronco ¢ membros.

Ao exame clinico paciente apresentava guadro de eri
tema polimorfo, hipertensdo arterial moderada e diar
réia a esclarecer.

Dos exames laboratoriais solicitados destacamos a
coprocultura realizada em 02/09/89 que revelou a pre
senca de Yersinia enterocolitica na semeadura em a-
gar Mac Conkey, apo0s 24 horas de incubacac, a 37°C.

A confirmacio laboratorial foi realizada pelo Labora
t5rio de Referdncia de Yersinias da FCF de Araragua=
ra - UNESP, revelando tratar-se de uma cepa biotipo
4, sorogrupo 0:3 e fagdtipo IXa. Segundo informagao
deste Laboratdrio, este seria o primeiro caso detec-
tado em humanos,no Brasil, de cepa com O fagotipo
IXa.

A paciente permaneceu hospitalizade por um periodo
de 10 dias fazendo uso de Ampicilina 1lg vo de 6/6 hs,
apresentando no 79 dia de hospitalizacao regressaoc
quase total dos sintomas inicialmente apresentados.
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PRESENCA DE MICRORGANISMOS NAOQ FERMENTADORES DA GLICOSE EM IMUNO-
BLOLOGICOS.

M.B.M.Clementino, Z.Silva e J.A.B.Figueiredo.

Fundagzo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Controle de Qualida-
de em Saude, Depto. de Microbioclogia e Imunoclogia, Laboratdrio de
Bacteriologia.

OBJETIVOS: Foram analisados pelo INCQS no periodo de 1983-1988
os Imunoblologicos {scros e vacinas) utilizados no Brasil pelo Mi
nistério da Satde. Dentre os testes padrcnlzados e requeridos pe-—
la OMS (Organizacao Mundial de SatGde), esta o de esterilidade,
que tem por finalidade assegurar a completa auséncia de microrga-
nismos contaminantes nas diversas etapas do processo de producao,
Nestes 5 anos foram encontrados microrganismos nao habituais em
produtos bioldgicos industrializados: grupo dos nao fermentadores
da glicose.

MATERIAL E METODOS: A metodologia adotada no isolamento e i-
dentificacao bioquimica dos microrganismos foi segundo bibliogra-
fia atualizada Naciomnal e Internacional. Foram semeados a partir
do caldo Caseina Soja e Tioglicolato em Agar Sangue (AS) e Eosin
Methylene Blue (EMB) e incubados a 372C 24-48 horas. Do cresci -
mento originario em AS e EMB, foi feita a bacterioscopia (método
de Gram) e semeados em meios de triagem bioquimica a 379C 24-48
horas. De acordo com respostas formecidas pela bacterloscopla e
pela triagem, seguiram-se as provas bioguimicas necessarias para
a 1dent1f1cagao final. Para alguns microrganismos esta identifi-
cacao foi complementada com o teste de Sensibilidade a Antimicro
bianos (TSA) - polimixina B, tetraciclina, sulfametoxazol—-trime—
tropim, etc.

RESULTADOS E CONCLUSOES: Neste perfodo foram realizados anali
ses de 7364 lotes de Imunobioclogicos estando 33 lotes (0,47) con
taminados (totzl de 48 analises bacterlologlcas) A frequencza de
bacterias isoladas foi: Alcaligenes faecalis 7 cepas (14,6%),

 Acinetobacter calcoaceticus anitratus 3 cepas (6,2%), Acinetobac~

ter calcoaceticus Iwoffi 9 cepas (18,8%), Achromobacter sp. Vd. .
2 cepas (4,27), Achromobacter xyloxidans 2 cepas (4,2%) Moraxella
atlantae 2 cepas (4,2%), Moraxella osloensis 2 cepas (4,27), Pseu
domonas aeruginosa 1 cepa (2,1%), Pseudomonas diminute 3 cepas

| %6,27), Pseudomonas maltophilia 3 cepas (6,2%), Pseudomonas Eutim

da 3 cepas (6,27}, Pseudomonas testosteroni 3 cepas {6,2%), entre
outros menos frequentes 8 cepas (16,7%)

De acordo com os resultados obtidos estes produtos foram consi
derados insatisfatdrios estando portanto improprios para o consu—
mo. i




204

AEROMONAS SP: ISOLAMENTO E CARACTERIZACAC DE AMOSTRAS
OBTIDAS DE URINAS DE PACIENTES DO HOSPITAL UNIVERSZTE
RIO DA UFRJ.

A.C. Freitas; M.P. Nunes; I.D. Ricciardi

Departamento de Microbiologia Medica do Instituto de
Microbiclogia da Universidade Federal do Rio de Janei
ro.

amostras de urina, provenientes de pacientes ambu
latoriais ou internados no Hospital Universitario da
UFRJ, foram estudadas guanto a presenca de Aeromonas
sp. Em 500 amostras de urina processadas para urino-—
cultura guantitativa, foram isoladas e caracterizadas
2 cepas de A.hydrophila e 4 de A.caviae, de sels pa-
cientes adultos (1,2%), sendo que em apenas um desses
pacientes, A.hydrophila, foi encontrada em guantidade
compativel a infeccéo urinaria. A pesquisa do poten-
cial patogenico das amostras isoladas foi realizada a-—
rraves da deteccido de enterotoxina termoestavel (ST},
da capacidade de auto-aglutinacaoc e da nresenga de en
zimas extra-celulares {(hemolisina, estafilolisina, 1i
pase, protease e lecitinase). Nao foi observada nenhu
ma amostra toxigenica, ou auto-aglutinavel. Entre as
atividades enzimaticas extra-celulares estudadas, ape
nas as hemoliticas e estafiloliticas foram detectadas
nas amostras de A.hydrcophila, sendo variavel a produ=-
cao das outras enzimas Irente as seis amostras. Obser
vou-se resisténcia de todas as amostras a ampicilina,
amoxacilina, cefalexina e cefalotina, sensibilidade ao
cloranfenicol, gentamicina, nitrofurantoina, acido na
1idixico, amicacina, colistina e polimixina B. Quanto
aos antimicrobianos sulfazotrim, norflaxacina, tetra-—
ciclina, carbenicilina e cefoxitina ©O comportamento
foi variavel. '

drgaocs Financiadores: CEPG, CAPES, CNPg e FINEP
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PSEUDOMONAS MALTOPHILIA ISOLADAS EM MATERIAL CLINI-
CO NO HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAO PRETC DA UNIVERSIDADE SZO PAULO.

C.E.LEVY & R.H.A.R.GIRONI
Laboratorio de Microbiologia do HC-FMRP-USP

No periodo de um ano a partir de janeirc de 1988
foram iscladas no setor de Bactérias Gram Negativas
Nao Fermentadoras do Lab Microbiclogia do HC-FMRP-USP
52 cepas de Pseudomonas maltophilia oriundas de mate-
rial clinico. Os testes empregados para caracterizacgao
foram: l.-crescimento em Mac Conkey; 2.-oxidase; 3.-
motilidade; 4.~ DNAse; 5.- Gelatinase; 6.- OF Glicose;
7.- OF Maltose; 8.- Crescimento a 429C; 9.- Reducio de
nitrato; 10.- ONPG; 1ll.- Urease;l2.Sensibilidade 3 Po-
limixina,.

Quanto a procedencia, predominou nitidamente o mate
rial de origem hospitalar (48 dos 52 materiais isola-
dos) . As enfermarias com maior nimero de isolamentos
foram: a)Bergario:10; b)Ortopedia:8; c)Cirurgia:8; d)
Clinica Médica:7; e)Pediatria:7.

Os materiais que revelaram mailor nimero de isclamen
tos foram:

I).- secrecao endotraqueal (12 cepas)
II).- feridas e abscessos (11 cepas)
IIT) .~ orofaringe e escarro (9 cepas)
IV) .- cateter venoso (7 cepas)

V).~ ocular (4 cepas) _
V1) .~ hemoculturas (3 cepas) i

Pela predominancia dos isolamentos em pacientes in-:
ternados e materiais caracteristicos de infeccio hospi
talar {itens I e IV e provavelmente II}, evidencia-se
© papel deste agente etioldgico em infecgdes hospitala
res. ;

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos pelo
método de Kirby-Bauer revelou os seguintes percentuais
de Sensibilidade: Amicacina: 79%; Ampicilina 8%: Carbe
nicilina 56%; Cefalosporinas: 0%; Cloranfenicol: 56% -

Fosfomicina:35%; Gentamicina: 83%: Polimixina 100¢% :
Sulfazotrim: 100% e Tetraciclina 19%.
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INCIDENCIA DE H.aegyptius, AGENTE DA FEBRE pURPURICA BRA
SILEIRA, NA CIDADE DE SAO PAULO.

B.MEZZACAPA NETO, I.M.LANDGRAF, M.F.P.VIEIRA, M.L.C.TON-
DELLA,

Instituto Adelfco Lutz

A Febre Purplirica Brasileira (F.P.B.), doenga sistémica
de cardter agudo, vinha acometendo criancgas de zero a
10 anos, somente em cidades do interior do estado; entre
tanto em 1988 ccorreram casos suspeltos deste agravo na
cidade de Sao Paulo. No decorrer da investigagao destes
cascs, foram isoladas 221 cepas de Haemophilus sp a par-
tir de secregao conjuntival e orofaringeana. As cepas fo
ram caracterizadas na Sec¢ao de Bacteriologia do Instituto
Adolfo Lutz - Sac Paulo, segundo a técnica de Mogens Ki-
lian. De 157 cepas iscladas de secrecao conjuntival
14,01% eram H.aegyptius, das guais 54,55% foram caracte
i rizadas como cepas invasoras. De secregac orofaringeana
foram iscladas 64 cepas, das quais 9,38% eram H.aegyp -
tius, tendo sido 16,67% caracterizadas como cepas inva-
soras. Do total das 157 cepas de secrecac conjuntival ,
85,35% caracterizaram-se como H.influenzae, com maior in
cidéncia deo. biotipo II, atingindo 58,95%, e apenas 0,64%
de H.parainfluenzae. No total das 64 cepas de secregao
orofarlqgeana o H.influenzae alcangou © percentual de
73,44%, com maior incidencia dos biotipos II e III com ©
percentual de 31,91% para cada biotipo, e 17,18% de
H.parainfluenzae. Em relacao a faixa etdria-as cepas in
vasoras de H.aegyptius foram iscladas em criancas de ze
ro a 14 anos de idade e ainda em um caso de adulto com
25 anos. A existéncia de cepas invasoras de H.aegyptius
na cidade de Sao Paulo, comprovadas laboratorialmente ,
ressalta a importdncia do Sistema de Vigilancia Epidemio
"ldgica das conjuntivites, no controle e prevengao de F.
P.B., uma vez gue as mesmas normalmente antecedem estza
agravo.
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INCIDENCIA DE MICROCRGANISMOS NAS CONJUNTIVITES PURU-
LENTAS EM CRIANCAS COM MENOS DE 10 (DEZ) ANCS NA RE -

GIAQ DE CAMPINAS-SP.
M RASKIN ;M. M. M. ROCHA , 1. M. LANDGRAF, B, MEZZACAPA KETO.
INSTITUTO ADOLFO LUTZ-CAMPINAS~IAL SAOQ PAULO.

Conjuntivites sgudss sszonais de crisngss, especislmen
te em climss quentes, tem carscter{sticss clinicss de
eticlogis multipls.Frente so Interesse spresentado ss
conjuntivites de crigem bacteriasns,notsdsmente eas cau
ssdes por especids do génerg Haemophilus,foi proposto
um estudo des agentes eti@l@gices desses conjuntivi -
tes em crisngas menores de 10 anos, ne regisc de Com-
pines,;S.P.dirigide principslmente so Heemophilus -
influenzese biogrupo segytius {H. segyptius,; culturas~
de 157 amosires de secregac conjuntival spresentaram-
ume positividede de 57,32% {S0).Especies do género -
Heemgphilus correspondersm a 57,77% (52 cepes) destas
bacteriss.Szbendo~se gue 3 Febre Purpurice Bresileirs
¢ gerslmenie precedide por conjuntivite purulents &
sendo smbas csusadss pelo H.influenzee blogrupc se-
gyptius,considercu-se de grande interesse ep%gemicfg-
ico 2 incidéncis dests becteris em 25% dos casos -
%13 cepas), das gusis_15,38%(2 cepes) forsm carscteri
zsdes como cepes epidemicas. -
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HAEMOPHILUS AEGYPTIUS, AGENTE DA FEBRE PURPURICA
BRASILEIRA EM SURTO EPIDEMICO DE CONJUNTIVITE NA CI-
DADE DE PRADGPOLIS (SP), EM 1989.

O.A.L.Cintra; P.Schor; S.Scarpelini; G.M.Rocha; M.C.
C.Ferez; B.C.5.Cergueira.

Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto U.S.P.

0O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar
a distribuigao do Haemophilus aegyptius soroagluti-

nante para Febre Purpurica Brasileira {FPB) em um
surto de conjuntivite na cidade de Pradopolis {(SP).

Tal estudo baseou-se no isolamento prévio do mi-
¢roorganismo em 4 pacientes pelo Institute Adolpho
Lutz-RF. Foram identificados 10 contactantes para
cada caso, dos guais foram colhidos swabs conjunti-
val e de orofaringe e semeados em agaf chocolate.
Procedeu—-se a investigaggo microbiolégica pelo Gram,
provas bioquimicas e soroaglutinaggo especifica. Pro
curou-se agrupar 0s cascs na planta geogréfica da ci
dade levando em conta a densidade populacional da ca
sa e/ou da instituigio que o paciente frequentava.

A analise inicial das culturas mostrou 10 colani
as suspeitas com confirmagao sorolégica em 6 delas e
a existencia de portadores sacs. Questiona-se a pa
togenicidade da bacteria, assim como sua sensibilida
de a antibioticoterapia tépica.
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ANALISE DE PLASMIDIOS NAS INVESTIGACOES EPIDEMIOLOGICAS
DE CONJUNTIVITES POR H.aegyptius.

M.L.C.Tondella.:M.Kaku.:S.N.Neme.,A.¥.Tanaka. e I.Land-
graf. e Grupo de Estudo da F.P.B. .

Instituto Adolfo Lutz.

A febre purpurica brasileira(FPB) tem como agente eti-
olggico o Haemophilus aegyptius com caracteristicas defi
nidas, entre elas a presenga de um plasmidio de 24 Mdal
Plasmidios extraidos de cepas de H.aegyptius associados
a casos de FPB apresentam,apds a cllvagem com a enzima
de restrigao AccIl, um perfll de restrigao. eSpec1f1co de__
nominado 3031. Esta caracteristica tem-se constituido em
um importante marcador molecular que vem sendo utilizado
na vigiléncia epldemlologlca das conjuntivites como urm
meio de contrdle e prevengio da FPB. Este estudo obieti-~
vou a verlflcagao da presenca destes plasmidios em cepas
de H.azegyptius iscladas durante os surtos de coniuntivi-
te ocorridos no periodo 1987-1989, em diferentes Munici-
pios do Estado e da Capital, 147 cepas , originarias de
secregao da conjuntiva e da orofaringe, foram submetidas
& extracdo de plasmidio pelo método de lise alcalina,se-
guido de eletroforese em gel de agarose,tendo como pa-—
drao de peso-molecular, um plasmidio de 24 Mdal com o
perfil de restrigao 3031l. Entre as 147 cepas estudadas,
50 {(34,01%) apresentaram um plasmidic de 24 Mdal. 88%
das cepas portadoras deste plasmidio eram. provenientes
de Municipios onde os surtos de conjuntivite foram se -
guidos do aparecimento deé casos confirmados ou suspeitos
de FPB, e scmente 12% de cepas portadoras deste plasmi -
dic eram provenientes de Municipios onde ndo ocorreram
casos de FPB, Estudos até agora realizados ndo permitem
concluir o papel exato destes plasmidios,entretanto a sua
presenga € uma caracteristica sempre presente nas cepas
invasoras de H.aegyptius.

-
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FERRE PURPUZICA DRASILIIZA, CARACTERTZACED RAPTDA DAS CIPAr TVVAST

LRI A ]

Vo8 DE Taenophilus aeqgyotius

H
H
i

YMLOCLUCUBRANDILEQHE, R.CZANELLA, V. S.D.7IEIRA, Y.L .C.TODELLA, C.7T.
SACCUT, T.ILLAUDGRAF, X.IRINC, e Grupce de Tstuds do Febre Turpiri-

ca Brasileira.
Instituto Adolfo Lutz

A Febre Purpurica Brasileira (FPB) é& uma doenga sistérica que  teny

coro agente etiolégico o H.aegyptius, apresentiundo-se asscciada a-
surtos de conjuntivite purulenta. Epidenmias de conjuntivite puru -

lenta que tem como agente etiologico o H.aecyptius ocorrenm freguen
temente em paises de clima quente, e tem sido observadas v:cddesde
1994 na regilo Ceste do Lstado de Sao Pawlo e em 1909 no limicinio
oladas em surtos de

Capital, Cepas de .aegyntius i

Brasil, foram caracterizadas pelo metodo de aclutinaczo

utllizande um antissoro produzids em coelho com cooa de B
isolada de cultura de sanpve de paciente de PPB, Toranm estudadzs
321 cepas de Maerwphilus sp: 22 cevas de I.aeayntius isoladas de 1?
caeas de FPB no Brasil; 1 cepa de H.aezyotius isolade de um caso d%
FPB na Australia; 99 cepas de H.aezyptius, 163 cenas de [.influen-|
zae e 37 cepas de 7.parninfluenzae de secrecons confimtivais e’ou
de orofaringe isoladas durante surtos de coniwntivite ocorridos nol
Brasil; 7 cepas de H.aeqyptius procedentes de outros paises e 2
cepas padroes de E.aeqyptivs e [.influenzae. Através deste nétodo |
foi possivel identificar cepds de I.aecyptius responsaveis por surJ

- {

tos de conjuntivite com caracteristicas antignicas iguais ds ce -
pag isoladas de FPB. A sensibilidade e especificidade da soroaglu- |

- —~ ~ . — , . » H
finagac em lamina foi de 97,7 e 90,87 respectivorente. Tste méto-

> - . -
4o pela sua Fagil reprodutividade, altn censibilidade e ecrecificig

dade ten sido vrilizade con é:tito o estudos de coriuntivite nurue
lentx para detectar cepnc invasivas de ae~y>tius associndn o TPRB,
e L - .a ptius associada o TF
20ssibilitando assim a implantacao de medidas cue amplien a eficier
e

Cla ra prevensao e na vigilincia enidenioldaics da doenca,
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ESTUDO COMPARATIVO DE METODOS DE PRESERVACAO DE MICROORGANISMOS
HAEMOPHILUS INFLUENZAE (BIOGRUPO AEGYPTIUS).

* * ]
A.C.R. Ghilardi ; M. Ortolan ;C.M.S.Giampaglia & E.N.De Gaspari

Instituto Adeolfo Lutz,Se¢zo de Colecao de Culturas e Secao de I-
munologia®* S3o Paulo —$30 Paulo-Brasil

Um grande numero de técnicas sao utilizadas na preservacio de
microrganismos tornando-se diffcil a escolha do método mais efi-
caz.Todos os metodos apresentam vantagens e desvantagens e a sua
escolha dependera da necessidade de aplicaczo.As amostras de Hae
mophilus influenzae (biogrupo aegyptius) mantidos na Secao de Co
lecao de Culturas foram isolados de pacientes na epoca da epide-
mia que ocorreu em Sac Paulo entre 1984 a 1986 (FEBRE PURPURICA
BRASILEIRA) .Estudo comparativo tem sido realizado entre as dife-
rentes cepas de H.influenzae (biogrupo aegyptius), H.azegyptius
ATCC11116) e H.influenzae b que se encontram em diferentes condi

coes de preservacdc a um ano em Nitrogénio liquido, liofilizacae
e micangas{glass beads).Este trabalho tem por objetivo demonstrar
gque entre os diferentes métodos de preservagao a utilizacao das
micangas apresenta muitas vantagens entre elas ,manuseio facil e
vitando o descongelamento periodice das amgstras Suspensoces de
bactérias de aproximadamente 3 X 109/ml foi&feita em caldo nutyi
ente com 157 de glicerol e adicionada as mivangas previamente
tratadas com detergente neutro,BCl 1N e lavadés com agua destila
da. A metodologia utilizada em Nitrogenio liquido e liofilizacao
foi feita como descrita no livro(Maintenance oféMicroorganismos,
1984). Nao observamos uma diferenga 51gnif1cat1va quando analisa
mos as diferentes preparagoes antigenicas por elet;oforese em gel
de poliacrilamida e"Immunoblotting'.
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" RESISTENCIA DE CAMUNDONGOS A INFECCAO EXPERIMENTAL POR

kS
{ E.N.De Gaspari e A.C.R.Chilardi

HAEMOPHILUS INFLUENZAE (BIOGRUPO AEGYPTIUS).

*%

‘ } % ~ 3
_ Instituto Adolfo Lutz,Secao de Imunologia e Secao de Colegao
de Cultura™™

Febre PurpGrica Brasileira 2 uma doenga que acometeu a

: faixa etdria infantil em varias regides do Estado de Sao
- Paulo no final de 1984 a 1986.

Diferentes linhagens de camundongos isogénicos Balb/ c,
57Bl/lO Fy {(Ralb/c X CS7Bl/lO) (DBA XA/J) e albinos foram
1noculados intraperitonealmante com suspensac de bactérias
{6 X10 ) em 0.2 ml de diferentes cepas epldemlcas, .
aegyptitus (ATCC 11116) e H.influenzae b.Observamos uma alta
bacteremia em todas as llnhageﬁs e um comportamento ancrmal
dos animais nas primeiras horas apés inoculagao com uma melho

ra dos mesmos apos 24 horas.

0Os isotipos de imunoglobulinas TgG e IgM especificos para
as cepas utilizadas foram estudados nc curso da infeccao. 0
soro desses animais coletados em diferentes perfodos apos
infeccao, titulados por "Immunodot™ utilizando-se antisoros
comerciais especificos para a cadeiaY e . Como antigenos foi -
utilizado suspensces de bactérias submetidas ao tratamento
por Ultra Som e componentes de membrana externa obtidos pelo
tratamento com cloreto de Litio.

Foi feita eletroforese em gel de poliacrilamida em presen

¢a de SDS das diferentes preparacoes antigenicas em gel e 107

simultaneamente com marcadores de peso molecular,procedeu-se
a coloracao com Coomassie Blue ou impregnagac pela prata.

A transfereéncia eletroforética para o papel de Nitrocelulo
se "Immunoblotting®” e consequentemente revelado com antisoro
marcado com peroxidase. O reconhecimento de polipepitideos
por anticorpos de animais infectados com cepas epidemicas
podera auxiliar na diferenciacao do H.influenzae (biogrupo
aegyptius). B
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"UREAPLASMA UREALYTICUM E CHLAMYDIA TRACHOMATIS: PREVALENCIA EM
PACIENTES COM ALTERACDES DO TRATO GENITURINARIO."

R.A.F. CUNHA e M.A.R.R. MIRANDA.

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo
e Instituto de Medicina Especializada e de Gastroenterologia.

A implicacao da Chlamydia trachomatis e dos Micoplasmas,sobretu-
do do Ureaplasma urealyticum nas uretrites nio gonococcicas (UNG) .
estd evidenciada através dos dades contidos na literatura interna
cional. O intuito deste trabalho foi o de verificar a prevalencia
destes microrganismos em pacientes com sintomatologia de uretri-
tes, vaginites e cervicites entre outras.

Em 43 pacientes femininos com varias alteracoes do trato genitu-
rinario e em 37 pacientes masculinos com sintomas de uretrite fo
ram pesquisados: Micoplasmas, Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis, Trichomonas 8p e leveduras.
A pesquisa foi feita a partir de secrecoes cervicais e uretrais
masculinas. Para isolamento e identificacao de micoplasmas foram
empregados os meios preconizados por Shepard e wmodificados por
CUNHA." A identificacao final de algunms micoplasmas foi soroldgica
empregando~se a técnica de imunodifusiao dupla de Ouchterlony. C.
trachomatis foi pesquisada pelo método imunoenzimiatico (ELISA).

0 isolamento de G.vaginalis foi obtido utilizando-se o meio agar -
Vaginalis e o de Neisseria gonorrhoeae, 0 meio seletivo de Thayer
Martin. Trichomonas sp e leveduras foram observadas no exame a
fresco e na bacterioscopia pelo Gram. Foram obtidos os seguintes
resultados: 31(38,87) isolamentos de micoplasmas, sendo 16 (20%)
de U.urealyticum, 10 (12,5%) de M. hominis, e 5(6,3%) casos de °
associacao dos referidos micoplasmas. C.trachomatis foi detecta-:
da em 11 (13,8%) pacientes enquanto que G. vaginalis foi isolada:
em 10 (12,57). Leveduras e Trichomonas sp foram observadas em 7
(8,8%7) e 1(1,3%) casos, respectivamente. Neisseria gonorrhoeae
nao foi isolada em nenhum dos pacientes estudados. Os resultados
obtidos indicam uma maior prevaléncia de micoplasmas (Ureaplasma
urealyticum) em relacao aos outros microrganismos pesquisados,
Fica claro, portanto a necessidade cada vez maior de se pesquisay
micoplasmas, nac tac somente em casos de UNG, como em outras alte
racoes do trato geniturinario.
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"Gardnerella vaginalis EM OBSTETRICIA™

G.DUARTE:; S.P.CUNHA; R.K.YANO; A.M.P.CUNHA; A.YASSIN,

Departamento de Ginecologia e Gbstetricia da Faculdade de Medi
cina de Ribeirao Preto-USP.

0 objetivo do presente trabalho foi tentar esclarecer se
existe associacao entre infeccao por Gardnerella vaginalis e
trabalho de parto pre-termo e o efeito de duas formas diferentes
de tratamento sobre este germe. Para isto foram estudadas prog
pectivamente 46 gestantes pertencentes ao Servigo de Ginecologia
e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto — USP.
Estas gestantes eram portadoras de infecgoes pela  Gardnerells
vaginalis, diagnostico realizado atravées da ciinica, Whiff-Test
e Colpocitologia. Foram divididas em 3 grupos, assim distribui
dos: o grupo I, composto de 16 pacientes, nao se submeteu a ne
nhuma terapeutica; o grupo LI, composto de 15 pacientes subme
teu-se a tratamento vaginal com derivado imidazolico e o grupo
II1, com 15 pacientes, submeteu-se a tratamento vaginal e oral
também com derivado imidazolico. '

Na evolucaoc destas gestantes observou-se o0s seguintes Te
sultados: entre as pacientes do grupo I, 37,57 desenvolveram
trabalho de parto pré—termo; do grupo 1I, 20% e do grupo 1III,
apenas 6,67 apresentou esta complicacao. Todas as criancas dos
grupos II e III foram avaliadas até dois meses ap0s o nascimen
to nao se constatando nenhuma anormalidade. a

Baseando-se nestes resultados, conclui-se que a terapeuti
ca da Gardnerella vaginalis durante o periodo gestaciomal esta
indicada, obtendo-se melhores resultados quando se utilizao tra
tamento oral e vagiﬁal concomitante.
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"ISOLAMENTO E IDENTIFICACAC DE BACTERIAS ANAERGRBIAS E Gardnerella
vaginalis, ANTES E APOS A ELETROCAUTERIZACAQ DO COLO UTERINO"

A.M.P.CUNHA; A.YASSIN; S.P.CUNHA; G.DUARTE; M.H.L.CALIRI.

Nicleo Para o Estudo de Bactérias Anaerobias de Ribeirao Preto-
USP. Apoio: FAPESP, CNPq, FINEP.

As bactérias anaerdobias constituem importante componente da
flora bacteriana do colo uterino e em determinadas condicoes, po
dem assumir um carater patogenico. Por outro lado,discute*senog
dias atuais a real participacac da Gardnerella vaginalis comoe
componente da flora bacteriana do trato genital ou como agente
etlologlco em certas infeccoes. A eletrocauterlzagao do colo ute
rino por sua vez, por alterar as condigoes mlcroblologlcas neste
sitio, pode propiciar o aparecimento de infeccoes subclinicas re
tardando o processo de cicatrizagao,

0 objetivo do presente trabalho foi isolar e identificar
bacterlas anaerdbias e microaerdfilas antes e apos a eletrocau
terizacao do colc uterino, analisando o efeito desta medida so
bre esta flora.

Foram estudadas 32 pacientes submetidas a eletrocauteriza
cao cervical, realizando se colheitas de espécimes clinicos an
tes e no 79 dia apos o procedimento.

0 isolamento e a identificacac das bacterias anaercbias e
Gardnerella vaginalis foram realizadas segundo Finegold (1977) ,
Sutter (1980) e Cunha (1985 e 1987).

Observou-se gue a eletrocauterizacao do colo uterino, le
vou a um aumento mna incidencia de bacterlas anaerobias, microae
réfilas e facultativas, tanto na regiao cervical quanto na re

giac vaginal.
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"EFEITO DO TINIDAZOL SOBRE BACTERIAS ANAEROBIAS E Cardnerella
vaginalis, ANTES E APOS A ELETROCAUTERIZACAC DO COLO UTERINC"

S.P.CUNHA; A.YASSIN; A.M.P.CUNHA; G.DUARTE:; M.H.L.CALIRI; R.
K.YANO.

Nacleo Para o Estudo de Bactérias Anaercbias de Ribeirao Pre
to-USP. Apoio: FAPESP, CNPq, FINEP.

0 objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito da
eletrocauterizacao do colo uterino sobre a flora anaexrobia e
microaerofila das regioes cervical e vaginal, assim como, o
efeito do Tinidazol scbre esta mesma flora.

Foram estudadas 63 pacientes submetidas a eletrocauteri
zacao cervical, das quais, 31 utilizaram creme vaginal com Ti
nidazol e 32 utilizaram placebo.

0 isolamento e a identificacao das bacterias anaerobias
foram realizadas segundo Finegold {1977), Sutter (1980) e Cunha
(1985 e 1987).

Notou-se que & eletrocauterizacao cervical, aumentou a
incidéncia de germes anaerobios e microaerofilos nas regioes
cervical e vaginal destas pacientes e tambem que ¢ uso do Tini
dazol reduziu a incidencia destas bactérias nestes locais.
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DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS VAGINITES
Raddi, Maria Stella Gongalves e Vidal, Antonic Fernando Longo

Faculdade de Ciéncias Farmaceuticas de Araraquara e Servigo Especi-

al de Satde de Araraquara{SESA).

Material vaginal de 74 pacientes atendidas pela Clinica Gineco-
1dgica do SESA foi analisada visando correlacionr o diagndstico cii

nico com possiveis agentes etioldyicos envovidos. As mulheres exami

nadas foram enquadradas nos grupos: 32,4% com sinais e sintomas de |

vaginite, nimerc de pidcitos aumentado e com pelo menos um agente e
tioldgico definido, 21,6% com sintoma de vaginite, nimero de pioci-
tos reduzido ou ausente e com um possivel agente etioldgico defini-
do, 14,9% com sinais e sintomas de vaginite, numero de pidcitos au-
mentado e sem agente etioldgico definido e 31,1% com queixa, sem si
nais clinicos de vaginite, mimerc de pidcitos reduzido ou ausente e

sem agente etioldgico definido.

Apresentamos as principais observagdes em relacdo ao exame dire
to & fresco, bacterioscdpico, bacterioldgico e pH vaginal dos mate-

riais examinados.

O exame minucioso do conteudo vaginal pode oferecer resultados

concisos e ser de grande utilidade na clinica ginecoldgica, visto

ser o exame bacterioldgico pouco valorizado pelos especialistas da -

area.

Auxilio Financeiro - RUNESP n2 3864/86.
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DIAGNOSTICO LABCRATORIAL E IMPORTANCIA CLINICA DE
BACTERTAS ANAER(OBIAS EM PACIENTES COM CORRI-
MENTOS VAGINAIS

A. ¥, P. CUKNHA
C. SOLE~VERKIN
S. P. CUNHA
G. DUARTE
4. ¥. C. LCPES
Uma situagdo frequente, na clinica de ginecologis

e obstetricia € a queixa de pacientes com relacgio a
corrimentos vaginais referidos de duas maneiras, uma,
afirmando que"nunca apresentaram qualquer problema va
ginal e que notaram recentemente, aumento da gecregso
vaginal*(CORRIMENTO VAGINAL AGUDO)e outra,”que por vi
rias vezes,j4 procuraram tratamento médico e o proble
ma d¢ corrimento vaginal ndo foi solucionado®(CORRI- .
MENTO VAGINAL CRONICO).08 objetives do trabalho foram
identificar bactériss anerdbias,Trichomonas e Candida
~ presentes em corrimentos. A metodologia seguiu os pa-
~ drdes usados por PFINEGOLD,1977;SUTTER,1980 e UZEDA,
©1982.Concluimos que nas pacientes sem corrimente iden
tificamos 3 géneros de bactérias anaerdbias em 23%%das
' pacientes e naquelas ccm corrimento agudo ou crénice
é 8 géneros em 47% das pacientes.Picou caracterizado

5 que & maiorie das pacientes com infec¢ie por Trichomo

na8 apresentaram populagtes bacterianas anserdbias ag
sociadas, sendo que o mesmo nac pode ser dito em rela
¢80 a Candida.

Wicleo pars Estudo de Bactérias Anserdbias em Ribei-
rac Preto - USP. Apoio recebido:FAPESP, CNPq, PINEP
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ALTERAGAO DA FLORA BACTERIAKA ANAERGBIA APGS A ELE-
TROCOAGULACXO DO COLO DO UBTERO

A.¥.P.CUNEA; R.K.YAXO; S.P.CUNHA; G.DUARTE; J.N.C.
LOPES.

Rucleo para Estudo de Bacterias Anaercbias em Ribei-
rac Preto - USP. Apoio recebido:PAPESP, CNPq, FINEP

JAs caracteristicas das infecgbes por bactérias anae
robias levou-nos a refletir sobre as probabilidades
de uma eletrocoagulagdo da regiao endocervical do colo
do utero, como forma de tratamento médico e de carcte
rlsticas cirdrgicas, alterar a flera bacterlana anae-
robia local, deixando-a durante um perlodo critlco,
mais suscept{vel & reiniciar um processo infecciocso
de causa endogenae Og objetivos do trabalho foram: &)
identificar bacterias anaerdbias da regisao vaginal e
endocervical do utero, antes da eletrocoagulagao do
colo uterino e no 7?2 dia apos o referido tratamento.
b)comparar as populacgoes bacterianas identificadas
arites e agos a eletrocoagulagédo, visando a profilaxia
da infecgac iatrogénica endocervical e vaginal. A me-
todologia para identificag®o das bactérias anaerdbias
observou padroes estabelecidos por RINEGOLD,1977, SUT
TER,1980 e UZEDA,1982. Concluimos que_a eletrocoagula
gao do colo uterlno ccasiona uma regiao de tecidos ne
crotices, facilitando a prollferaqao acentuada de po-
pulacoes bacterianas anaerobias, consequentemente
ocorrendo umag infecg@o secundaria. (s géneros de bac-
térias anaercbias isclados com mais frequencia foram:
Fusobacterium sp., Bacteroides fragilis {(grupoc)

Peptostreptococcus sp. e Bacteroides sp. mas grandes

populacdoes bacterianas microserdfilas e aerdbias nzo
foram isoladas do mesmo modo.




Faz

PADRONIZACAO TEMPORAL DE HEMOCULTURAS NAS BACTERE
MIAS TRANSITORIAS DO PARTC VAGINAL

M.H.L. Caliri, A.M.P. Cunha; S.P. Cunha e G, Duarte.

Nicleo para estudo de bactérias anaerobias em Ribei
rao Preto da USP. Apoio: FAPESP, CNPq, FINEP.

As bacterias anaerobias prevalecem no corpo hu
mano como flora endogena, sendo natural que possam
estar comumente envolvidas em bacteremias transito
rias. O0s estudos de bacteremias transitorias duran
te o parto apresentam a incidéncia de isclamento de
0,5 a 5,5% porem os anaerobios foram raramente iso-
lados. O objetivo deste trabalho foi identificar
quais os momentos de bacteremia transitoria no par
to vaginal em relacaoc a padronizagao temporal da tec
nica de hemocultura, visando as bacterias anaerobias,
Estudamos 29 pacientes, sem sinais ou sintomas clli
nicos de infecg¢do, padronizando os momentos de co-
lheita de hemocultura visando as manobras obstétri
cas. A metodologia utilizada no isolamento de anae
robios seguiu padronizacao realizada por Finegold
{1377), Sutter e cols (1980), Cunha e cols {1985,
1987). Neste estudo concluimos que as bacteremias
foram mais frequentes no momento imediatamente apos
a saida do concepto (46% das pacientes) sendo 83,3%
por bactérias anaerobias estritas e 16,7% por bacte
rias facultativas. -
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ISOLAMENTC DE ANAEROBIOS EM BACTEREMIAS TRANSITORIAS

NG POS-PARTC VACIMATL
M.H.L. Caliri, A.M.P. Cunha; S.P. Cunha e (. Duarte.

Nicleo para estudo de bactérias anaerobias em Ribel
rao Preto da USP. Apoio: FAPESP, CNPq, FINEP.

Bacteremia transitoria pode ocorrer espontanea
mente ou apds manipulagac em regioes onde existe u
ma flora normal ou um processo infeccioso. As bacte
remias assintomadticas relacionadas com o parto tem
sido pouco estudadas e a maior parte dos estudos nao
isolaram anaercbios pois os procedimentos laborato
riais nao estavam adequados na epoca. 0 objetivo
deste trabalho foi pesquisar a presenga de bactere
mias transitorias em pacientes durante o parto vagli

nal, identificando a presencga de bacterias anaero
bias. Estudamos 29 pacientes em trabajlho de parto,
sem sinais ou sintomas clinicos de infecgao. A me-

todologia utilizada no isolamento de anaerobios se
gquiu a padronizagao feita por Finegold (1977), Sut
ter e cols (1980) e Cunha e cols (1985 e 1987). As
cornclusoes encontradas neste trabalho foram: ay as
manobras obstetricas realizadas durante © parto va-
ginal foram capszes de produzir bacteremias transi
torias em 38% das pacientes; b) das 127 hemocultu
ras realizadas 13 (10,23%) foram positivas; c) as
bactérias anaerobias estritas foram responsaveispor
84,6% das bacteremias transitorias,
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ANAEROBIOS NA MORBIDADE FEBRIL POS-CESAREANA.

¢.C. RIBEIRO, L.D. JURGENSEN, L.G. PESSOA DA SILVA e
C.2. JURGENSEN.

Laboratdrio de Bactérias Anaerdbias do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia da UFF. Niter&i. RJ.
Servigo de Obstetricia do HUAP - UFF. Faculdade de Me-
dicina da UFRJ.

zstudo realizado em 44 pacientes em trabalho de parto
submetidas & operagao cesariana e a um CUIsO peri-~
operatdorio, com cefradina, obietivando reduzir a mor-
bidade febril (MF) pds—operatdria.

Em sete pacientes (15,9%) com clinica e sinais de MF
foi colhido material do endométrio utilizando a técni
ca de dupla sonda, da ferida cirtrgica obtido por pun
cio seguida Qe aspiracac dos provaveis sitios de in-
fecgdo, urina por puncao supra-pubica, e sangue atra-
vés de puncao venosa {(quatro amostras). No material -
colhido foi feita a pesguisa de facultatives e anaers
bios. A anaerobiose foi obtida em jarra pela passiva-
cido do cobre, com leitura em 48h. Das bactérias isola
das, foli determinada a sensibilidade a cefradina. Pa-
ra facultativas foi usada a técnica de Bauer e col.
e para as anaerobias a técnica de eluicao do disco em
caldo proposta pelo NCCLS.

Das sete pacientes com MF, de treés foram isolados

Peptostreptococcus (1 Ps. anaenobius, T Ps. prevoiid,
] Ps. micros, 7 Ps. magnus ¢ 1 Ps. consfelfafus). To-
das se mostraram sensiveis inm vitro a cefradina

(6mcg/ml) . Dentre os 11 facultativos isolados 9
Strepiococcus spp e 2 Eschenichia cold) s& 2 Streplo-
coccusd apresentaram resisténcia in vitro. Estes acha-
dos podem justificar a baixa incidéncia de MF pos-—ce-
sareana com uso de uma antibidotico-profilaxia feita
com dose unica de cefradina.
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ANAEROBIOS EM PLACENTA HUMANA
K. R. N. SANTOS, A. G. P. GARCIA e C.A, JURGENSEN.

Laboratério de Bactérias Anaerdbias do Departamentc de
Microbiologia e Parasitologia da UFF. Niteroi. RJ. e
Instituto Fernandes Figueira.

Foi realizado estudo bacterioldgico de 21 placentas,fa
ces materna e fetal, objetivando-se o isolamento de
bactérias anaerdbias e facultativas e um possivel rela
cionamento desses achados com patologia. O material,a-
pOs transporte em meio de Cary-Blair . com 0,2% de agar,
descontaminacado externa em agua fervente e dispersaoc
em solucao redutora, fol semeado nos meios de cultura:
Columbia Agar Base (CAB} com 5% de sangue de carneiro
(AS}), CAB com 5% de sangue lisado de carneiro e genta-
micina (40mcg/ml}, CAB com 5% de sangue lisado de coe-
lho e gentamicina e caldo Trypticase Yeast Glucose pa-
ra isolamento de bacteérias anaerobias, e AS, Teague e
Chapmann para bactérias facultativas. A incubacgao em
jarra de anaerobiose, usando-se a passivagéo do cobre,
foi utilizada para bactérias anaarobias e incubagao
convencional para bactérias facultativas. A identifica
¢adc dos microrganismos anaerdbios foli realizada atra-
vés de 20 provas, segundo o Manual Minitek de Identifi
cacdc Anaerdbia, sendo feita leitura para identifica-=
¢do final no proprioc Manual. Os bacilos Gram negativos
facultativos foram identificados segundo Trabulsi el
af, e os cocos Gram-positives facultativos através da
atividade hemolitica sobre sangue de carneiro, cresci-
mento em caldo hipercloretade e prova da coagulase.

A occorréncia de bactérias anaerdbias (C. perfringens
5,26%; C. sporogenes - 15,78%; (Clostraldium spp - 68,47%;
Bactenodides spp - 5,26% e P, acnes - 5,26%) foi veri-

ficada em 57,13% das placentas, sendo gue em 14,28% so
mente estes microrganismos foram isolados. Bactérias -
facultativas foram encontradas em 76,18% das rlacen-
tas. Achados patologicos microscdpicos como corioamnio
nite e/ou alterac¢ces morfologicas permitiram correla-
cdo entre o isolamento obtido e alteragdes . placenta-
rias. Entretanto, estudos posteriores devem ser reali-

zados para melhor compreensao.
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ISCLAMENTC DE BACTERIAS ANAEROBIAS EM MATERIAL
CLINICO NO HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE
MEDICINA DE RIBEIRAQ PRETQO - USP

C.E.LEVY & R.H.A.R.GIRONI
Laboratorio de Microbiologia do HC-FMRP-USP

No periodo de janeiro de 1986 a dezembro de 1988
foram processados pelc setor de anaerdbios do Lab. Mi
crobiologia do HC-FMRP-USP 1.563 espécimes clinicos.
A metodologia empregada baseou-se no Wadsworth Anaero
bic Bacteriology Manual, third ed., 1980C.

Foram obtidas deste material 432 culturas positivas
{27,6% de positividade} e isoladas 529 bacterias anae
robias. Os materiais que contribuiram com maior nume-
ro de isclamentos foram: Abscessos localizados (32%),
aspirado de cavidade abdominal (31%) e hemoculturas
{21¢).

A distribuicaoc das bacterias isoladas em funcao
dos materiais foi a seguinte:

ANAEROBIOS MATERIAL*

A B C D B
COCCS GRAM POSITIVOS
Peptoestreptococcus sp 24 24 45 02 13
Peptococcus sp 06 09 16 02 13
BACILOS GRAM POSITIVOS
B.G.P. nao esporulados 30 32 23 G2 i3
Clostridiuym sp 14 18 06 0o 09
COCOS5 GRAM NEGATIVQOS
Veillionella sp 00 01 02 00 01
BACTILOS GRAM NEGATIVOS
Bacteroides sp i5 19 17 01 06
B. sp Grupo fragilis 22 69 55 03 15
B. melaninogeniccus 01 02 05 00 04
Fusobacterium sp 02 GO 01 00 01
* A= hemocultura

= aspirado de cavidade abdominal
= abscessos localizados

= aspirado de ferida cirurgica

= outros materiais
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ASPECTOS METODOLOCICOS NA TDENTIFICAGAO 810QUIMICA DE ESPECTES DO |
GRUPO Bacteroides fragilils. :

NLLLCLUBAYMITIDO : SLLLSTLVA M J _AVILA-CAMPOS ;L .M. FARIAS;C.A V. DAMAS—E
CENO;MLUALR. CARVALHO & R.0. CISALPINO. !
bEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA DO INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS |
DA UFMG.

| Foi avaliada a influencia do periodo de incubagao mna interpreta!

‘cio dos testes de fermentagao de carboidratos utilizados ma iden
itificagao bicquimica de bactérias do Grupo BRacteroides fragilis.

H
: !
As cepas utilizadas foram isoladas de placa dentaria e de dife ~
rentes regices do trato intestinal de Callithrix penicillata. A
fermentagac dos carboidratos fol realizada em meic basico peptona
lextrato de levedura —-PY-{Holdeman et alii,1977) acrescide dos agu
cares: Arabinose 0,5Z{(Merck); trealese 0, 5% (Merck) :ramnose 1% 5
({Merck) e xilose 1Z(A1drich),incubando—seemCOHdigges de anaerobiof
‘se (107C0,+90%N,), por 48 e 120 horas. As leituras foram realiza —
das em potencicmetro, obtendo-se © Tndice de acidificagao pela j
diferenga de pH dos tubos incculados com a cepa-teste com carboi —
.dratos e sen carboidratos (controle). ;

. £ sabido que muitas das bacterias anaerobias apresentam cresci%
‘mento relativamento lento, © que pode gerar consequencias impor 3
rantes de ordem metodoldgica. A leitura preconiza para anaercbios,
‘a leitura das provas de fermentacao de carboidratos apos 5 dias

'de incubagac (Holdeman et atii, 1977: Sutrer et alii, 1980G: Almei;
‘da, 1986). f
I . :
© 0s resultados dos testes de fermentacao de carboidratos expres—
| sos pelo indice de acidificagdo do meio apds 48h e 5 dias de in -
cubacac, sugevem diferengas que podeviam ter significado taxoad -
‘mico para o grupo bacteriano em estudo, tendo em vista que a iden
‘ tificagao presuntiva ou mesme a definitiva toman por base esses |
{dados, entre outros, e que esses resultados poderiam ser afetadoﬁ
. por produtos metabolicos produzidos pelos microrganismos durante |
.o longo periodo de incubacao. i

-

APOIO : CAPES, FINEP e CNPq.
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MODIFICACAO DO MEIO DE BBE*. ESTUDOS PRELIMINARES.
M.C.Ferreira; R.M.C.P.Domingues e F.A.C.Magalhles

Departamento de Microbiologia Medica do Instituto de
Microbiologla da UFRJ

O meio de BBE* (Bacterodides fragifis bile -~esculi
' na) fol proposto para a selecdo e a identificacao pre
“suntiva de cepas do grupo B. {ragifis. Este meic de
. cultura contém além da base nutritiva, bile e gentami
' cina como agentes inibidores e esculina como substan-
cia indicadora de Bacferoddes esculina positiva. Na
nossa experlen01a tinhamos a observagao de gue a gen-
tamicina ndc se mostrava assim tao 1mped1ente para va
rias cepas de Enterobactérias, na concentracao de mg/
- ml preconizada pelos autores do meio (Livingston et
af. J. Clin. Microbiol. 7: 448-453, 1978}.

Com o objetive de avaliar diferentes concentracdes
{(1,2,3,4,5 e 6mg/ml) de gentamicina no meic de BBE, fo
ram testadas 76 amostras de Enterobactérias (entre
Escherdichia cold, Sernrafia marcescens, Kiebsiella
preumondae, Proteus mirabilis e P. U&Qﬂ&w& tnferobacten,
Pnov&denc&a e Citrobacten), 22 amostras de cocos Gram
positivos (entre Sfaphylococcus aureus e Streplococcus
faecalis) e 10 amostras de Bacterodides fragilfis, +o-
das em condicdes de anaercobiose. O meic de BRE sem gen
tamicina serviu como controle do meio e o agar sangue
suplementado, como controle da amostra.

Obtiveram crescimento em ate 6¥ a concentracao o-
rigiral de gentamicina: K.pneumoniae (20%}, S.marcescens
{33,3%), Enterohbacten sp. (318}, Profeus (24%). Den-
tre os Enterococos, 33,3% das amostras testadas cres—
ceram em ate 2X a concentracao do aminoglicosideo.

Como esses resultados demonstram que as amostras |
de Enterobacterla% ja apresentam niveis elevados de
resistencia a gentamicina, uma avaliacao criteriocsa do
reio de BBE deve ser realizado para gque permanega co-
mo uma pec¢a importante no isolamento de Bactenrcides
f1agifis {grupc) de materiais clinicos.
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IbOLAMENTO DE Cloatnidium digficile
K. R. N, SANTOS e C.A. JURGENSEN

Laboratdric de Bactérias AnaerbObias do Departamento de

Microbiologia e Parasitologia da UFF. Niterdi. RJ.

Alternativa no isolamento de (. difficilfe a partir de
fezes de criancgas foi avaliada, utilizando~se para
atmosfera de incubacdo a técnica de vacuo-mistura gaso
sa com la de ago cobreada, também podendo ser usada a
técnica de pré-reducido dos melos, com incubacao conven
cional. O cultivo de 123 espécimes foi realizado nos
meios de cultura: a) Trypticase Yeast Glucose Agar (TY
GA) com estreptomicina (Es) (500 mcg/ml e cefoxitina
(Ce) {16 mcg/ml} - TYGA/A e b) TYGA com Es {250mcg/ml),
Ce (8 mcg/ml) e lisozima (Ll) {5 mcg/ml}) para a parte
do espécime sem tratamento térmico, e ¢) TYGA somente
com Li (5 mcg/m¢) - TYGA/1 para aquela parte com trata
mento térmico {(80°C — 10 min). A identificacao dos ba-
cilos Gram positivos anaerObios (BGPA) foi realizada a
través das provas: producdo de E,S, gelatinase, indol,
mobilidade, reducao do nitrato, hidrdolise da esculina,
fermentagao de aclcares (glicose, frutose, maltose,lac
, tose, manitol) e pesguisas: da atividade proteolitica,
renzimas lecitinase e DNase e esporos. 0 maior percen-
tual de isolamento (95%) foi obtido guando foram pes—
quisadas células vegetativas e esporuladas, simulta-—
neamente, usando-se 08 meios TYGA/A e TYGA/1L.

Cerca de 85% de adultos com diarréia associada a anti-
bioticos e cultura positiva para (. d{{ficife tem apre
sentado colite, enguanto resultados falso -negativos pa

ra pesquisa de toxina poderiam ocorrer ja que esta é
termc e acido-13bil. Assim, o isolamento a partir de
fezes diarréicas de BGPA, esnorulado, resistente acs

antimicrobiancs do meio e/ou ao tratamento térmico, es
timulade pela lisozima, com colonias "rajadas™ e Cllnl
ca compativel, devem ser considerados subsidios impor-
tantes para iniciacac de terapéutica adequada.
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ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE Propicndibaclerdum acnesb
EM PACIENTES COM ACNE VULGAR.

N. ARAOJC BARRETO e C.A. JURGENSEN

Laboratdérioc de Bactérias Anaerdbias do Departamento de

Microbiologia e Parasitologia da UFF. Niterdi. RJ.

Propionibactenium spp., bastonete Gram positivo ,pseudo
ramificado, anaerobio, um dos componentes da microbio-
ta normal da pele, tem sido implicado por muitos anos
na etiopatogenia de acne vulgar, especialmente nos es-
tagios inflamatorios da doenca. Foi realizado um estu-
do em voluntarios e pacientes portadores de acne {77
casos) para o conhecimento das espécies de Proploni-
baetenium envolvidas com acne vulgar, em nosso meio.

A técnica de "friccido" proposta por Williamson &
Kiigman, foi utilizada para a colheita do material cli
nico, gue era semeado na superficie do meio de cultura
s61lido de Marshall & Kelsey, modificado, suplementado
com 5% de soro normal de cavalo e a incubacao, em estu
fa a 35°C por um periodo de 4 a 5 dias, utilizando-se
jarra para obtencao de anaerobiose, pelo método de pas
sivacao do cobre. As amostras isoladas, verificada
suas caracteristicas morfo-tintoriais e sensibilidade
a0 oxigénio, foram identificadas usando-se microtécni-
ca pelo sistema API 20 A, com respostas a 21 testes
bioguimicos.

Do grupc de individuos estudado, foi isolada unicamen-
te a espécie Paoplondbacterium acnes em 72 casos (93,5%).

Das amostras isoladas, 15 utilizavam sorbitol com pro- |

ducac de acido {sorogrupo I} e 57 nao utilizavam (soro
grupe II), resultados nao compativeis com os da litera
tura internacional. P. acnes foi isolado de individuos
em todas as faixas etarias estudadas, em ambos os se-
xos e indistinta cor, sendo encontrado tanto em come~
dac como nas pustulas examinadas.
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CARACTERIZACAO SOROLOGICA DE F.meningosepticum .

T.M.I.VAZ., K.RINO,, C.T.CALZADA . , C.R.GONCALVES.
Institute Adolfc Lutez.

A meningite neonatal estd entre as principais infec -
goes causadas por Flavobacterium meningosepticum e a
sua ocorreéncia no nosso meio j& vem sendc relatada des-—
de a década de 60. Estas infecgoes , embora raras apre-
sentam uma alta taxa de mortalidade ocu deixam graves se

guelas. O sorotipo C tem sido o mais frequentemente en—-
contrado em surtos epidémicos. A determinacgac da fre-
gquencia dos sorotipos de cepas identificadas no nosso
meio, constituiu nosso principal ocbhjetivo. Apds a iden
tificacaoc bloqulmlca as 21 cepas de F.meningosepticum,
sendo a maloria isclada de liguido cefalorraguidiano
foram submetidas a testes de aglutinagao em lamina com
antissoros somdticos especificos preparados com Ccepas
padroés pertencentes a 15 sorotipos { A a O }. Das

21 cepas estudadas , 17 (80,95% } foram classificadas
sorologicamente, predominando o sorotipo C ( 10 ) com
58,8 %. Outros sorotipos encontrados foram F (3 ) , B
{1) D (1) , 0 (1) e ® (1 );quatro cepas nac foram ti-
pave¢u. A maioria das cepas procederam de criangas re-—
cém nascidas.
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a pesguisa de antigenos bacteriancs tanbém vem sendc re-
alizada no soro sanguinec de doentes com suspéita de men-
ningite bacteriana. De 474 soros, 55 {11,60%) deram re-
acio positiva., Desses, 37 (67,27%) foram positivos para
Neisseria meningitidis, das guails 27 do grupc B, £ do
grupo C e 6 do grupo W135, e 18%(32,73%) para Haemophi-~
lus influenzae b. Dos 55 soros’positivos, em 20 ,
(36 ,36%, esse exame s fol positivo no soro, em 27 casos
(49,10%) foram obtidos resultados pcsitivos no soro e ndg
LCR, e de 8 (14,54%) soros positives n3o foi enviadoe LCH
A pesguisa de antigenos no soro contribuiu para que |
24 casos com suspeita clinica de doenga meningocdcica e
4 casos de Haemophilus influenzae b tivessem © seu diag-
.ndstico etioldgico esclarecido.
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MEIQ PARA HANUTENCEO DE AMOSTRAS DE NEISSERTA
A. Smapia Jr., H.L. Gil, E.F.A. Smania
UFSC - Floriambopolis - SC

As espécies de Neisseria patogémicas para o
homem s3o mantidas eficazmente guando liofiiizadas ou
guando congeladas a -702C. Porém, a maioria dos nos
sos laboratdrios nido tem condigbes para adquirirem os
equipamentos necessarios para o desenvolvimento des
sas técmnicas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
idealizar um meio de conservacac eficiente e de baixo
custo.

0 meic desenvolvido foi um agar semi-soiide
enriquecido com suplemento VX e 3% de hemacias de car
neiro lisadas pelo calor. ApdOs a inoculagio de uma
suspensao bacteriana espessa, os tubes foram incuba
dos a 359C por 18 horas e postericrmente a superficie
do meio foi coberta com olec mineral. As culturas
foram estocadas a temperatura ambiente.

Com o0 uso do presente meio, cepas de ‘
Neisseria goporrhocae e Neisseria meningitidis foram
mantidas com sucesgo. Dez amostras de cada especie
foram estocadas por guatro meses e, exceto uma de
N. gongrrhoecae que contaminou, as demais permapeceram
viaveis.

Considerando os resultados obtidos, sugerdi
mos gue este meic também seja testado em outros labo
ratorios e, inclusive com outras especies bacterianas
de dificil manutencao.
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SOROTIPAGEM DE LEPTOSPIRAS ISOLADAS DE CAS0S
HUMANGS

FE.E.SEXKATA*; P.H.YASUDA**; E.C.ROMERO*; A.V.LOMAR***
& M.V.SILVA*

*fpstituto Adolfo Lutz, **Instituto de Ciencias Bio-

m&dicas da Universidade de S3o Paulo e ***Hospital
Emilio Ribas

Dezesseis amostras de leptospiras foram isoladas
de sangue e/ou ligquor de pacientes internados no
Hospital Emilic Ribas e Hospital das Clinicas da Fa-
culdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo em
1986 {11) e 1989 (05). Destas amostras, sete foram
sorotipadas definitivamente pela té&cnica de absorgac
cruzada de aglutininas: sels cepas mostraram-se idén
ticas ao sorotipo copenhageni e uma , aoc sorotipo
monymusk, ambos pertencentes ao sorogrupo Icterchae-
morrhagiae. ¢ sorotipo icterchaemorrhagiae & descri-
to como o mais prevalente em nosso meio, entretanto,
diante dos resultados obtidos, ©s autores chamam a
atencdo para © sorotipo copenhageni, identificado em
malor porcentagem at® o momento neste trabalho e tam

bé&m isolado e identificado em outras ocasides no Bra
sil.
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LEPTOSPTROSE HUMANA NO ESTADC DE SAO PAULO, TRIBNIO
1986~1988

E.E.SAKATA*; E.C.ROMERO*; P.H.YASUDA** & 5.V.
STILIANO*

*Tnstituto Adolfo Lutz e **Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo

OBJETIVOS: Estudo epidemioldgico da leptospirose
humana no Estado de Sac Paulo, através de amostras
de soro recebidas pelo Setor de Leptospirose do Ins
titute Adolfo Lautz.

MATERIAL E METODOS: Bn&lise das amostras de soro
pela reacgdo de Aglutinacdo MicroscOpica, utilizando
0s seguintes sorotipos de Leptospira: icterohaemor-
rhagiae, grippotyphosa, canicola, brasiliensis
pomona, bataviae, australis, pyrogenes, tarassovi ,
andamana, autumnalis, shermani, wolffi , javanica,
panama, cynepteri, celledoni, diasiman, hebdomadis,
cagstellonis, butembo e patoc.

RESULTADOS E CONCLUSOES: Cs dados demonstram que
a doenca seguiu um padrao sazonal com maior incidén
cia no verao e outono, com pico nos meses de feve-
reiroc e margo. A &gua, em nosso meio, & um fator im
portante na veiculagao da doeng¢a, quando no periodo
das chuvas, a populacao entra em contato com a agua
das enchentes contaminada por leptospiras. Issc o-
correu principalmente na regiao da Grande Sao Paulo
onde se concentrou a maicria dos casos de leptospi-
rose (75,7%). A seguir, a regiao de Santos deteve
16,3% dos casos e as demais regiGes apresentaram um
pequeno percentual. Houve uma predomindncia da doen
¢a nos individuos do sexo masculino (91,9%) e 66,6%
dos casos situaram-se entre 11 a 50 anos, sugerindo
maior exposigac ao risco de adquirir a infeccao. A
faixa etlAria mais atingida foi a de 21-30 anos
(23,0%) e o sorotipo infectante mais prevalente en-—
contrado neste estudo, pertenceu ac sorogrupo Icte-
rohaemorrhagiae (69,9%), secundado pelo sorogrupo
Canicola (5,9%).
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Ti{tulo:Febre Maculosa: apresentagao de um Caso clinico

com comprovagao etiocldgica no Estado de sao Paulo.
Autores: Melles, H.H.B; Colombo, S.: Silva, M.V. da.

Resumo: Foi isolado riquétsia, por inoculagao intrape -
ritoneal em cobaias, a partir de amostra de pele de uma
crianca de 2 anos com sintcomas clinicos de febre maculo
sa.

0 diagndstico soroldgico realizado através da imu
nofluorescéncia indireta com antigeno padrao de Ricket-

+sia rickettsii, constatou conversao soroldgica de 4

vezes da 12 amostra de sangue (1:510) para a 32 amostra
(1:2048). Evidéncias de infecgido recente fol constatada
pela presenga de IgM com titulo de 1:128 nas 3 amostras

estudadas. Considerando-se também gue essa mesma conver

sZo ocorreu quando se utilizou como antigeno o microor—

ganismo isolado, podemos asseverar de acordo com as evi,

ckettsii.

i déncias soroldgicas de gue o agente isolado era a.R.xi—.

Foi feita também detecgio de anticorpos especifi-

cos para R.rickettsii no soro das cobaias inoculadas.

£ importante ressaltar ainda, que nac ocorreu rea.

¢ao cruzada com o agente causador do tifo murino

rRickettsia typhi.
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Disseminacgao _de Micop1asma em culturas celulares.
Timenetsky, J. & Melo S.F.

Depto. de W1crob1o1cgia. Instituto de Ciencias Biomedi-
cas da Universidade de S3o Paulo - Av. Prof. Lineu Pres
tes, 1374 - CEP 05508 - Sao Paulo, SP.

Micoplasmas podem passar desapercebidos em culturas
celulares e causar diversas alteracses cxtogeneticas al
terando resultados laboratoriais ou a eficacia da produ
¢ao industrial. Em nosso instituto, uma linhagem celu-
lar nao estava apresentando o desempenho esperado num
laboratorio de virologia. Desta maneira, 17 linhagens
celulares foram avaliadas para a pesquisa de micoplas-
ma. Quinze apresentaram cultura positiva (88,2%).A mor-
foiogia das colonias ("ovo frito") e os resultados das
provas diferenciais (Coloracdo de Dienes; resisténcia a
digitonina; produgao de acido a partir de glicose, xilo
se e sacarose; hidrolise da arg1n1na esculina e arbuti
na; reducao do tetrazolio; producdao de pigmentos carote
no1des) foram os mesmos. Sugerimos desta maneira, que
as culturas estavam infectadas com Acholeplasma laidla-
wii. Soro bovino fetal, tripsina e outros componentes
para os meios de culturas de celulas ndo evidenciaram
cultura positiva. A origem desta disseminacdao nao foi
estabelecida.
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PREVALENCIA DE ANTICORPOS PARA CITOMEGALOVIRUS EM MULHERES NA
{DADE REPRODUTIVA E RECEM-NASCIDOS EM RECIFE-PE.

M.I1.S.Linhares*, G.P.Andrade¥*, A.F.Coelho*%*, S.Tateno*,
Y. Eizuru®¥*, ¥.Mipnamishima##**.

% Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami
**Departamento Materno Infantil
Universidade Federal de Pernambuco — Recife-PE.

***Department of Microbiology,Miyazaki Medical College,Kiyotake,
Mivazaki, Japan.

RESUMO: Determinamos a prevalencia de anticorpos anti-citomegalo
virus (CMV) pelo método imunoenzimatico (ELISA), em 363 mulheres
em idade reprodutiva e 100 recem-nascidos em Recife-PE. A soropo
sitividade foi de 55,5Z e 78,07 nas mulheres gestantes de classe
sécio-economica média e baixa, respectivamente, enquanto fol de
56,5% e 87,97 para mulheres néo gestantes de classes equivalen-
tes, respectivamente. De 100 maes e bebes somente 3 jovens maes
na idade de 13 a 20 anos, mas nao seus bebes, foram positivas pa
ra anticorpos IgM para CMV. Verificamos que nessa amostragem a

prevaléncia de anticorpos IgG para CMV entre mulheres na idade
reprodutiva varia significativamente com a condicac socio-econo-
mica, mas pouco com a idade e gravidez. Infeccao intrauterina
por CMV nac foi detectada nos recém-nascidos de maes positivas
para anticorpos IgM anti~citomegalovirus.

Agradecimento

Esse estudo foi financiado pela Japanese Internmatiomnal
Cooperation Agency {(JICA).
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HEMAGLUTINACAO DE AMOSTRAS DE BACTEROIDES FRAGILIS COM
HEMACIAS DE DIFERENTES ORIGENS EM TEMPERATURAS DIVER-
SAS

R.M.C.P. Domingues & M.C. Ferreira

Departamento de Microbiologia Médica do Instituto de
Microbiolecgia da UFRJ

O Bacterodldes fragilfis, embora seja um dos meno—
res componentes da flora fecal, & um importante micror
ganismo nas infeccoes intra-abdominais, sugerindo, poxr
tanto, que ele possue alguns fatores de virulencia
gue o selecionam. A adesdo microbiana e um desses fa-
tores pois jatem sido implicada como iniciadora de doen
cas infecciosas.

Como as técnicas de nemaglutinagéo oferecem, devi-
do a sua 51mp11c1dade, subsidios para o estudo das in
teragoes entre bacteria e a superficie celuiar,f01nos
s0 proposito analisar a aglutinacfo de 33 cepas de B.
fragifis isoladas de flora normal e de material clini
co, incluindc uma de colegao de cultura 1nternac1onal
{ALCC}- Utilizamos hemacias humanas dos grupos sangul
neos A, B e 0, e hemacias de carneiro e cobaio, en duas
temperaturas de reacao: 49C e 379C.

Foram obtidos nove modelos diferentes de hemagluti
nagao, onde apenas 6 das 33 amostras ndo apresentaram
atividade hemaglutinante com qualquer dos eritrocitos.
Nove amostras hemaglutinaram com hemacias humanas, de
carneiro e de cobaio ndo s0 a 379C gquanto a 4¢C. As
demais apresentaram perfis variados de hemaglutinacgao
nao sO quanto a temperatura como com as diferentes he
macias.

Esses resultados parecem sugerir a presenca de di-
ferentes estruturas, possivelmente "lectin-1like™, na
superflcle das amostras de B. fragifis,testadas, res-
ponsaveis pela aderé&ncia as celulas sanguineas.

Orgaos financiadores: FINEP, CNPg e CEPG da UFRJ
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ADERENCIA DE AMOSTRAS DE BACTEROIDES FRAGILIS A DIVER-
SAS LINHAGENS CELULARES

R.M.C.P. Domingues & M.C. Ferreira

Departamento de Microbioclogia Medica do Instituto de
Microbiologia da UFRJ

Comc a habilidade em colonizar a superficie epite-
lial tem sido aceita como um importante mecanismo pato
génico, foram analisadas cinco_amostras de B. dragilis
quanto a capacidade de aderir a linhagens de celulas
de mamiferos (Hep-2, Ma 104, MDCK e MRC-5} assim como
3 uma cuitura primaria obtida de carcaca de oobhaio {(gul
nea pig carcass - GEC}. Tals amostras apregentavam graus
variados de hemaglutinacao a eritrocitos humanos do
grupo A, em duas temperaturas de reacgao, 49C e 37eC.

Todas as amostras hemaglutinantes, pelo menos a 49C,
foram capazes de aderir & GPC mas ndo as demais linha-
gens celulares testadas. Estudos de ultra -—estrutura
por Microscopia Eletronica de Transmissac revelaram a
presenga de material capsular nas resPectlvas amostras
aderentes, sugerindo a sua participacdo neste processo
de adesao.

Orgdos financiadores: FINEP, CNPg e CEPG da UFRJ
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PRODUCAO DE DHase POR ESTREPTOCOCOS BETA-HEMOLITT COS DOS
GRUPOS SOROLOGICOS A,B,C e G.

B.T. Ferreira; A.C.D. de Castro; T.G.F.M, Ratista & L.
C. Benchetrit.

A desoxiribonuclease (DNase) tem sido descrita como
importante fator de virulencia dos estreptococos do gru
po A. Bsta & produzida e liberada extracelularmente tam
bém por amostras pertencentes aos grupos B e C. Entre—
tanto ©s microrganismos do grupo G nadoc tem sido frequen
temente referidos como produtores desta enzima. Nas in—
fecgdes de pele, causadas por amostras do grupo A, a
DNase desencadeia intensa resposta de anticorpos no so-
ro dos pacientes, cuja detecgaoc € mais Util no diagnds-
co do gue a determinacao do titulo de antiestreptolisi-
na O.

. Neste trabalho estudamos quantitativamente a produ-
¢ao de DNase por 312 amostras de estreptococos utilizan
do-se um método baseado na medida da capacidade de des—
coloracao do complexc DHA-verde de metila incluido enmn
gel de agarose. A atividade enzimatica especifica foi

determinada nos sobrenadantes das culturas e expressaco]

mo o numerco de unidades enzimaticas por unidade de ab=
sorvancia do crescimento bacteriano. As médias das ati-
vidades especificas foram 593 {grupo A), 25(grupo B),
1ol (grupo C) e 174(grupo G). A enzima foi elaborada por
79 das 80 amostras do grupe A, 74 das 87 do grupo B, 73
das 98 do grupo C e 36 das 59 do grupo G.

Concluimos que, pelo menos em nosso meio, a maioria
dos isolados de estreptococos do grupo G sdo produtores
de DNase em quantidades somente inferiores a produzida
{pelas anostras de S.pyogenes.

Orgaos Financiadores: CNPq, FINEP/PADCT, CAPES e CEPGda
UFRJ
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PRODUCKC DE FATORES DE VIRULENCIA DE ESTREPTOCCCCS DO GRUPO B

"IN VIVO ",

R.G.Silva Filho, S.E.L.Fracalanzza & M.C. de Mattos

Disciplina de Microbiclogia da UNI-RIO e Departamento de Microbi
ologia Méedica do IM-UFRJ.

A forma precoce da infecgdo neonatal por — estreptococos
do grupo B & caracterizada por uma alta taxa de mortalidade mes-—
mo com a instituicio de uma terapia antimicrobiana aderuada
quando do diagndstico clinico. Apesar da correlacdo entre os di-
versos fatores de viruléncia descritos para EGB e o desenvelvi

mento do quadro clinico ser bastante controversa, evidéncias re~
centes sugerem que a hemolisina e © pigmento teriam um papel im-
portante na instalagio de um quadro clinico irreversivel levan-—
do & morte quando incculados em camundongos. No entanto, até o
momento, ndo foi demonstrada a produgdo destes dois fatores quan

do da muitiplicacdo do microrganismo no hospedeiro.

Com este obietive, utilizamos um modelo animal cue con-
siste na implantag@o cirirgica de clmaras permeaveis  contendo
uma cultura de EGB do tipo IT na cavidade peritoneal de camundon
gos. A partir do 59 dia de implantagio da cBmara foi possivel o~
bservar a formacao de pigmento alaranjado tipico, particularmen-
te na face interna das membranas de nitrocelulose que fecham a
camara. Esta producao tende a se intensificar de acordc com ©
prelongamento do tempo de permanéncia da c@mara na cavidade peri
toneal. Em m outro experimento utilizando células do microrga-
nismo crescidas durante 5 dias "in vivo", fol demonstrada a pro-
ducdo de hemolisina, através da reagdo em microplacas com  uma
suspensao de hemicias de carneiro a 18.

Estas evidéncias s@o a primeira demonstracgo da produgac
destes fatores de viruléncia quando da multiplicacao do EGB em
um modelo animal.

Trabalho realizado com o auxilio da FINEP; CNPg e CEPG da UFRJ.
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IMPORTANCIA DO STAPHILOOCCCUS AUREUS COMO AGENTE DE ABSCESSO HE-
PATTCO PIOGENICO NA CRIANCA

M.C.C. FEREZ 1¥; M.L. ISAAC 2%; G.M. ROCHA 3*; I.A. VICENTE 4*

1 -~ Profa. Departamento de Puericultura e Pediatria da FMRP; 2 -
PSs~graduanda do Departamento de Puericultura e Pediatriada FMRP;
3 - Prof.Dr. do Departamento de Parasitologia,Microbiologia e Tmu
nologia da FMRP; 4 ~ Prof. do Departamento de Cirurgia, Ortope -
dia e Traumatologia da FMRP.

*Paculdade de Medicina de Ribeirao Preto — USP
Av.Randeirantes, 3900 - 14049 ~ Ribeirao Preto — USP

Apesar de ser raro, de julho de 1987 a julho de 1988, 4crian
cas foram diagnosticadas como portadoras de abscesso hepatico no
HC-FMRP-USP, sendo 3 do sexo masculino e 1 do sexo feminino, de
5 a 8 anos de idade, procedentes de cidades da regiao.O tempo de
histdria da sindrore infecciosa foi aguda (4 dias}em dois casos
e subaguda (20 dias) nos outros dois. Os sinais e sintomas foram:
febre ('IOO°} , dor abdominal (75%), hepatomegalia (100%), vémitos
. (75%) e coltria (50%). O leucograma variou de 5650 a 20150 com
desvio para esquerda. A transaminase glutamico oxalacébica esta
va elevada em dois de trés pacientes em que foi dosado. Dois pa-—
cientes estavam com pneumonia por diagndstico ¢linico e radiold-
glooc. O raio X simpies de akdome mostrou hepatomegalia em 3 casos
e abscessc com nivel gasoso em wm caso. A ultrassonografia  fol
- exame que mostrou abscesso (nico em 3 casos e miltiplos em um ca
0, e orientou para DunGaEC percutinea para cultura e drenagen em
'3 cascs, pois o Gltimo faleceu antes do procedimento. Em 3 casos
- fol isclado Staphvzomccas aureus e no caso gue fol a dbito bac_i_
1o gramenegativo.® O tratamento com antipidtico par&m.era.a du-
- You em média 30 dlas. O objetivo & mostrar a importéncia dos es
 tafilococos comp etiologia de abscessos herdticos em criancas,

. discutindo mecanismo de infeccao direta (pneurcnia adjacente) e |
" disseminacao hematogénica (il tlp;.os abscessos) , além de mostrar |
a vantagem diagndstica e terapdutica da pungao percutanea. |

* Os estafilococos foram fagotipados em: 80/81; 29/52A/75/83A/94/
96 e outro n3o tipavel pelos fagos disponiveis.




242

Fe4

S Y ~D T ™ [ T "’\-.\T-'\w'- T ™
.“A’&"\_,,“‘;Du‘.:}\_ds LA “n __:‘)\_)..1.._. w e A h 5 LIl
fanlang - T fa¥al i el o~ T .\‘-u—\ ATV
STAPHYLOCOTCUS TOAGULAZ LN N

[ il . - - R I
{Ziz2iplina de M1
Za Microhisolosia

Foram estudadas
coceus coagulase neg

Tlara

H
<0
o
tr
)
m
=
&
)
H3
1Y)
]
]
&)
o
o
0

S

=
o
£
[¥8

a
das da o
- ~

4

A

RNl BTN

WMo D

W et 1= b2
Pobe e 1 (D

20w B N ¥ I G PRV
o
- N
AL
s

9]
SO e S B

O

u

oo

W2

fu

(gl 441
O
et U

43 amostras de Stanhylo-
a<ivos isclodos de micro=
5 “mfsroimang humancs. na
3o de hemolisina, lecitTi-
atinase. Das amonstras i-
a normal 5% oroduziram he
se, 11% lacitinase, 25%ze
o de =2nzimas extracel -
soladas da casns infeccic
~iisina - 15%: mrotesas —
%: gela<vinase - 35% . Hou-

somenta na TDTOVA
an Bl RS 11 ainda
is Aus o3 23Tafi

~inns de hemnclist




243

Fé5
INTERACAQ RACTERTA-CELULA HOSPEDEIRA NA ADESAD LOCALIZADA DE
ESCHER!CHIA COLI ENTEROPATOGENICA A CELULAS Hela

M.L.M. Silve, R.A. Mortara, H.C. Barros, W. Souza & L.R. Trabuls

Facola Paulista de Medicina ¢ Instituto de Biolisica Cartos Chages
Fitho, UFR.

A interacao bacteria—celula hospedeira no processo de
adesao localizada {(AL) de E. Sfﬂi_enteropategénica (EPECY a celulas
Hela foi estudada atraves de microscopia 6ptica, microscopia e%etré
nica de varredura e da observagéo da distribuigéo de actina celular
por imunofluorescencia. Os testes de adesao foram realizados com
E. coli 0041-1-85 (0111:H™ ALT). Foi feite a cinética da adesao lo
calizada conforme tecnica padrao (periodo de infecgao de 30min, la
vagem, per?odo de muitiplicagéo de 3hJ), tendo sido o experimento in
terrompido em intervalos regulares. As preparagges chservadas por
miCroscopia eletronica de varredura mostraram celulas Hela cobertas
por microvilosidades, onde se ligam as bacterias. Durante o proces
so de adesao ccorre um rearranjo das microvilosidades, que sa0 man
tidas somente nos locais da adesao bacteriana. Foi tambem estudado
o efeito da temperatura e da citocalasina D sobre a adesao e a velo
cidade da redistribuicao dos filamentos de actina. A tecnica utely
zada for a de centrifugaqgo de bacterias sobre celulas crescidas em
laminulas colocadas em tubos de fundo plano. Com esta tecnica for
observado um aumento do numerc de grumos bacterianos por celuia e
LT répido rearranjo dos microfilamentos de actina nos locais de
;ades;o. 0 numero de grumos bacterianos decai quando sao utilizadas

baixas temperaturas ou citocalasina 1.
.
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EFEITO DE SORCS DE CRIANCAS COM DTARRETA SOB
FSCHERICHIA COLI ENTEROPATOGENICA (EPEC) A C

H.C. Rarros, M.L.M. Silva & S.R.7.5. Ramos

E A ADESAC DE
LuL

B
£ S Hela

Fecola Paulista de Medicina, SP
’

Este trabatho teve por objetivo verificar o efeito de
soros de 16 criancas internadas com diarreia por EPEC sobre a adesao
a celulas Hela de amostras correspondentes aos sorotipos isolados

055:H6, O111:H, 0111:HZ, 0119:H6 e 0142:HO). Para tanto, foram
tilizadas 2 amostras de soro de cada crianga: uma colhida durante
a Fase aguda do processo diarreico e a outra na epoca de alta. Os
soros de um paciente foram tambem inativados (SGOC/BOmin) e testados
na presenca das mesmas amostras bacterianas citadas acima, exceto
da 0111:H2. Os testes de adesao foram realizados segundo Scaletsky
et al., 1985, apos uma pré~incubaggo de 25utf da suspensao bacteria-
na como 100ul de sorc ou PB3 {controte} por 1h a 37°9C. Os resulta
dos foram anal isados atraves da porcentagem de celulas Hela apresen
tando bacterias aderidas em cada experimento. As duas amostras de
soro de cada crianga inibiram significantemente & adesao de amostras
homologas e heteréiogas, sendo total em muitos casos. Estes dados
sugerem gue & inibig%o de adesac se deve a fatores desenvolvidos pe
la propria crianga {provavelmente anticorpos IgM na fase aguda). Us
soros inativados mostraram inibigao menor que os nao inativados, de
monstrando participaggo do complemento. Alem disso, fatores inespe

cificos presentes no soro tambem podem estar presentes.
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EFEITC DO COLOSTRC E LEITE MATERNC SOBRE A ADESAC LOCALIZADA DE
ESCHERICHIA CCLI ENTEROPATOGENICA A CELULAS Hela

M.L.M. Silva & C.M.S. Giampaglia

?Escoia Paulista de Medicina

A acao protetora do colostro e leite maternoruﬁsdiazr
reias infantis por E. coli enteropatogenica (EPEC) foi estudada :
atraves de testes de adesao dessas bacterias a celulas Hela. Foram
uti ! izadas 5 amostras de colostro e tres de leite humano;mmstesteS-
gde adesao de 8 amostras de EPEC pertencentes aos sorotipos OSS:H",§
§H6 e H7; 086:H34; 0111:H e H2; 0119:H6 e 0142:H6. Os testes foram

‘realizados em 4 diferentes condigoes, com e sem pre-incubacac das

?bactérias ou celulas com as amostras de colostro e leite. Os re i
sultados foram analisados atraves da porcentagem de celulas Hela

1apresentando bacterias aderidas em cada experimento. Foi obseryii
‘do que testes realizados na presenca de colostro ou leite mostram %
uma reducao drastica na adesao das 8 amostras bacterianas a celu- ;
?las Hela. A pré~incubag§o das celulas com colostro ou leite pode 5
Eaumentar essa inibigéo, o mesmo nao ocorrendo se a pré—incubagéo

gfor feita com as bacterias. A inibicao de determinados sorotipos ?
'variou conforme a amostra de leite utilizada, provavelmente devido
a exposigéo das maes a EPEC de diferentes sorotipos. Testes de

adesao por centrifugaggo e curvas de crescimento realizados na pre.

senca de leite maternc sugerem que o efeito inibitorio ocorre a

nivel da adesao e nao da multiplicacao bacteriana.
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PADRONTZACAQC DE UM SISTEMA “IN VITRO” PARA ESTUDOS DE ADERENCTA DE:

:ESCHER!CHIA COLI ENTEROPATOGENICA A MUCOSA INTESTINAL HUMANA

M.Z. Pedroso, T.A.T. Gomes & L.R. Travassos
Escola Paulista de Medicina, SP

Escherichia coli a mucosa intestinal humana foi adaptado um siste

Para estudar a capacidade aderente de amostras de

ima de cultivo de 6r950 "in vitro” a partir de fragmentes duodena:s

humanos colhidos, por via endoscop:ca de pacientes adultos nor

‘mais. Neste sistema foram testadas uma amostra de E_ coli entero

ipatogénica classica (sorotipo 0111:H ) e uma amostra de E. coli

gK12 HB101 nao patogénica; a iﬁteraggo bacteriana com a muccsa fou

‘anal isada por intermedio de ccrtes histologicos corados comGiemsa.

Com a amostra de E. coli Q111:H , foram observadas

areas de adesao bacteriana em diversas regioes dos vilos intest)

‘nais; aparentemente as bacterias estavam associadas a borda em es

‘cova dos enterocitos. Os testes com E. coli HB10O1 nao apresentg_%

iram focos bacterianos associados a mucosa, embora esta estivesse

‘bem preservada.

Este sistema, que emprega mucosa intestinal humana,

?possibiiitaré o estudo de diferentes mecanismos de adesao bacteria

-

‘na de uma forma mais proxima ao que ocorre “in vivo” e, conseguen

‘temente, auxiliara o esclarecimento dos mecanismos de virulencia

de E. coli enteropatogenica associados a genese da diarreia humana

:
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STABILIDADE E EXPRESSAO DA CARACTERISTICA ADESAQ LOCALIZADA (AL)
EM TRANSCONJUGANTES DE AMOSTRAS DE ESCHERICHIA COLI AL™PERTENCENTES
A DIFERENTES SQROTIPOS

M.LM. Silva, R.M, Silva & M.Z. Laporta
Escola Paul ista de Medicina, SP

A caracteristica adesao localizada (AL) a celulas hos
pedeiras tem sido apontada como um fator deviruiénciack;Escherichia”
Egii eﬂteropatogénica (EPEC). Neste trabalho foi estudada a estabi
lidade e expressao do piasmidio pMS71 (SuSmCmAp AL) em 40 amostras
de Escherichia colit AL pertencentes a 32 sorotipos diferentes, en
teropatogenicos ou nao. 0 plasm?dio foi introduzido nessas amostrag
por conjugaggo e o3 transconjugantes foram selecionados atraves de
resistencia a drogas. Sete amostras receberam o piasmidio (sorogru-
po 03, 033, 037, 055, 086, 0119 e 0127), detectado atraves daresis—
tencia a ampicilina e eletroforese em gel de agarose, cindodas quais
expressaram AL. A transferéncié de pMS71 para os sorogrupos 03 e 037
foi obtida atraves de mobilizacao. Em alguns casos foi observada in
compat ibilidade entre pMS71 e os plasmfdios presentes na receptora.
Os transconjugantes foram estocados por dois anos e testados nova-
mente quanto a resistencia a drogas, conteudo plasmidial, adesac e
presenca dos genes AL atraves da sonda EAF. Verificou-se que o plasmi—
dio foi mantido em todas as amostras de forma estavel . Entretanto, a
expressao da caracteristica ALem 5dos 7 transconjugantes, embora in—
discutivel quando testados imediatamente apés a sua obtenggo, vem
sendo perdida nos sorogrupos 055 e 086. Por outro lado, os trans-
conjugantes de 033 e 037 mostraram—se nao aderentes desde a sua ob
tenggo, embora tenham conservado o plasmidio aparentemente intacto
nestes dois anos. 0 Tato de todos os transconjugantes apresentarem
o piasmidio de adesao, mas essa caracteristica ser preferencialmen—
te expressada nos sorogrupos pertencentes a EPEC, sugere que genes

cromossomi cos Jdevam estar envolvidos no processo de adesao.
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FATORES DL VI QLENCHA EM AMOSTRAS DE E. COLI DO SOROGRUPC 029 E
SUA RELPCAO COM SOROTIPOS, PERFIL PLASMIDTAL E  CARA ACTERISTICAS
RIOQUTMICAS.

[

T 2. Guth, R4 Sitve, H.R.F. Toledo, T.M.0 Lima, L.2. Trabulsi

Sesartamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia. Escola
Daulista de Medicina, Sao Paulo

Amostras de E. coli pertencentes ao sorogrupo 029 fgg
ram primeiramente caracterizadas como invasoras porem, alguns thﬁ%
balhos tambem descrevem a produgéo de enterotoxina termo—estévell
(37-1). O objetivo desse estudo foi verificar a existencia de .
uma correiaqgo entre os fatores de virulencia e o sorotipo, pegé
fit ptasmidial, e caracteristicas bioqu?micas de  amostras dei

E. coli desse sorogrupo, iscladas de diarreia. Testes em animais,

cultura de celulas e hibridizacao com sondas especificas ng
ram utilizados para detecggo da capacidade invasora, aderencia, |
produggo de enterotoxinas e citotoxinas. Verificou-se que entrei
as 25 amostras estudadas 5 eram invasoras, 10 produziam ST~1 e 10?
nao apresentavam os fatores de virulencia pesaquisacdos. As am9§.
tras invasoras pertenciam ao sorotipo 029:H enquanto que todas
as amostras toxigénicas apresentavam o sorotipo 02G:H21. As de
mais amostras pertenciam a sorotipos diferentes. Amostras invaso
ras foram bioquimicamente menos ativas do que as toxigénicas e
apresentavam o piasmfdio de invasao. Testes de hibridizaqgo de
monstraram que a producac de ST-l estava relacionada a um piasmi
dio de 90 Mdal. Parece, portanto gque um padrgo bioqu?mico es
pecifico, o sorotipo e perfil plasmidial seriam caracteristicas
Uteis para distinguir amostras de E. colt 020 invasocoras, toxig;ni

cas das nao patogenicas.
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PRODUCAQ DE CITOTCXINA POR AMOSTRAS DE Escherichia
coli £ OUTRAS BACTERIAS ISOLADAS DE DIARREIA INFANTIL

R.GIRALDI, B.E.C.GUTH & L.R.TRABULS!

Departamento de Microbiologia, Imunclogia e Parasito
‘logia da Escola Paulista de Medicina.

? A producao de citotoxinas semelhantes
'a toxina de Shiga (SLT~1 e SLT-I1) foi estudada em
filtrados de 466 amostras de E.coli, 19 Aeromonas, 8
Citrobacter 10 Edwardsieila, 14 Entercbacter, 18
‘Kliebsieila, 20 Proteus, 4 Providencia, 7 Pseudomonas,
20 Salmonella, 4 Serratia, 29 Shigelia, 9 Yersimia e
46 ¥ibrio. Estas amostras foram isoladas, em sua maio
rita de diarreia infantil, com excecao das amostras de
¥Yibrio, isoladas de agua. Os testes foram realizados
em cultura de celulas Hela e Vero, e o0s soros anti
SLT-1 e anti1-SLT-11 foram utilizados em testes de neu
trallzacao.

Uma baixa freqliencia de producao de ci
Totoxlna foi detectada entre as amostras estudadas. A
produgao de SLT-1 foi verificade em 1 amostra de E.
‘coli, 5 EPEC e 1 Shigeila dysenteriae tipo 1. As amos
‘tras de EPEC pertenciam aos sorotipos Q111:H (2 amog
tras) 0111:H2 (2) e 0119:H6 (1), sendo que citotoxt
na foi detectada apenas nos sonicados bacterianos. Em
!5 amostras de Aeromomas foi verificada producac de ci

‘totoxina porem, nao neufral:zavei pelos  soros antL
7SLT—| e/ou anti-SLT-11. Nao se detectou produgao de
SLT-11 entre as amostras estudadas.

Embora produgao de citotoxina tenha S
do observada apenas em amostras isoladas de diarreia,
nao se pode estabelecer wuma reiaqao‘importante entre
estes dois fatores em nosso meio. Alem disto, o signi
ficado da produgao de baixos niveis de citotoxina, ve
rificado em algumas EPEC, na patogenese da diarreia
1precqsa ser melhor estudado.
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'DE DIARREIA HUMANA

34 conhecidas, essas amostras foram pesquisadas com o objetivo de

PESQUISA DE NOVAS FIMBRIAS DE ADERENCIA EM AMOSTRAS DE
Escherichia coli ENTERCTOXIGENICAS ISOLADAS DE CASOS |

L.C.Ricci*, F.P.de Faria* & A.F.P. de Castro*

* Departamento de Microbiologia e Inmnologia do Instituto de Bio
logia da UNICAMP

De casos de diarria em criangas na regiao de Ouro Preto, foram i
dentificadas 17 amostras IT+ e 7 STat+. Uma vez que atraves de
provas sorologicas de hemaglutinaczo manose resistente com hemd—
cias humanas, bovinas e de galinha nao caracterizamos padrao soro

1logico e hemaglutinante campativel ao das fimbrias de aderxéncia '

' caracterizarmos possiveis novas fimbrias de aderéncia. Desta for—

' ma as mesmas foram semeadas nos meios CFA, Minca e Meio Minimo e

testadas em provas de hemaglutinacao e microhemaglutinacao manose
~resistente caom hemacias humanas, bovinas , de galinha, oobaia e
cavalo., Verificamos em algumas delas caracteristicas hemagluti--—
nantes novas, o que nos leva a crer que devam possuir fimbrias de
aderéncia que divergem das ja descritas em amostras ETEC humanas,
até o momento.

Este projeto recebeu apoio financeiro do (g, FAP e FINEP.
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PESQUISA DE CFA I, CFA II E E8775 EM AMOSTRAS DE
Escherichia coli ENTEROTOXIGENICAS (ETEC), ISOLADAS DE

CASOS DE DIARREIA EM CRIANCAS NA REGIAO DE PAULINIA
5.P.

L.C.Ricci*, P.S.de Siqueira™, G.R.E.Tavares* & A.F.P.de Castro*

* Departamento de Microbiologia e Immnologia do Instituto de Biolo
glia da UNICAMP.

Com o obijetivo de tentarmos caracterizar fimbrias de aderéncia co—
nhecidas nas amostras de ETEC isoladas de casos de diarr€ia em
criangas na regiao de Paulinia, SP, 30 amostras LT+, 28 STat+ e 4
LT+STa+ foram pesquisadas quanto ao padrao de hemaglutinacao. Des-
ta forma, foram realizadas provas de hemaglutinacao manose resis—-
tente com hemacias humanas, de bol e de galinha. Posteriormente
tambem se pesquisou sorologicamente as mesmas amostras, atraves
dos soros especificos a-CFA I, a~CFA II, e a-E8775. Nenhuma amos-—
tra, dentre as pesquisadas, apresentou resultado compativel com ©
padrao hemaglutinante e antigénico dessas fimbrias. Entretanto qua
tro amostras ETEC hemaglutinaram s6 hemacias humanas, gquatro sO
hemacias de galinha, duas hemicias bovinas e de galinha com
sorologia para CFA II negativa e duas sO hemacias humanas e bovi—

nas, com sorclogia para (FA I negativa.

Este projeto recebeu apoio financeiro do CNPg, FAP e
FINEP.



 colicinas.

; Os sorogrupos encontrados foram : 0111 - 6 casos (50%)
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ESTUDO PRELIMINAR DOS FATORES DE PATOGENICIDADE DE EPE(
PE ORIGEM HUMANA.

A_H. KOBAYASHI*; A. CARNIETO JR*; A.O. MOCELIN*; R.G.
BALAN*; H.O. SARIDAKIS**.

Departamento de Patologia Geral - Centro de Ciencias
Bioldgicas - Universidade Estadual de Londrina.

Doze cepas de E.coli enteropatogénica classica iscladas
de criancas com diarréia na faixa etaria de 25 dias a 4
anos foram submetidas a testes biogquimicos, identifica-
cao soroldgica, antibiograma e testes para producao de

0125 - 2 casos (16,7%), 026 - 1 caso {(8,3%), 0119 - 1

" caso (8,3%), 0142 - 1 caso (8,3%), 0158 — 1 caso (8,3%).

. A biotipagem apresentou grande variacido, nao sendo pos%

' com sorogrupos. Colicina foi produzida por 3 cepas

sivel definir bioctipos especificos ou correlaciona-los ;

k3

(25%), todas pertencentes ao sorogrupo 01l1ll. O sorogrury
po 0111 esteve associado com alta frequéncia de resis -
rencia a antibidticos (cloranfenicol, tetraciclina, gen
tamicina), © gue nao ocorreu com OS demais sorogrupos
estudados.

* pstagiarios de Microbiologia do Dpte. de Patologia
Geral. CCB/FUEL.

** Docente do Dept?. de Patologia Geral. CCB/FUEL.
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FATORES DE VIRULENCIA DE Escherichia coli URI
NARIA

M.C. VIBOTTO & M.C.FURLANETO

Departamento de Patologia Geral-CCB-UEL
Londrina-PR.

Foram estudadas 100 amostras de E.coll isoladas
de urinoculturas positivas de pacientes do Hospital
Universitario de LOndrina quanto a produgao de  hemo-
lisinas, ccelicinas, capacidade de crescer na presenga
de soro normal humano(resisténcia serica) e hemogluti-
nagao{HA) monose sensivel(MS) e monose resistente(MR).

Trinta e dois por cento das amostras sSa0 hemoli
ticas em égar com 5% de sangue de carneiro, 25% produ-
zem colicina V, 45% aglutinam eritrocitos humanos na
presenca de monose(MRHA) e 50% apresentam MSHA. A ana-
lise dos dados revela uma significante correlagao en-
tre a produgao de hemolisinas, resisténcia serica e
MRHA. Das 32 amostras hemoliticas, 22(68%) sao produto
ras de adesinas MR e MS e 16(50%) sao resistentes ac
soro; das 45 amostras resistentes ao soro, 22(49%) dac
MRHA e MSHA; das 25 amostras colicinogénicas, 10(40%)
dao MRHA E MSHA.
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Reacio de coaglutinacio estafilocdcica para detecgdo
de enterotoxina termolabil (LT) de Escherichia coli.

A.D. Barbosa; R.M. Yanaguita; L.A. Silva & A.E. Gilio

Departamento de Microbiologia - Instituto de Ciencias
Biomedicas da Universidade de Sau Paulo.

0 objetivo do presente trabalho foi pesquisar}
enterotoxina termolabil (LT) em amostras de E.coli

ﬂﬁﬁgggjgg}ggﬂgglqmtégnica de coaglutinacdo estafilocdci
ca u§énab»cepa“CoQan I corada com Ponceau S.

As amostras de E. coli foram isoladas de 100
criangas internadas na Pediatria do Hospital Universi
tario da USP, sendo pesquisada uma amostra bactariana
por crianca e todas negativas para EPEC (E. coli ente
ropatogenica).

A suspensdo de Staphylococcus aureus foi pre-
parada pela tecnica de Kronvall e sensibilizada com
soro hiperimune anti-CT (anti toxina colérica).

Obteve-se 7 amostras (7%) produtoras de LT.
Concluiu-se que esta t@cnica podera substituir 5s en-
saios biologicos & imunolBgicos, uma vez que apresen-;
fa sensibilidade compativel com as tecnicas que wusam
culturas celulares Yy e CHO.
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PURIFICAGAO E CARACTERIZACEO DE FIMBRIAS DE Salmonella
agona e Salmonella adelaide,

. * ok *
M. EHARAW, S.A. FERNANDES, M.ISHIBASEI, e Y.ICHINOSE*

Institut of Tropical Medicine , Nagasazki , Japan.
Institute Adolfo Lutz™™

A aderéncia bacteriana as células da mucosa & geral -
mente considerada como uma etapa fundamental no estabe-—
lecimento de uma infecgao. Nos diferentes grupos bacte-
riancs estudados as organelas que facilitam a ades3o
bacteriana as células sd3o as fimbrias c¢u pili. Conside-
rando gue no Brasil as salmoneloses de origem animal
principalmente as hospitalares, constituem um séric pro
blema de saude piblica, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar as xlmbfwas de S.agona, segundo sorotipo
mais freguentemente isolado no nosso meio. As fimbrias
foram extraidas s purificadas pelo método de Korhonen e
cols. A caracteri zagao foi realizada pela microscopia e
imunomicroscopia eletrdnica. Para a determinacgio do pe-
so molecular das subun¢aades foi utilizada a eletrofore
se em gel de poliacrilamida pelo método de Laemmli .
Antissoros anti- fimbria de S.2gona e S.adelaide foram
produzidos em coelhos, e a tdcnica de Westevﬁ*blott¢ng
foi utilizada no esthdo do reconhecimento antigénico .
Propriedades hemaglutinantes foram determinadas wnela :
técnica de Jones e Freter. Verificou-se que o didmetro |
dasg fimbrias era de 5 a 7 nmn e suas subunidades tinham -
um peso molecular de 21.000 Da. Aminocdcidos hldrofobl
cos das fimbrias compreendlam 32% da composicdc total
dos aminocdcidos. Células integras fimbriadas possuiam
atividade hemaglutinante 1n1b1da pela D-manose, no en- |
tanto, fimbrias purificadas nao possuiam nenhuma propri .
edade de hemaglutlnagao Anticorpos ant1~f¢mbr1as re-—
ceonheciam as fimbrias integras (+ohals,, porém naoc as
suas subunidades, Determinantes antig@nicos comuns es-
t8c presentes nas fimbrias de S.agona e S.adelaide .
Considerandc as fimbrias como um p0531vel fator de vi-
ruléncia em Salmonella , apos sua caracterlzagao serd ;
verificada a sua 1mp11cagao na adesdo as células, eta-
pa inicial da infeccgao.
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INVASIBILIDADE E DETECCAO DE PLASMIDEOCS EM AMOSTRAS DE
YERSINIA spp

M.I.R. Apfel; A. Tibana; M.A.L. Miguel & A.L.S5. Noleto

Departamento de Microbiologia Medica, Instituto de Microbiologia
da UFRJ .

Foram estudadas b amostras de Yersinia spp- gque a-
- presentaram potencial de viruléncia em testes preliminares. Des—
‘ tas, 4 amostras foram isoladas de alimentos e uma de fezes diar-
reicas de cdo. Y.enterocolitica 0:8 {NCTC 10938) foi utilizada co
. mo padrac. Determinou-se a invasibilidade em olho de cobaio {tes-:
:teckaSammyL dose letal {(IDs,}em camundongos, presenca de
plasmideos e 01ﬁet1ca de 1nfecgao em diferentes orgaos
- de camundongos sulgos apos inoculacao endovenosa. Para:
- a cinetica de infeccao os animais foram observados dla
riamente e sacrificados em intervalos de 6horas e 3, 6,
10,14 e 21 dias apos inoculacgao, _para observacao de al
teragoes macroscoplcas e m1CIOSCOplcaS dos diferentes Or
i gaos, contagem de bactérias viaveils no sangue e homoqe—-
- neizado destes Brgaos.

1 Y.enterocolitica 0:8(IDs¢=3,8x10"UFC/ml, plasmideos de
: 82,42 e 9,4Mdal, teste de Sereny+) foi isolada de todos os Orgaos
- e do sangue pnmxxﬁmiaab&xﬁsosrm>flgmkh baco e 1nﬁkm&ixxsam
- do que todos os animais apresentaram diarreia e morreram na pri—
3 meira semana de infecgdo. Y.enterocolitica 0:5 (IDsg=4,8x10"UFC/ml!
. plasmideos de 42 e 9,4Mdal, teste de Sereny-i-) provocou hipertrofial
dos linfonodos, areas claras no flgado e placas de Peyer (apds o 69
e 109 dias respectivamente). Os exames histopatolOgicos apresenta
ram areas de necrose no baco e figado regredindo no 109 e 14%dias
respectivamente, aatk>pos&umﬂ.deﬁaﬁarza;mesemgade celulas vil
aveis em todos os Srgaos. Y.intermedia 0:13, 7Xz (plasmideos de 88,
42 e 8, &ﬁdal),Y.entemocolltlca 0:16Xz ([plasmideos de 54 e 9,4Mdal)|
Y.intermmedia 0:29%z (nlasmldeos de 27 e 8,84dal), Y. intermedia NAG
Xokkﬁech:de memudequx)reallzxkﬂ fbmma:sobaﬂx;do baco e
. figado apenas nas 6horas apds inoculacio, provocaram hipertrofia
. e hiperplasia de linfonodos e/ou placas de Peyer. A amos-—
tra Y.enterocolitica 0:16Xz foi tambem isolada dos rins,
linfonodos e sanque (6 horas).

Odrglos financiadores: CNPq, FINEP, CEPG da UFRJ
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 GCORRENCIA NE FATORES DE VIRULEHCIA EM CEPAS DE YERSINIA SPP DE
DIFERENTES SOROTIPOS.

T.M. Bauab & D.P. Falcio

Faculdade de Ciencias Farmacéuticas de Araraguara - UNESP

: A virulencia em Yersinia tem sido associada & presenca de plas
.midio ou classe de plasmidios de 40-48 MDa. A expressao desse deter-
‘minante genetico confere diversas propriedades fenotipicas forte-
.mente influenciadas pela temperatura, como: dependencia nutricio-
‘nal ao calcio, ocorréncia de antigeno VlWa, capacidade de autoaglu-
tinagao e resisténcia aoc soro humano normal, entre outras. Obje-
tivou-se avaliar a ocorréncia destes fatores de viruléncia en dife
‘rentes cepas de Yersinia spp. Foram utilizadas 19 amostras, sen-
'do 16 de Y. enterocolitica, uma de Y. intermedia, uma de Y. frede-

riksenij e uma de Y. kristensenii, analisadas quantoc a ocorrencia

~de plasmidio, dependéncia de calcio & 37°C, ocorréncia de antigeno
‘WNa, autoaglutinacao e resisténcia ao soro humano normal.  Destas,
.6 cepas de Y. enterocolitica dos sorotipos 0:8 e 0:3 apresentaram :

;plasmfdio de 40-48 MBa e positividade nos testes de dependencia de
calcio, antigeno WWa, autoaglutinacio e resisténcia ao soro. Seus
.respectivos derivados desprovidos do referido plasmidio, bem comog
%as demais cepas,apresentaram-se negativos em todos os testes de YL%
'ruléncia testados. Demonstrou-se assim, estreita correlacao en- .
tre a presenca do plasmidio de 40-48 MDa e positividade nos testes
.de dependencia de cdlcio, ocorréncia de antigeno VWa, autoagluti- |
Enagéo e resistencia ao soroc humano normal.

|
i

‘Auxilio FINEP (Convénio n® 4.3.86.0008.00)
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COMPARACAO DA CINETICA DE INFECGAO EM ANIMAIS INFECTADOS COM CEPAS
DF YERSINIA PORTADORAS E NAQ PORTADORAS DE PLASMIDIC DE VIRULEMCIA

T.M. Bauab & D.P. Falcao

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraguara - UNESP

A viruléncia de patdgenos pertencentes ao geénero Yersinig,
tem sido associada a ocorrencia de plasmldzo de 40-48 Mda. Obje- ;
‘tivou-se avaliar a capacidade invasora de cepas portadoras ou nao |
‘do referido plasmidio, inoculadas experimentalmente em animais.

Foram utilizadas cepas de Y. enterocolitica pertencentes a dife- ;
‘rentes sorotipos e de Y. intermedia, Y. frederiksenii e Y. kris-
‘tensenii, portadoras do plasmidio de 40-48 #Da, seus derivados des

-providos do referido plasmidio e cepas originalmente ndo portado-
‘ras do mesmo. As amostras foram inoculadas em camundongos por via é
'intragastrica. Apds 6 horas, 3, 6, 10, 15, 21 e 30 dias da ino- |
{culagéo, lotes de animais foram sacrificados e deles retirados .o §
‘baco, figado, rins, ganglios mesentéricos, placas de Peyer, ceco e |
0,5 ml de sangue, onde os microrganismos foram pesquisados. Obser |
%vou-se gue as cepas portadoras de plasmidio, seus respectivos deri
vados e outras do sorotipo 0:3 inicialmente nao carreadoras do
-mesmo, foram capazes de penetrar e multiplicar-se nos diferentes i
éérgéos e tecidos dos animais, nos diferentes periodos de tempo. As |
‘demais foram pouco invasoras. Estes resultados sugerem que 0 pa-
‘pel do plasmidio na infeccao, nao se relaciona a capacidade de in-
évaséo das cepas que o possuem.

Auxilio FINEP {Convénic n? 4.3.86.0008.00)
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VIRULENCE FACTORS OF AEROMONAS STRAINS ISOLATED FROM FAECES OF
CHILDREN WITH AND WITHOUT DTARRHOEA

}K.S. GHENGHESH, M.R.F. Toledo & L.R. Trabulsi

iDiscipfina de Microbiologia, Escola Paulista de Medicina,SgoPauio%

| A total of 39 Aeromonas strains, isclated from
;chiidren with and without diarrhoea, were surveyed for the |
production of haemolysin (human and sheep erythrocytes model), i
icytotox;n (Hela and Vero cells model), heat-stable (ST)_enterotoxiA
;(lnfant mouse model}, invasion ability (Hela cells and Serény :
ftest), and ability to adhere to Hela cells. Of the 39 Aeromonas
gisofates, 6 strains (3 from patients) were A. hydrophila, 8strains
%(5 from patients) were A. sobria, and 25 strains (17 frcm1patients)§
éwere A. caviae. In general a significant correlation was found
éonly between the production of haemolysin, cytotoxin, and A. ‘
éhydrophila and A, sobria species, regardless of whether isolated é

éfrom patients or controls. Only one A. hydrophila and one A.

Ecaviae isolates were positive in the infant mouse test. Most of the!

tests performed with A. hydrophila and A. sobria strains in the

éHeLa adhesion and invasion assays could not be interpreted since
Ethese strains produced cytotoxin which detaches the cell
monolayers. The 2 A. hydrophila strains analysed (both from
patients) adhered weakly to Hela cells and one was invasive in
Hela. Of the 4 A. sobria strains analysed, 3 (from patients) were
positive in the Hela invasion test, while the fourth (from a

control)} was negative. Aeromonas sobria strains analysed

exhibited moderate adherence to Hela cells. Most 53 caviae

T

strains, whether from patients or controls, showed strong adherencd
to Hela cells, and the majority were invasive in Hela. Al
Aeromonas strains were negative in the Serény test, although they

were positive in Hela cells.
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DETECCEZO DE TOXINAS POR AMOSTRAS DE AEROMONAS VERONII

M.S. Neves; M.P. Nunes; A.M. Milhomem & I. D. Ricciardi

Departamento de Microbiologia Médica do Instituto de Mi
crobiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

0 género Aeromonas encontra-se atualmente situado na
familia Vibrionaceae possuindo espécies gque tem sidocong
tantemente implicadas em uma variedade de patolcglasta%-
to em humanos comc em animais. A.veronii espécie movele

ornitina descarboxilase positiva foi isclada de materi-
ais clinicos por Hickman-Brenner em 1987.

A partir de agua doce e salgada coletadas em diver-
sos locais da cidade do Rio de Janeiro foram isoladas
quinze amostras de A.veronii. Setenta e tres por cento
foram positivas para a enterotoxina semelhante a ST de
¥.coli e detectadas pelo teste do camundongo recém nas-
cido. Quatorze amostras (93,3%) foram produtoras de he-
molisina, pelo teste em tubo. Das 14 amostras de A. ve-
ronii produtoras de hemolisina, sete foram investigadas
para produgac de citotoxina em cultura de células Vero
e todas produziram efeitos citopaticos. A detecgido de
enterotoxina e citotoxina em A.veronii & de grande  im-
portancia pelo fato das mesmas nac terem ainda sido des-
critas nessa espécie.

Orgaos Financiadores: CEPG, CAPES, CNPq e FINEP
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CARACTERIZACAD DOS FATORES POSSIVELMENTE ENVOLVIDOS KA
CAPACIDADE DE AGRESSAC DE VIBRIC VULKIFICUS.

D.P.Rodrigues¥®; R.V,Ribeiro#*; J.E.C.Moura Costa**; R.M.
Alves¥**; J.C.Valentim**; E.Hofer*%,

Departamento de Bacteriologia - Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ

V.vulnificus € talvez a mais invasiva das espécies de
Vibrio, podendo determinar septicemia, com elevado indi
ce de mortalidade, através da ingestao de alimentos ou,
celulite com propagacao no tecido muscular, pelo conta
to com a agua do mar. Muitos fatores estao implicados
em sua patogenicidade, contudo o mecanismo real ainda
niao esta esclarecido.

Objetivando verificar sua capacidade de agressao, ava
iiamos em 20 amostras, mantidas em agar tamponado a tem
peratura ambiente (15 de praias e 5 de ostras), oriun
das do litoral do Rio de Janeiro, as caracteristicas bi
ogquimicas, morfologia colonial (Variagao 0~T), presenga
de enzimas, segundo técnicas descritas por Thorpe et
alii (1981), West & Colwell (1984) e Rodrigues & Hofer
(1986) e capacidade de agressido em modelo animal (camun
dongo adulto e récém nato), segundo Bowdre (1981) e
Nishibuchi & Seidler (1983).

As caracteristicas biogquimicas das duas amostragens
(dgua e ostra) revelaram comportamento semelhante, ten
do variag¢odes mails concordantes com a biblicgrafia con
sultada, nas oriundas de ostras.

Na avaliacao da morfologia colonial, as condigoes de
manutencac, nao influenciaram, visto que obtivemos colg
nias opacas em todas as amostras.

Quanto a presenga de diferentes enzimas e sua relagao
4 patogenicidade, observa-se, na literatura, uma corrg
lacdo entre a produgao de colagenase, elastase e gelati
nase, com a capacidade de agressao em modelo animal.
Nas amostras estudadas, hd concordancia em apenas 5%.
Contudo, quando avaliamos somente a letalidade em camu
dongo adulto, verificamos que 65% atuaram sobre este mg
delo. Em relagao ao recém nato, nem todas foram capazes
de determinar acumulo de fluido, o que é justificado em
funcao do procedimento empregado para a extragao da tg
xina e a necessidade de células vidveis guando da utili
zacao deste modelo animal.

* PIOCRUZ - UFRJ
*x FPYIOCRUZ
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VIBRIO CHOLERAE NAO Ol: PESQUISA DOS FATORES DE PERMEA-
BILIDADE VASCULAR E DE ACUMULO DE FLUIDO INTESTINAL.

D.P.Rodrigues*; R.V.Ribeiro*; J.E.C.Moura Costa**; R.M.
Alves**;: J.C.Valentim*¥*; E.Hofer**,

Departamento de Bactericlogia -~ Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ

V.cholerae nao 01, isolado do meio ambiente e de pa
cientes com diarréia, podem produzir uma enterotoxinal
semelhante a colérica e certos fatores como o8 de perme
abilidade vascular, hemorragicos e citotdxicos.

Na tentativa de avaliar algumas destas proprledades
(permeabilidade vascular—-PF e actmulo de fluido 1ntest1
nal), foram analisadas 190 amostras, oriundas de aguas
de praias do municipio do Rio de Janeiro.

A metodologia empregada na extragao da toxina para o‘
primeiro ensaio, consistiu inicialmente na utilizacgao
de duas técnicas (Ohashi et alii, 1972 e Gyobu et alii,
1984) em 30% da amostragem. Os resultados obtidos foram
semelhantes, optando-se pela segunda, na gqual & utiliza
do o Hearth Infusion Broth, para o crescimento das amog.
tras. Apds 18h a 37°C, a cultura foi centrifugada,
(10000g/42C/1 hora) e 0,1 ml do sobrenadante inoculado!
por via subcutanea em treés cobaias (10 amostras/animal).
Quanto ao acumulo de fluido intestinal em camundongo re!
cém nato {CRN)}, seguiu-se a orientacgdo de Nishibuchi &
Seidler, 1984 (5 animais por amostra), com inoculacao;
intragastrica, através de catéter. Assinala-se gque estei
‘ensaioc, foi efetuado em 27% da amostragem.

' Na avaliacao dos resultados, cbservou-se que 42,
das amostras foram capazes de determinar o aumento da
permeabilidade vascular. Este modeloc animal, mogtrou-se
‘plenamente satisfatdric pelas caracteristicas guanto a
‘resposta e a reprodutividade dos ensaios efetuados.

Quantc ao CRN, 24% das cepas produziram actmulo de li
‘guidos no lumen intestinal, salientando-se no entanto,
‘que foi impossivel estabelecer qualquer associagao en
itre os dois ensaios.

. Admite-se, com base nos dados obtidos e circunstancig
dos nas observagoes de Gyobu et alii (1988), gue tais
fatores podem desempenhay um importante papel no meca
nismo de patogenicidade de V.cholerae nao Ol.

.~ * FIOCRUZ - UFRJ

** FIOCRUZ
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VIBRIO CHOLERAE NAO O1: CORRELACAC ENTRE SOROGRUPCS E A OCORRENCIA

DO FATOR DE PERMEABILIDADE VASCULAR (PF).

D.Ernandez, S.E.A. da Silva e E.Hofer

Laboratdrio de Vibrio,Departamento de Bacteriologia,Instituto Os-
waldo Cruz-FIOCRUZ,Ric de Janeiro-R.J.

2 evidenciagac da atividade enterotoxigenica em amos-—
tras de Vibrioc cholerae nao 01, pelo modelo experimen-—
tal do aumento da Permeabilidade Vascular {PF) em pele
de coelho e cobaia, apds inoculagao intradérmica de pre-
parcs enterotdxicos, substitue em certas condig¢des as

técnicas de verificagdo "in vitro" e “in vivo' (Craig,

Nature,207:614-616,1965 e Evans & Evans, Infect.lmmun.8:

725-730,1973).

Do ponto de vista epidemiolégico, salienta—-se gue al-

' guns sorogrupos estao envolvidos primariamente em cer-

LGS processos patolégicos, Assim sendo,procurou—-se ana-
lisar a freqliencia desses tipos soroldgicos em aguas re

~siduais. € & ocorrencia do Fator de Permeabilidade(PF).

A identificacao soroldgica das amostras foi realizada

"pelo Dr.Riichi Sakazaki, National Institute of Health,
. Japao.

No computo geral, em 46 amosiras de Vibrio cholerae

. n3o 01, provenientes dos afluentes das estagoes de tra-
' tamento de esgotos da Ilha do Governador e Penha (R.J.)
' observou-se a predominancia do sorogrupo 64 com 13,00%,
' seguindo-se do 51 com 6,5% e do 19 com 4,3%. Ressalta-.
. se que em 100% das amostras dos sorogrupos predominan-
' tes, observou-se reagao positiva para o Fator de Perme-
. abilidade Vascular {di@metro acima de 4 mm).
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ESTUDC ETTOLOGICO DE DIZRREIA AGUDA EM CRIANCAS HOSPITALIZADAS
M.B. de ASSIS & E.M. MAMIZUKA

Departamentc de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas — Faculdade de
Ciéncias Farmacduticas — USP.

Foram realizadas coproculturas de 244 criancas com diarria agu
da internadas no Hospital Universitfrio da Universidade de Sao
Paulo, com idade de 0 a 12 meses, no periodo de abril de 1985 a
maio de 1986, com a finalidade de determinar a etiologia e a fre-
mcza de isolamento de enteropatégenos. O tenpo mEdio de inter-
nacgao foi de 5 dias, com minimo de 2 e maximo de 40 dias.

Seguluuse a metodologia de Edward e BEwing para identificagao de
enterchactérias patogénicas. As toxinas termo-labil (LT) e termo-
estavel (ST) de Escherichia coli entemtomg‘éruca (ETEC) foram
determinadas pelo método de hibridizagao de DNA sequndo a técnica
de Maas e cols. Para identificacdo de Campylobacter termmofilico
sequiu-se a metodologia de Skirrow modificado e o método imunocen-
zimdtico (Rotazyme-Abott) para detecgac de Rotavirus.

As bactérias enteropatogéncias e o Rotavirus foram isclados de
62,7% (153/244) dos casos. Os agentes mais prevalentes foram:
Escherlchla coli enteropatogdnica classica (EPEC) isolada em 35,2%
(86/244) dos casos, Rotavirus em 32,3% (79/244), Salmonella spnao
tifosa em 15,1% (37/244), Shigella sp em 4,9% (127§?IZH Escherichia
coli enterotoxigélica (E.‘I‘EC em 4,0% (10/244) Campylobacter termo
fl'iioo em 2,4% (6/244) e Escherichia coli invasora (ETFC) em 0,43
(1/244).

A predomingnecia da Escherichia ooli (EPEC) e do Rotavirus fol ve:
rificada em todas as faixas etarias estudadas, -

Em 39,2% (60/153) de casos positivos foi observada infecgao mis :
ta por dois cumais agentes etioldgicos, sendoc que a maioria  95%
(57/60) destas infecgoes ocorreu em criangas com © periodo de in—
ternagcao acima de 5 dias.

Os dados mostraram que quanto maior o periodo de  internagao
maior a ocorréncia de infecgao mista.
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EETIOLOGIA DA DIARREIA AGUDA EM CRIANCAS
|

* ® % *

* % %k
; M.S.V. Gatti ; L.C.Ricci ; MIM.G.Ferraz ; |

'E.A,Lomazi
: % RE
& A.F.P.de Castro

1P.S.Siqueira

* Departamento de Pediatria da Faculdade de Cﬁéncias%
Médicas da UNICAMP. ;
** Departamento de Microbiologia e Imunologia do Insti%

tuto de Biologia da UNICAMP.

Cs autores realizaram um estudo prospectivo para pesquisar a etio{

logia da diarréia aguda em pacientes atendidos nos servigos de a-~
‘tenc¢ao primdria & salde do Municipic de Paulinia - SZo Paulo. No?
periodo de outubro de 87 a outubro de 88 foram estudadas 342 crian
¢as na faixa etéria de 1 més a 12 anos de vida. Para cada paciente
na vigéncia de um episddio de diarréia aguda foi colhido uma amos~§
tra de fezZes na qual se pesquisou os seguintes agentes bacterianosi
entercpatogénicos: EPEC, ETEC, ETEC, Shigella, Salmonella, Campylor

bacter e Yersinia e os virus: Rotavirus e Adenovirus entéricos.Bac

térias enteropatogénicas foram encontradas nas coproculturas deg
137 (42,9%) pacientes e virus em 57 (16,6%). Entre as bactérias foi

verificada a seguinte distribuicao: ETEC - 59 (17,5%), £PiC - 42
(12,2%), shigella - 32 (9,3%), EIEC - 4 (1,1%), Salmonella - 0

(0 %), Campylobacter ~ 0 (0%) e Yersinia - 0 (0%).

Agentes virais foram encontrados em 57 pacientes, sendo que em 54
Geles, foi identificado Rotavirus e em 3 o Adenovirus.

Este projeto recebeu apoio financeiro da FAP e FINEP.
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ETIOLOGIA DA DIARREIA AGUDA ENDEMICA EM ADOLESCENTES E ADULTCS NA
CIDADE DE SAQ PAULD

N.N.Q. Santosl, M.R.F. Toiedoz, A. Castelo Fiihol, T.AT. Gomesz,
M.A.M. VieiraZ & L.R. Trabulsi?

IDisciplina de Doencas Infecciosas e Parasitégias e 2Disciplina de
Microbiologia, Escola Paulista de Medicina, Sao Paulo

Saoc raros na literatura os dados sobre aetiologia da
diarreia aguda endemica em adolescentes e adultos. Neste trabalho
foram determinadas as fregllencias dos diferentes enteropatégenos
nas fezes de indivfduos, na faixa etaria de 10 a 74 anos, apresen
tando diarreia aguda, Foram pesquisados as entercbacterias entero

patogénicas, Campylobacter, Aeromonas, Vibrio, Rotavirus e parasL'

tas. Rotavirus foi pesquisado pela tecnica de aglutinaggo de par
ticulas de latex. A pesquisa de £. coli enteropatogenica classica
(EPEC), E. coli enterotoxigenica (ETEC) e E. coli enterohemorragi
ca (FHEC) foi realizada atraves de sondas genéticas e a dos outros

enteropatogenos, atraves dos metodos convencionais.

Os resultados mostraram que o enteropatégenoiaacter{é
no mais frequentemente isolado foi Shigella (14% dos indiv?duos),.
vindo a seguir ETEC (8,6%), Aeromonas (5%), Salmonella (5%), E.
coli enteroinvasora (3%), Campylobacter (2,5%), EHEC (1,2%) e

Vibrio parahaemolyticus (1%). lﬂfecgaes bacterianas mistas foram

observadas em 6% dos individuos. Rotavirus foi detectado em 8,6% |

'dos casos. Nos exames proto-parasitologicos Ancylostoma duodenale

¥

EFoi o agente mais frequente {13% dos casos), seguido de Strongyloi
;des stercoralis (8%), Ascaris lumbricoides {6,5%), Trichuris tri-
jchiura (5%), Giardia lamblia (1,6%) e Schistosoma mansoni (1,6%). |

. Em nenhum dos pacientes se isolou Yersinia enterocolitica ou se

detectou amostras de EPEC ou de Entamoeba histclytica.
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ETIOLOGIA DA DIARREIA INFANTIL EM SAQ PAULO

V. Ras?il, T.AT. Gome?}, S.R.T.S. Ramosz, B.E.C. Gut
Vieirat, M.R.F. Toledo*, J.A.N. Candeiasz, P.A. Bla
Trabulsil

lescola Paulista de Medicina, SP, ZUniversidade de Sao Paulo, SP e
enters for Disease Control, Atlanta, Ga., USA

Para avaliar a prevaiéncia dos enteropatégenos na
diarreia infant1], foram coletadas fezes de 500 criangas com diar
_réia aguda (casos) e 500 semsintomas gastrointestinais (controles),
menores de 1 ano de i1dade, que procuraram o ambulatério«iaﬁospita!
Infanti! Menino Jesus (SP}, entre maio de 1985 e junho de 1986.

Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Yersinia e Campylobacter

foram pesquisados atraves de metodos padrges. E. coli enteropato-
génica classica (EPEC), invasora (EIEC) e enterohemorrégica {EHEC)
foram pesquisadas por testes soroiégicos e E. coli enterotoxigéni—*
ca (ETEC), atraves da pesquisa de enterotoxinas LT, pelo teste de
5hemagiutinag50 indireta, e ST, em camundongos recem—nasc i dos.

Rotavirus foi pesquisado pelo teste de ELISA (EIARA).

EPEC, ETEC, Salmonella, Shigella e Rotavirus abreseﬂ

~taram associaggo significante com diarreia. EPEC Foi:apatégenOtnais

;Frequente, prevalecendo os sorotipos O111:H, 0111:H2 e 0119:H6. O

“segundo patégeno mais frequente foi Rotavirus. EIEC e Campylobacter:
foram pouco frequentes e apresentaram apenas tendencia a associa- ;
ggo com diarreia. EHEC e Yersinia nao foram isolados. foi encontri‘
da alta Frequéncia de infecgges mistas, que se mostraram signif&—;

cantemente associadas com diarreia.

EPEC teve maior prevalencia na primavera enquanto

‘Rotavirus foi mats frequente no outono e inverno. Campylobacter

ocorreu apenas no verao e outono. 0Os demais enteropatogenos nao

apresentaram variagoes sazonais consistentes.
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A APRESENTAGEO SERA FEITA ATRAVES DE POSTERS.

PERFIL ETIOLOGICO DA DIARRETIA AGUDA INFANTIL NO RIO DE
JANETRO.

V.L.R.BRAVO; A.H.REGUA; A.N.DUARTE; R.DUARTE;L.A.SILVA ;
Z.A.SILVA & M.C.LEAL*®

Departamentos te ci8ncias Bioldgicas e Epidemiologia e
Metodos Quantitativos em Saude* ENSP/FIOCRUZ

Com o objetivo de determinar o perfil etioldogico das diar
reias infecciosas foram analisadas amostras fecais de 406
crisngas de 0 a 3 anos de ;dade internadas e/ou atendidas
na Clinica Médica de Emergencia do Hospital Municipal
Sales Neto, Ric de Janeiro. Investigou-se a presenga d@
Shigella, Saimonella,Campylobacter sp.,Yersinia enterolli
tica, E.coli enteropatogenica (EPEC),—E,coli enteroinvasoa

~

{EIECT e E.coll enterotoxigenica (ETEC STa eLT).

Foram utilizados metodos convgncionais para o isclamento
e identificacao dos enteropatogenos. . Os percentuais en
contrados para os agentes estudados foram : Shigeila 0.5%,
Sailmonellia 1.5%, Campylobacter sp. 9.8%, Rotavirus 11.3%
Adenovirus 1.7%, EPEC 16.5% e ETEC 20.9%. Em nenhuma amos
tra foi identificado Y.enterccolitica e apenas em uma de
las foi detectado EIEC pelo teste de Serény, Em 51.5%
dos casocs nao houve isolamento de enteropatogenocs e em
38.2% foi encontrado somente 1 agente. Foi observada as
sociagdo entre dois patogenos (8.1%), tres (2.0%) e qua
tro(0.2%) sendo a mais frequente entreEPEC/ETEC. -

A populacho estudada foi distribuida em trés faixas eta
rias : de O a 5 m, 49,3%; de 6 a 1llm, 26.8% e de 12 e +
meses, 23.9%. No primeiro grupo o patogenc mals iscla-
do foi EPEC (20.5%) no segundo Campylobacter sp. e Rota
virus (14.6%) e no terceiro ETEC (28.9%). T -

Os resultados obtidos’séo compativeis com os citados por
outros autores, em paises em desenvolvimento.
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OCORRENCIA DE ENTEROPATOGENOS DE COPROCULTURAS REALI-
ZADAS NO PERIOCDC 1586-1989.

AM.G.DIAS, E.KANO, L.K.NAKAHARA, A,T.TAVECHIO, S.A.
FERNANDES, G.R.F.VALLE, C.T.CALZADA,

Institute Adolfo Lutez.

As gastrenterites ainda representam importante pro-
blema de saude publica no nossco meio. Este trabaiho
teve como ObjethO verificar a fregquéncia dos dife -
rentes enteropatdgenos isolados durante o periodo de
janeiro de 1986 a margo de 1989. De 2831 coprocultu-
ras realizadas neste periodo, 334 exames procediam de
pacientes acometidos pela SIDA. As enterobactérias pa
togenicas isoladas foram caracterizadas através de
testes bioguimicos. sorologlcos e de patogenicidade.
0 isolamento e a identificacac de Campylobacter foi
realizado segundo o método de SKIRROW. O indice de
positividade neste periodo foi de 20,59%. 0 enteropa-
togeno mais frequentemente isolado foi E.coli entero-
patogenica (215}, seguidos de Shigella 11637, Campy -
lobacter (125), Salmonella (60), E.coli enterotoxige-
nica produtora da toxina STa (49) e E.coli entercinva
sora (35). Foram encontradas 12,35% de 1nfecgoes mis—
tas por 2, 3 ou 4 enteropatdgencs. Quanto a distribui
¢do por faixa etdria, verificou-se que nas criangas
entre O- 5 anos, havia o predominio de E.coli enteropa
togenlca engquanto gque em pacientes de outras faixas
etdrias destacavam-se a Shigella e o Camgylobacter
como os mais frequentes., Observou-se também neste pe-
riode uma diminuigdc do nimero de isolamentos de
Salmonella. Com relacaoc ao grupo de pacientes portado
res da SIDA, constatou-se um indice de positividade dej
11,37% entre os pacientes maiores de 15 anos, enquanto
gue no grupo nac portador da SIDA e da mesma faixa etd;
ria este indice fol de apenas 2,32%.
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OCORRENCIA DE BACTERIAS ENTEROPATOGENICAS CLASSICAS EM
CRIANCAS COM DIARREIA EM JUIZ DE FORA - M.G.

M.G. Oliveira (1); G.V.A. Pessoa (2); L.K. Nakahara (3); L.Gj
Milagres (&)

(1) Universidade Federal de Juiz de Fora; (2} ICB-USP; {33
Instituto Adolfo Lutz; (4) F.C.F.

Universidade de Sao Paulo

Bactérias enteropatogenicas classicas foram pesquisadas
nas fezes de 187 criancas com diarréia, na faixa etaria de 0
a 5 ancs, de proced@ncia'ambulatorial e hospitalar. A metodo
logia utilizada baseou-se mo isolamento e identificacao
biocquimica e sorologica convencionais, seguida da pesquisa
da enterotoxina STa através da inoculacao em camundongos re-—
cém-nascidos para as amostras de ETEC e do teste de Sereny
para Shigella e EIEC.

Em 33,67 dos casos isolou-se, pelo menos, um enteropatégg
no. Shigella foi o mais frequente com 16,57, seguido de 8,027
de EPEC, 6,97 de ETEC, 2,6% de Salmonella e nenhum isolamentg
de EIEC. 93,57 das shiguelas pertenceram ac subgrupo B, sendd
86,27 do sorotipc 2. Marcas de resistencia fixa como Cloran-
fenicol-Sulfametoxazol-trimetoprim-Tetraciclina estavam pre-
sentes em 80,07 das amostras deste scrotipo. Destaca-se a
elevada resistencia ao Sulfametoxazol-trimetoprim, fato re -
cente no Brasil. A taxa de isolamento de Shigella se mostrou
alta nos 8 meses da pesgquisa, caracterizando a endemicidade
da infeccao em areas com alegada infra~ estrutura sanitaria.
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PREVALENCIA DE Salmonella e Shigella EM COPROCULTURAS DE CRIANCAS
COM DIARREIA EM BELO HORIZONTE KOS PERIODOS DE JUNHO/81 A QUTU -
BRO/83 E DE AGOST{O/86 A SETEMBRO/87.

D.M.M. Queiroz, E.N. Mendes, L.M.H, Resende, F.J. Penna

Laboratorio de Pesquisa em Bactericlogia da Faculdade de Medicina
da UFMG

Nos periodos compreendidos entre Junho/81 a outubro/83 e Agosto
86 a Setembro/87 foram realizadas 370 coproculturas de criangas
com diarréia aguda. No primeiro periodo, em 293 amostras de fe—
zes, isolou-se Salmonella em 29 (9.9%Z). Dentre as Salmonella, o
sorotipo mais frequente foi S. Typhimurium 15 {51.7%) seguido da
S. infantis (6 - 20.7%) e 5. Saint Paul (I - 3,5%Z). Das 41 amos -
tras de Shigella isoladas (14.0%Z), 40 foram classificadas como 8.
flexneri (97.6%) e 1 como S. dysenteriae (2.4%). No segundo perio
do o genero Salmonella foi isolado em apenas 2 amostras dentre as
77 estudadas (2.67) e Shigella em 7 (9.17). Destas apenas 2 (28.6%
eram S. flexneri e 1 (14.37) S. dysenteriae. As outras 4 foram
classificades como S. sonmei (52.1%). Conclusoes: Como o0s casos
estudados sao de criancas da mesma faixa etaria, nivel socio eco-

_nomico e provenientes dos mesmos servigos, o8 resultados indicam

mudancas significativas quanto a freqlencia de isolamento de Sal-

~monella e Shigella bem como quanto as especies de Shigella iso~|

ladas. Tais alteracoes se devem provavelmente a outros fatores

- que precisam ser pequisados e demonstram a necessidade de se rea-

lizarem, continuamente, estudos desta natureza.
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DESCRICEO DE UMA NOVA AMOSTRA DE Escherichia coli INVASORA
D.M.M. Queircz, E.N. Mendes, N.R.F. Toledo, L.R. Trabulsi

Laboratorio de Pesquisa em Bacteriologia/F.M.-UFMG; Dept? de Micro
biclegia, Imunologia e Parasitologia/EPM e Enteric Bacteriologic
Section/CDC.

Em um estudo de diarreia aguda em criancgas, uma amostra de E.co
11 invasora foil esolada como Gnico enteropatogeno de uma crianca
de 3 anos. O paciente apresentava diarréia mucossanguinolenta, vo
mitos, desnutricac e desidratacao de 29 grau. Uma porgéo de fezes%
colhida por sonda retal e mantida em solucac glicerinada tamponadé
foi plaqueada em agar MacConckey e em caldo tetrationato para pesﬁ
guisa de Shigella, Salmonella e Escherichia coli entercpatogeénicaj
em Rappaport modificado e SS desoxiceolato para pesquisa de Yersl -
niz e em meio de Butzler para pesquisa de Campylobacter jejuni. Ou
tra porcac defezes foi empregada para pesquisa de Rotavirus. O ﬁni
co microrganismo encontrado foi ume Estherichia coli invasora. Cé
mo a amostra nac apresentou reacao positiva com nenhum anti-soroc
anti-E. coli foi enviada para o CDBC (Enteric Bacteriologic Sectioz
‘para ser classificada. Os testes bioquimicos de invasibilidade é
sorologicos realizados no CDC confirmaram os resultados obtidos nd
Brasil e o antigeno 0 do microrganisme nao foi classificado. Assiﬁ
propomos a denominacao provisodria de Escherichia coli Belo Horizoé

te para a nova amostra invasora até que receba denominaczo defini-
tiva.
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SOROGRUPOS DE Escherichia ccli ENTERQOTOXIGENICA ISOLADA
DE COPROCULTURAS, NO PERIODO DE 1983 A 1987, NO MUNICI-
P10 DE SAQ PAULO.

A M.G.DIAS, G.R.F.VALLE, M,A.M.F_KATC, L.K.NAKAHARA, E.
KANO.

Isntitute Adolfo Lutz

A deteccdo de E.coli enterotoxigénica, seus fatores de
colonizagdo, bem como a determinacac dos sSorogrupos a
que pertencem constituiram o objetivo deste trabalhc,uma
vez gue & um dos prmnc;pals agentes causadores de diarré
iz no homem. Durante o quinguénio 1983-1987 foram 1sola
das, na Segao de Bacteriologia do Instituto Adolifo Lutz,
87 cepas de E.coli enterotox1gen1ca a partir de 5.629 cao
proculturas. i\ produgado da enterotoxina termoestdvel me-
tanol soluvel {(STa) foi detectada através do teste de
Dean. Para a detecgac da entercotoxina termoldbil (LT)fol
utilizado o método de imunchemdlise radial em gel de aga
rose, e os fatdOres de colonizagao CFA/I e CFA/II foram
determinados através da aglutlnagao em lamina utilizandg
soros especificos. A identificagao sorcldgica das cepas -
estudadas foi realizada através da aglutinagao em tubo
com 33 scoros somaticos. A média percentual de positivi-
dade de ETEC nestes 5 ancs fol de 1,548 . Entre as cepas
produtoras de toxina termoestavel, 31 (35,63%) produzi-
ram também toxina termoldbil. Com relacao ao antigeno
fator de colonizagao I e II, 43 (49,43%) cepas apresen-
taram um desses fatores. A utlllzagao de 33 sorcs somati
cos permitiu a identificagao soroldgica de 61 (70,11%)
das 87 cepas estudadas. Os sorogrupos 06, 0153, 078, 027
e 0139 foram os mais frequentes. Verificamos também gud
aproximadamente 80% das cepas foram iscladas de criangas
na faixa etdria entre 0 a 5 anos.
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; PESQ%ISA DE ESCHERICHIA COLI ENTERO?ATOGENICAS EM CRIANCAS COM

DIARREIA EM JUIZ DE FORA — MINAS GERAIS

- M.G. Oliveira (1);G.V.A. Pessda (2(; E. Kano (3) e L.G. Milagres

(4)

 Universidade Federal de Juiz de Fora (1); ICB-USP (Z); ICB-USP (

2y; Iastituto Adolfo Lutz (3); FCF (4)

Tniversidade de Sao Paulo

S83c relatados os resultados de 187 coproculturas realiza-

. das em criancas diarreicas, na faixa etaria de 0 a 5 anos, em

. enteropatogeénica.

Juiz de Fora, M.G., visando, pela primeira vez, a pesquisa de bac
térias enteropatogencias classicas, dentre elas Escherichia coli

Apdés metodclogia de isolamento e identificac@o bioguimica

| convencionais, as amostras de EPEC foram identificadas sorologi-

camente. Para a caracterizacao de ETEC realizou-se a pesquisa da

. enterotoxina termoestavel (STa) pela teécnica de Dean e col., dos
. fatores de colonizacao (CFA) por hemaglutlnagao em presenga e |
; ausencia de D-manose e sorcaglutinacao, e classificacao sorologl—

e s e a1 s wers e

. foi isolada nenhuma amostra dp EIEC. Observou-se elevada resis -

_ca. Amostras bioguimicamente suspeitas de EIEC foram submetldas

a2 aglutinacaoc especifica e ao teste de Serény.

EPEC foi isolada em 8,07 dos casos, com predominio de $0T0)
grupe 0119 e ausencia de 0111. ETEC ocorreu em 6,97 das amostras.
46,27 delas aglutinou com 0s antissoros testados, sendo encontra-
dos os sorogrupos 025, 078, 0128 e 0159. 69,27 possuia CFA/I, ha-~
vendo correlacdo entre sorogrupos e fatores de colonizaczo. Nao

tencia multipla aos antimicrobianos testados.




275
Fa7

FREQUENCY OF AERCMONAS IN CHILDREN WiTH DIARRHOEA AND CONTROLS IN
SAQ PAULO, BRAZIT
2

K.S. Ghenghesh!, M.R.F. Toledo!, M.M. Santa Licia®, H.T. Ito%, V.
Rassil & L.R. Trabulsil

IDisciplina deMicrobiologia, Escola Paulista de Medicina, Sao Paulo
and ZHospita!l Infantil “Candido Fontoura”, Sao Paulo

Aeromonas species have been reported as a cause of
acute diarrhoea in children, although their role as potential
intestinal pathogens is stifl controversial. Stool samples from
100 children with diarrhoea and from 100 age-matched controls were
investigated. To isolate Aeromonas, stool samples were directly
streaked onto sheep blood agar plates containing 10ug/ml ampicillin
(ASBA), and onto ASBA after enrichment of faeces in alkaline
peptone water {APW). Direct plating resulted in the isoiation of
Aeromonas from 8 (8%) of children with diarrhoea, and from 4 (4%)
of controis. After APW enrichment, Aeromonas strains were
isclated from 19 (19%) of diarrhoeal children and from 13 (13%) of
controls. These differences were not statistically significant.
The results obtained showed that the frequency of Aeromonas
species, in both children with and without diarrhoea, iIs
significantly higher when APW enrichment was used. A total of 41
Aeromonas strains were detected, A. hydrophiia (7 strains), Al
sobria {9 strains} and A. caviae (25 strains). Regardiess of the
method of isolation used no species was isolated significantly

more often from children with diarrhoea than from controls.
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STAPHYLOCOCCUS AUREUS: DETERMINAGAO DA SENSIBILIDADE A 12 ANTIMI |
CROBIANOS PELO METODO DE KIRKY-BAUER.

M.C.M. SOUZA® & 1.Y. ITO®

Faculdade de Ciencias Farmacéuficas de Ribeirao Preto — USP E

‘ As 390 cepas de Staphylococcus aureus iscladas de !e;
‘soes de queimaduras e das fossas nasais, da saliva e das maosckapa
cientes e de funcionarios, bem como, as do ambnente/Fomxtes da Unt§
dade de Queimados do Hospital das Clinicas de Ribeirao Preto-USP For
ram submet idas a acao de 12 antimicrobianos pelo metodo de K;rky—,

_Rauer (BAUER et alii, 1966). A estreptomicina foi o menos eficaz!
com 81,3% de resistencia seguida da penicilina e da ampicilina comE
73,8w. Por outro lado, a netilmicina e o sulfametoxazol trlmeto
prina foram os mais ativos com 99,2% de sensibilidade, secundada:

por cefalotina com 98,2%. As cepas isoladas  dos pacrentes erami
mals resistentes a maioria dos antibioticos, exceto a penicilina e
a ampicilina em que as cepas isoladas dos funcionarios e do ambien
Vtt/Fom:tes foram mais resistentes com, respectivamente, 93,8% eE
91,6%. Considerando os diversos nichos, as cepas iso[adas das fos
sas nasais dos pacientes, segquidas pelas tsoladas das maos dos Fun
cionarios e do ambiente/fomites e das lesoces de que imaduras Foram |
as que apresentaram as maiores taxas de resistencia. O mode§0 de
antrblograma proposto por BARBER & BURSTON (1955) apiicado as 390
cepas de S.aureus, permitiu a classificacao em 12 modelos. As 275
cepas isoladas dos pacientes foram distribuidas em 12 modelos, en
quanto que as cepas dos funcionarios e do ambiente/fomites, em ape
nas 0. 0 modelo RRSS foi o mais fregiente com168 cepas(43,1%),
;quido pelo SRSS com 70 cepas (19,5%). Houve a prevalencia do modg
‘la RRSS, scbretudo nas lesoes (56,5%) eno ambiente/fomlte%(EO 2%).
[ importante ressaltar que as cepas_ isoladas das 5e5065(ﬁ3quelmadu
ras eram mals resistentes @ maior numero de antibioticos, concomi
tantemente, ou seja, dos modelos RRSR, RRRS, SRRR e RRRR. Estes
dados nos alertam, no sentido da necessidade de se empregar adequa'
damente a dnflletILOteidpia que sem dUVIdG, e dc grande valor pa

w0 tratamento das :nf@agoos em queimados, mas nao deve ser enfa

)
rzada como unicoe caminho, relegando outras condutas a segundo p=a=

IS i
b
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ISOLAMENTO DE CEPAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS :
MULTIRRESISTENTES NO HOSPITAL DAS CLINICAS :
DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRRO PRETO

C.E.LEVY, A.ZANINELLYI , A.L.COSTA 3 BLM.U.TANARA
LAB MICROBIOLOGIA DO HCFMRP-USP

Os relatorios de resistenciz bacteriana elaborados
pelo Lab. Microbiolegia, a partir resultados microbio:
1ogicos processados pela PRODESP, permitiram detectar
uma elevacao significativa dos percentuais de regis-:
tencia das cepas hospitalares de S. aureus referentes :
a0 anc de 1987. Este fato nao tinha sido notado ante—
riormente pelo Lab. de Microbiologia, pela Comissio de
Controle de Infec¢io Hospitalar e pelc Corpo Clinico
do Hospital. Um a anidlise retrospectiva dos dados de
resistencia aos antimicrobiancs em 1588 revelou:

Percentuais de resistencia de cepas hospitalares
de S. aureus no periodo de 1983 a 1988 - HCFMRP-USP

ANO 1983 1984 1985 1986 1987 1988
{nQ cepas) (243) (221) (306) (298) (376) (395)
DROGAS

Vancomicina 0 0 G 0 g 0
Cefalotina 6 17 10 16 38 47
Oxacilina 41 34 31 33 59 55
Sulfazotyim 3 () 9 19 43 48
Ampicilina 96 94 96 93 99 G4
Gentamicina 49 41 41 50 B3 58

~ Amicacina 10 8 8 20 37 45

\ A andlise dos padrdes de resistencia mostraram a
. existencia de cepas sensiveis apenas a Vancomicina e
. resistentes a 15 outros antimicrobianos, detectadas
' desde 1984:

ANC 1984 1985 1986 1987 1988
N2 CEPAS *R™ 2 2 18 84 iis

A fagotipagem de uma amostra de 58 cepas de padrio
"R revelou gque 74% das cepas, oriundas de diferertes
, materiais e clinicas, pertenciam ao Grupo III, conside:
- radas de importancia em Infeccioc Hospitalar. Conclui-

- se pela existencia de um surto Qe cepas de S auresus
multirresistente com predominio do grupo ITTT™ — -
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SENSIBILIDADE "in vitro" A0S AGENTES ANTIMICROBIANOS DE
AMOSTRAS DE S.aureus ISOLADAS DAS MAOS DE SERVIDORES
HOSPITALARES.

J.Bedendo, T.M.Moriva & (.L.Cardoso.

Esccla de Enfermagem de Ribeirdo Preto da USP, Ribeirao
Pretc, SP; Departamentos de Enfermagem e de Andlises C1i-
nicas da Universidade Estadual de Maringa, Maringa, PR.

Com o objetivo de verificar o comportamento frente aos
agentes antimicrobianos de estirpes de S.aureus isola-
das das maos de profissionais da satde realizamos o an-
tibiograma de 42 cepas de S.aureus isoladas de 112 fun-
cicnarios do servico de enfermagem de um hospital geral
da cidade de Maringa, PR.

A amostragem das maos fol efetuada pela técnica do saco
plastico, utilizando-se © agar manitol salgado para
isolamento primdrio. O critério adotado para a selecgao
das coldnias a serem estudadas foi o de repicar uma &
duas coldnias suspeitas por placa examinada. O antibio-
grama foi realizado pela técnica de difusac em agar pe-
io sistema de discos.

Verificou~se o carreamento de S.aureus nas maos de 38%
(42/112) dos individuos ensaiados. Entre as amostras
estudadas 3 (7%} apresentaram-se poli-sensiveis, 21
(50%) foram resistentes apenas a penicilina, e 13 (31%)
constituiram um grupo de cepas poli-resistentes a 9-12
drogas. As amostras exibiram, aproximadamente, o0s se-
guintes percentuais de resisténcia aos antimicrobianos
testados: 90% {(penicilina), 40% (eritromicina, canami-
cina), 35% {(tetraciclina), 30% (oxacilina, cefalotina,
cefoxitina, cloranfenicol, gentamicina) e 10% (lincomi-
cinai sulfézotrim, amicacina) . Todas as estirpes foram
sensiveis a vancomicina.

Os resultados demonstram o risco da disseminagao hospi-
talar de cepas de S.aureus poli-resistentes atravées das
macs contaminadas do pessoal da satude e evidencia a im-
portancia da implementacao de medidas de controle das
igfecgaes hospitalares, particularmente a lavagem das
maos e o controle do uso de antimicrobianos.

Auxilio: CNPg 404362/87-7.
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Sineploecoccus pyogenes ISOLADOS DE INFECCEQ E DE PORTA-
DORES SACS: SEMSIBILIDADE A0S ANTIMICROBIANOS E PRESEN-
CA DE LISOGENIA.

A.C.D. de Castro M.C. da 8ilva & L.C. Benchetrit.

Centro de Referé&ncia para Estreptococos. Instituto de
Microbiologia da UFRJ.

Foram estudadas 30 amostras de estreptococos do
grupc A. Destas, 14 foram iscladas de portadores sacs
e 16 de pacientes com infec¢ao clinica da orofaringe.

O teste de sensibilidade aos antimicrobiancs foi
realizado em placas contendo meio de Mueller-Hinton adi
cionado de 5% de sangue desfibrinado de carneiro. Os
discos impregnados com as drcgas foram colocados na su-
perficie do meic apds a inoculacao do microrganismo. Os
fagos foram pesqguisados nos sobrenadantes das culturas
apo0s incubagaoc por 18 h a 379C em caldo, frente a amos—
tra indicadora K56.

Todos os microrganismos testados foram sensiveis a
ampicilina, carbenicilina, cefalotina, cefoxitina, clo-
ranfenicel, gentamicina e penicilina. Noventa por cento
das amostras foram sensivels a eritromicina. Das 3 re-
sistentes, apenas 1 era proveniente de pacientes com in
fecgao. A sensibilidade a canamicina foi de 13% e dis— |
tribuida de maneira homogénea entre as amostras. Todos
os microrganismos sensiveis & neomicina (10% do total)
foram isolados de individuos portadores. A sensibilida-
de a tetraciclina foi de 47% e encontrada com maior fref
gquéncia em amostras isoladas de gquadros clinicos suges—
tivos de infecc¢ao. Cinco amostras apresentaram bacte -
ricfagos. Destas, apenas uma (isolada de paciente com
infecgao} liberou bacteridfagos espontaneamente.

Orgaos financiadores: CNPg, FINEP/PADCT, CAPES e CEPG
da UFRJ.
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BUSCEPTIBILIDADE DOS ESTREPTOCOCOS DE GRUPO B A ANTIMI
2ROBIANQOS: CONCENTRAQAO MINIMA INIBITORIA E TESTE DE
DIFUSAO EM MEIC SOLIDO.

.G.F.M. Batista & L.C. Benchetrit.

Centro de Referéncia para Estreptocccos. Instituto de
Microbiologia da UFRJ.

Devido a importancia clinica dos estreptococos do
grupo B, o estudo da susceptibilidade a antimicrobianos
de uso clinico tem sido ampliado e o objetivo deste tra
balho & determinar a concentracao minima inibitoria (CMI)
de cepas humanas e animais em nosso meio.

Na metodologia para o teste de difusdo em meio so-
lido utilizamos o meic de Mueller Hinton Agar ucresci-
do de sangue desfibrinado de carneiroc a 5%. ApOs incu
bacdo por 18h a 379C, a leitura fol feita medindo - se
os halos de inibicao de crescimento. Para a determina-
¢3o da CMI utilizamos o metodo de diluicdc em placa. O
inbculo {aproximadamente 10°ufc) foi semeado com O au-
xilio do replicador de Steers e as placas incubadas por
por 18h a 379C. Uma cepa controle de Staphyvlococcus
aureus foi incluida.

Para cepas humanas e animais observamcs ate 100% del
sensibilidade para penicilina (P}, cefalotina {CE),
lincomicina (Ln), eritromicina {(Ery), cloranfenicol {Cm},
e norfioxacin (Nor). Para tetraciclina (Tc), sulfame-
toxazol trimetoprim (SXT), gentamicina me) e ampicili
na (Am), o percentual de amostras sensiveis e xesis-
tentes foi variado em relacao as origens das cepas. A
CMI {u/ml) para as cepas humanas e animais fol respec—
tivamente: P (0,03; 0,06); am {0,06; 0,06); Ct {4,0;
4,0}; Bry {0,12; 0,12) e Cm {4,0; 4,0).

Orgaos financiadores: CNPg, FINEP/PADCT, CAPES e CEPG
da UFRJ
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SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS ENTRE AMOSTRAS DE
PNEUMOCOCOS ISOLADAS NO BRASIT, {(1987-1988)

'L.M. Teixeira, J.F. Sessegolo, S.E.L. Fracalanzza & C.M. Oliveira:
Departamento de Microbiologia Médica do IM-UFRJ

‘ Streptococcus pneumoniae & um dos principais agentes de.
pneuronia, meningite e otite media em seres humanos. O surgimento;
e awmento progressivo de amostras de pneumbcocos resistentes ou
- relativamente resistentes a penicilina, assim como a outros anti-
- microbianos, tem sido apontado em diversas regices, alertando pa—
ra a importancia da monitorizacao do comportamento desses micror-—
; ganisos frente acs antimicrobianos. Neste estudo, foram analisa—
. das 75 amostras de S. pneurncniae obtidas, em sua maicria, de paQi’
- entes com meningite e/ou pneumonia, no periodo de 1987 a 1988,nos.
" egtados de Sap Paulo e Rio de Janeiro. Dessas, 38 foram isoladas
" de sangue, 15 de liquor, & de escarro, 4 de secrecao ocular e, as
demais, de secregoes e fluidos organicos diversos. Sua identifica
gao foi baseada na morfologia colonial, coloragae de Gram, suscep
tibilidade a optoquina e/ou bile-solubilidade e em testes sorolo—
- gicos. A susceptibilidade a antimicrobianos fol testada pelo meto.
;do de difusao em agar, empregando-se discos impregnados com as Sei
guintes drogas: oxacilina, cloranfenicol, eritromicina, sulfametd;
- xazol~trimetoprim e tetraciclina. Pelos testes de triagem, usando,
discos de oxacilina, a resisténcia a penicilina foi detectada em:
12 (16%) aostras, geralmente acompanhada de resisténcia a outros
antimicroblanos. Vinte e uma (28%) amostras se apresentaram resis
| tentes a sulfametoxazol-trimetoprim, 22 (29%) a tetraciclina e 2
a eritromicina. A determinacao da concentracao minima inibitoria
{(MT) de penicilina foi executada pelametodo de diluicBo em agar,
utilizando um replicador de Steers. Os valores da (MI., e CM190
foram, vespectivamente, 0,015 e 0,12 ug de penicilina/ml.
Embora a maioria das amostras tenhd sido inibida por niveis den—
tro da faixa de susceptibilidade 3 penicilina (MIs< 0,06 ug/ml)
onze samente foram inibidas por concentracbes na faixa considera—
da relativamente resistente (0,12 a 1 pg/ml). A comparacic com
dados obtidos para amostras isoladas em periodo anterior (1981—
1982) permitiu evidenciar, entre nds, o aumento gradual dos ni-
veis de resisténcia a penicilina, em amostras de PNetmoCoCos -

r

Traballo realizado com auxilio do CNPq, FINEP e CEPG-UFRJ




282
F104

TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS PELA ELUICAC

DE DISCO EM CALDC WILKINS-CHALGREN
L.D. JURGENSEN e C.A. JURGENSEN

Laboratdrio de Bactérias Anaerdbias do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia da UFF. Niterdi. RJ.

As principais variacOes aos métodos de Teste de Sensi-
bilidade a Antimicrobianos (TSA)} para anercbios sao: O
meio de cultura, o indéculo, o tempo de incubagao e a
concentracido critica para determinar a resisténcia. Re
solvemos avaliar uma ncva proposta para o meio de cul-
tura e a padronizacgao do indculo.

0 meio de Wilkins-Chalgren (WC), proposto especifica-

mente para TSA pela técnica da diluicac em agar, vem
sendo usado em todas as técnicas de TSA, excecao feita
a eluicao, e o crescimento e exigéncia de fatores de

crescimento nac & o mesmo para todos os anaerobios sig
nificantes em patologia. Estudamos o comportamento do
caldo WC com 0,07% de agar suplementado com sSOoro a 5%,
e 0,1% de Tween 80 para gram-positivos, nac esporula-
dos. O indculo foi padronizado, usando-se 0,7Tml do

" crescimento, guando a cultura- indculo apresentava m

s

 nium acne, C. peﬂf#&ugena e €, Apanogene& A leltura
- foi feita apds 24h de 1ncubagao em aeroblose , 2 35%¢€.
. Para controle usou-se a técnica da eluicio proposta e
- 1o NCCLS. Nos 100 testes estudados houve um indice de
. correlacio de 96% e o meio de WC ofereceu melhor Indi-

 Finegold e Wexler.

MacFarland de £ 3, e um indculo de 0,1ml de uma dilui:
gao 1:10, guando o MacFarland fosse >,3 Foram usados
os seguintes antimicrobianos: amoxicilina { 8mcg/ml}, .
carbenicilina (120mcg/ml), cefoxitina (18mcg/ml), te-,
traciclina {(émcg/ml) e cloranfenicol (18mcg/ml). Foram .
testados: Bactercides fragifis (ATCC 25285), Grupo |
Bacteroides frnagilis, Fusobactenium app, Propionibacte |

ce de sensibilidade & concentracado critica {MIC-
breakpoint) comparado com valores propostos . por
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"EFEITOS DA DILUICAO DO LIQUIDO AMNIGTICO HUMANO SOBRE SBA ATI
VIDADE ANTIBACTERIANA CONTRA O Bacteroides fragilis”

G.DUARTE; A.M.P.CUNHA; S.P.CUNHA; A.YASSIN; M.H.L.CALIRI.

Nicleo para o Estudo de Bactérias Anaerdbias de Ribeirao  Pre
to. Apoio: FAPESP, CKPgq, FINEP.

0 objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da
diluicao do liquido amnictico sobre sua atividade antibacteria
na contra © Bacter01des fragllls, procurando estabelecer gqual o

percentual maximo de diluigao gue nao comprometa esta proprleda
de.

Neste trabalho foram utilizadas 335 amostras individuails de
1iguido amnidtico obtidas de gestantes normais. A cepa bacteria
na foi o Bacteroides fragilis, ATCC-23.745. O cultivo Dbacteria
no em anaerobiose seguiu criterios de técmicas ja padronizadas
(Flnegold 1977; Sutter, 1980; Uzeda, 1982; Cunha, 1985 e 1987).
A d11u1gao do liguido ammiotico foi feita com meio infuso-cere
bro-coracao.

Os resultados obtidos mostraram que a atividade antibac
teriana do liquido amniotico decresce com sua diluicac e que em
diluicdes deste fluido a 707 ou menos, o comportamento do cres
cimento bacterianc se assemelha ao do meio de cultura. Verifi
cou-se ainda que com diluicoes do liquido amniotico ate 85Z es
te ainda preserva a proprledade antimicroblana em mals da meta
de das amostras avaliadas apos 16 horas de inoculacao, sendo es
sa diluicao considerada como limite para este tipo de estudo.
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SEFEITOS DO CONGELAMENTO E DO AQUECIMENTO DO LIQUIDO AMNIGTICO
HUMANO SOBRE SUA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA CONTRA O Bacteroides

fragilis”

G.DUARTE; A.M.P.CUNHA; S.P.CUNHA; A.YASSIN; M.H.L.CALIRI.

Nucleo Para o Estudo de Bactérias Anaercbias de Ribeirao Preto-
USP. Apoio: FAPESP, CNPq e FINEP.

0 objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos de
diferentes tempos de congelamento e do aquecimento sobre a ati
vidade antibacteriana do 1liquido amnidtico humano contra o
Bacteroides fragilis.

Foram utilizadas tecnicas padronizadas para cultivo de bac
térias anaerGbias segundo Finegold (1977), Sutter (1380), Uzeda
(1982) e Cunha {1985 e 1987) e seu crescimento fol avaliado por
nefelometria. A cepa bacteriana utilizada foi Bactercides
fragilis, ATCC-23.745. Foram estudadas 39 amostras individuais
de liquido amniltico avaliando-se o efeito do conmgelamentc por
24, 72 horas e 30 dias, nao se verificando nenhuma influsncia.
Para avaliar o efeito do aquecimento a 100°C scbre a atividade
antibacteriana deste fluide utilizou-se amostras sabidamente
inibitorias antes do aquecimentc, observando-se gue este proce
dimento suprime esta propriedade amnictica.

Estes resultados permitem uma maior liberdade na estoca
gem das amostras amnioticas e realgam a caracteristica termola
bil de sua atividade antimicrobiana. N
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BACTERIAS ANAERSOBIAS EM CORRIMENTOS VAGINAIS AGUDOCS
GU CRONICOS. SEWSIBILIDADE A ANPIMICROBIANOS.

A.M.P.OUNHA; C.SOLE-VEENIN; S.P.CUNH&; G.DUARTE;
J.¥.C.LOPES.

Nicleo para Estudo de Bactérias Anserdébias em Ribei-
rac Preto - USP. Apocioc recebido: PAPESP?, CNPg, PIREP

A padrsazzagac de esquemas terapeuticos para o tra-
tamento doe corrimenitos vaginails deven ser reavalia-
- dog periodicamente, guanioc & sua eficacia, uma vez gue
- podem contribuir pava o aparecimento de resisténcisa
bacteriana. 0 objetivo do trabalho fol realizar o tes
te de sensibilidade a antimicrobianos, utilizando ce-
pas bacierianas igscladas das regites vaginal e cervi-
cal do utero de pacientes com corrimentc vaginal. Usa
mos os seguintes antimicrobianocos: Tetracicline, ?eni01'
- lina §,Cloranfenicol, Cefalctina, Amplcilina, Carheni—
¢iling,Clindamicina. O Metodo de discos no caldo esta
b@lecido vor Wilkins & Theil, 1973, foi empregadc na
metodologia da pesquisa, Conc;uimos que na regido cer
vical do uterc 60% das bactérias snaerdvias demonstira
' ram resisténcia a tetraciclina e 53% & penicilina G.
| Enguanto que 20% e 26% respectivamente foram para elin
' damicina e cardenicilina. ¥a regifio vaginal, 58% ¢ T
54% foram respeciivamente para penicilins G e tetra-
ciclina, enqguanto gue 9% e 12% foram btespectivamente
' para clindamicina e carbenicilina. Nas 21 cepas isols
das na regifo cervi cal, & eram sensiveis. Ras 37 ce~ |
nas isoladas na regifio vaginal, 6 eram sensiveis., En-|
tre as cepas bacterisnss que demonstraranm resisténcia
45% apresentaram resisténcia a 3, 4 ou 5 antimicrodi
ancs &o mesmo tempo. .
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ALTERACOES MORFOLOGICAS DE BACTEROIDES FRAGILIS EM BAIL

XAS CONCENTRACOES DE VARIOS ANTIMICROBIANOGS
M.C. Ferreira, R.M.C.P. Domingues & M. Uzeda

Departamento de Microbiologia Medica do Instituto de
Microbiologia da UFRJ

varias evidéncias demonstram que niveis abaixo da
concentracao inibitdria minima (CIM) podem levar a al
teracdes morfoldogicas nos microrganismos. Quatro ce-
pas de B. fragifis foram cultivadas na auséncia e na
presenca de 1/2, 1/4 e 1/8 da CIM de penlclllna G,
clindamicina, cloranfenlcol e metronidazol. Apos 24 h
e 48 h de incubacido a 379C, em anaerobiose, aliguotas
foram avaliadas guanto ao aspecto morfo-tintorial pe-
lo metodo de Gram modificado e a nivel de ultra-estru
tura atraves de Microscopia Eletrdnica de Transmissao
(MET) e de Varredura {(MEV}.

A penicilipa G, principalmente na metade da CIM,
induziu o aparecimento de formas filamentosas, inten-
samente coradas e bizarras, observadas por Microsco-
pia Otica (MO). Por MET e MEV revelou-se alteracces pro
venientes do aparecimento de camadas rugosas na super
ficie da celula, resultado talvez do acumulo de estru
turas da parede celular, gue podem ser atrlbuldas a
afinidade do antimicrobiano pelas proteinas de liga-
¢80 a penicilina ("PRPs"). A clindamicina, tambem
em 1/2 da CIM, provocou discretas alteracdes, alongan
do as celulas, guando observadas por MO e modlflcando
a septacao do microrganismo, se a observacgio & feita
por MEV. Ja o cloranfenicol nao _provocou alteracoes
profundas, observaveis por MO, porem em MET se verifi
cou vesiculas circundando a superflcle celular. Com
© metronidazol o B. fragifis mostrou que as formas mui
to alongadas e vacuoladas, em MO, est& em processo
de divisao anormal quando observadas por MEV. Como de-
tectamos alteracoes na superfLCLe bacterlana, e Ccomo essas estru
turas superficiais estd@o muito relacionadas a v1rulenc1a,e poséi
vel que o aspecto agressor da célula bacteriana tambem se modifi
que durante a antibioticoterapia de infecgio anaerdbia.

' Orgaos financiadores: FINEP, (NPq e CEPG da UFRJ
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"Clostridium nerfringens tino A - RELACAQ ENTRE A TERMO-
: RESISTENCTA, ENTERQTOXIGENICIDADE E A SENSIBILIDADE A‘

:CLINDAMICINA E A LINCOMICINA,

i
i

J.C.0. Tortora

5.5. de Olivelra *
A.S. Rosado * §
K.R.A., da Silva *

Instituto Gonzaga da Gama Filho - UGF - RJ
* Bolsistas do CNPq

A termo- resistencia dos esnNoros & uma caracteristica .
comum as amostras de Clostridium pexrfringens causado -
ras de toxinfecgoes alimentares., Existem raros e anti-
gos relatos de casos provocados por amostras termo-sen !
siveis.

Foi determinada a concentracdo minima inibitdria-MIC .
de clindamicina e lincomicina f{cortezia de Upjohn Labo

'ratdrios Farmacéuticos Ltda, SP, Brasil) sobre 74 amos |
. tras de C.nerfringens, sendo 37 ent+. As amostras fo -

ram isoladas do solo, fezes, carne bovina ou visceras

tde animais sadios, fazendo-se ou nio uso de termo-sele
cdo (1000C/60min ou 800C/10min). As culturas foram ob<
. tidas em meio de carne picada com glicose-CMG a 379C/
120 h e, em segui da, em CMG a 459C/2h, Apos ajuste da!
;turvacéo (metade do grau 1 de McFarland) com solugao |

de tioglicolato de sodio, o volume de Zul foi inocula-

i do na sunerficie do meio de Mueller-Hinton, com dife -
- rentes concentragoes dos antibiodticos. Incubou-se em a |
i naerobiose (N2 ,H2 e C02) a 3709C/24h. A MIC de cllndam1E

cina foi de 0 ZSug para as amostras ent+ e de 8,0ug DaE
ra as ent-, A MIC de lincomicina foi, respectlvamente |
4,0 e 32 ,0ug/ml, Os resultados evidenciaram ser D0551~~i
vel a caracterizacao dos 2 grupos de amostras, COm ba-;
se na sensibilidade aos antibicticos testados e que,pa
ra este nron031to a clindamicina deva ser preferida,
pois permitiu uma separagdo mais nitida,
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SENSIBILIDADE DE Propdicnibacterium acnes A ANTIBIOTI-
COS USADOS NA TERAPEUTICA DE ACNE VULGAR.

N. ARAUOJO BARRETO e C.A. JURGENSEN

Laboratdério de Bactérias Anaerdbias do Departamento de

Microbiologia e Parasitologia da UFF. Niterdi. RJ.

A sensibilidade de 72 amostras de P. acnes, isoladas
de individuos com acne vulgar, foi determinada frente
a trés antibidticos dos mais usados no tratamento  de
acne.

Foi utilizado o método da eluicao do discc em caldo,
proposto pelo NCCLS, em meio de Wilkins & Chalgreen
modificado para forma liguida com 0,07% de agar, suple
mentado com 5% de soro normal de cavalo e 0,1% de Tween
80. Testou-se Tetraciclina (6 mcg/ml), Eritromicina
(3 mcg/ml) e Clindamicina (3 mcg/ml). A incubacao folil
feita a 35°C por 24 h, em atmosfera convencional, uti-
lizando-se como indculc 0,1 ml da cultura em fase de
crescimento ativo, 24 a 48 h, no mesmo meio. A ausen—
cia de crescimento ou menos de 50% do crescimento com-
parado ac tubo controle, caracterizava uma cepa sensi-
vel ao antibidtico testado.

Das 72 amostras isoladas, 66 (91,7%) foram sensiveis
ao0s tré&s antibidticos testados e 6 (8,3%) apresentavam
resisténcia a umn dos tr8s, sendo duas ameostras resisge
tentes a Tetraciclina {(2,8%), trés resistentes a Eri-
tromicina (5,5%) e uma resistente a Clindamicina {1,4%)
simultaneamente com Eritromicina.

Estes resultados, mostrando o aparecimento de cepas re
sistentes, sugerem que o fregliente uso de antibidticos
nos ultimos anos, parece estar sendo o fator responsa-
vel pela selecdo de P, acunes resistentes.
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RELACAO DA PROCEDENCIA E DO MATERIAL CLINICO DE ORIGEM DAS AMOS —
TRAS COM A RESTSTENCIA BACTERIANA A ANTTMICROBTIANOS

Sadatsune, T.; Montelli, A.C. & Pinho, S.Z.

Instituto de Biociencias e Faculdade de Medicina, UNESP, Botucatu,
Sac Paulo

Szo evidentes as 1mp11cagoes clinicas e epidemiologi-
cas da relagao entre os indices de resist@ncia antimicro
bianos e os dados, da procedenc1a das bactérias e do ma
terial clinico de sua origem. HNo sentldo de verificar
essa relagao, estudou-se a atuagdo "in vitro" de 25 anti
microbianos frente a 2922 amostras isoladas de diferen-—|
tes materiais clinicos de pacientes de ambulatdrio ou de
enfermarias do HC da FMB, no periodc de 8 anos (1980 -
1987): E. coli - 900cepas, Klebsiella sp -437, Pseudomo
nas sp 388, Proteus mirabilis - 220, Enterobacter sp -~

202, §errat1a sp — 128, Proteus indol(+) - 113, Citro-
bacter sp - 66, Salmonella sp - 63, E. coli EP - 77, S.
aureus - 196, S. faecalis - 66, outras bactérias - 66 ,

por meio do antlblograma reallzado segundo Kirby-Bauer.
Pela computagao eletronica os dados obtidos foram cor-
relacionados, permitindo constatar que: 1) Para o tortal
de amostras observaram se os maiores indices de sensibi
lidade para - amicacina - 84.57 (entre as drogas de Iaﬁ
go espectro), vancomicina - 98.4%7 (entre as que atuam em
Gram +) e norfloxacina -93,7% (enmtre as drogas que atuam
apenas na urina); 2) Entre as bactarias registraram—se,
em geral, os maiores Indices de resisténcia para Pseudo
monas sp, Serratia sp, Salmonella sp, Klebsiella sp e
S§. faecalis, enquanto gque E. coli e Proteus mirabilis
comportaram—se Como as mais sensiveis; 3) Amostras de am
bulatorio apresentaram—se,em geral, mais sensiveis que
as de enfermaria, sobretudo envolvendo E. coli e Pro
teus mirabilis em relacaoc a amicacina, norfloxacina, ne
tilmicina e cefoxitina; 4) Con51derando se 05 materiais
clinicos e as enfermarias de origem, as amostras mais
resistentes foram iscladas do trato urinidrio e do apare
lho respiratdrio, e das enfermarias de UT1, Neuroiogla
e Urologia, relaciconando-se principalmente as geguintes
drogas: ampicilina, cefalotina, sulfazotrim e cloranfe-
nicol. Salienta~se a 1mportanc1a destes dados como sub
sidios para a antibioticoterapia racional.
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SALMONELLAS ISOLADAS NO HOSPITAL DAS CLINICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO - USP, NO
PERTODO DE 8 ANOS - SOROTIPOS E SENSIBILIDADE AOGS

ANTIMICROBIANOS.

C.E.LEVY, V.R.S.PERRONI, M.C.R.ARACGJO, R.H.A.R.GIRONI
{1l) & XK.IRINO ({3}

{1)-HCFMRP-USP (2} I.A.Lutz-5P

No periodo de janeiro de 1981 a dezembro de 1988 fo-
ram isoladas 794 cepas de Salmonella em 24.836 COpro-
culturas (3,2% de positividade p/ Salmonella}.A rotina
laboratorial baseou~-se no isolamento a partir de agar
Mac Conkey, agar SS e caldo selenito. A confirmagao e
sorotipagem foi realizada pelo I.A.Lutz-3P.

Os sorotipos mais isolados no periodo foram:

ANOS
SOROTIPOS 81 82 83 84 85 86 87 88 Tot. %

S.tyg?i 01 o0l 01 ©02 02 07 0L 2L 21 2,6
S.dublin 62 01 03 07 02 03 07 02 27 3,4
S.typhimurium 18 10 07 04 07 03 10 11 70 8,8
S.agona 57 115 &5 36 13 05 15 43 369 46,5
$.1.4,5,12:i: 13 07 13 08 02 05 27 21 96 12,1
S.oranienburg 00 00 00 00 00 06 05 12 17 2,1
ouktras salm. 19 37 21 20 18 15 31 33 194 24,4
TOTAL. « v v ao.. 170 171 130 77 44 38 101 123 794 99,9

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos pelo mé

todo de Kirby-Bauey revelou:
Percentuais de sensibilidade a

sorotipo N2 cepas| AMPICI CLORAN SMX+ GENTA CEFALO

¢ ) LINA FENICOL TMP MICINA TINA
S.typhi {21) 100 100 100 100 100
S.dublin (27) 100 100 100 100 100
S.typhimurium(70) 72 73 74 80 76
S.agona {369) 19 98 21 30 29
S.1,4,5,12:1:(96) 81 91 91 98 98
S.oranienburg(17) 100 100 100 100 140

outras salm. (194) 86 89 87 93 91
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ITSOLAMENTO DE SHIGELLAS NO HOSPITAL DAS CLINICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAQO PRETO - USP, NO PE
RIODO DE 10 ANOS. SOROTIPOS E SENSIBILIDADE AOS AN~
TIMICROBIANGS

C.E.LEVY, R.H.A.R.GIRONI, V.R.S.PERRONE, M.C.R. A-
RAGJOC

Laboratorio de Microbioclogia - HC-FMRP-USP

No periodo de janeiro ge 1979 a dezembro de 1988 fo
ram processadas 30.245 coproculturas utilizando como
rotina: semeadura em agar Mac Conkey e agar SS, enri-
gquecimento em calde Selenito com posterior semeadura
em agar SS. Colonias Lac (-}, eram triadas em agar TSI
e testadas com soros produzides pelo I.A.Lutz(SP} ou
Probac. Complementacio bioguimica: lactose,sacarose ,
indol e manitol.Subtipos de §. flexnerz testados com
s0ros monovalentes da Difco. Antibiograma:Kirby-Bauer

RESULTADCS: Foram isoladas 2 081 cepas de Shigella
das 30.245 coproculturas {6,88% de positividade).

*Distribuicac por espécies: S. flexnery -66,4% ;
5. sonnei- 28,7% 5. dysenteriae - 4,0% e S. boydii-

0,9%. * Dlstrlbulgao dos sorotipos de §. flexnery no.
periodo: 1).predominio do sorotipo 2, correspondendo |
em média a 60% do total dos sorotloos e em 1988 a 90%
2) . sorotipo & correspondendo a 17% do total de soro-:
tipos e apresentandoc picos em 1979, 1981 e 1987, re-

presentande 1/3 dos isolamentos nestes anos. 3). soro.
tipo 4 apresentou 1 pico em 1980 correspondendo a 42%
dos isolamentos e vem mantendo nos ultimos 5 anos e;i
centuals inferiores a 10%. 4). sorotipos 1 & 3 manten.
do niveis em torno de 5% dos isolamentos. 5). sorcti:}
po 5 detectado apenas 1 vez em 10 ar ]

(= 5%
* Sensibi ?Aaawm acs antimicrobiano . 5L E3
Ampicilina:queda progressiva de 19§ 85 ati
20% de cepas sensiveis.Z partir ds T
sikbilidade chegandc a 50% em 19 ale N
tendc indices de 30% de sensibi or
cerca de 820% entre 1979 a 1985, at
do %6% de sensibilidade em 1988 ad
Jreseiva de 75% de sensiveis em i9
Gentamicina:mantendo 90% de sens exr
2j.8.sonneyscomportamento semel lhante lexnery.
axceto p/ Cloranfenicol:sensibilidad a a%
i

i
i
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SOROTIPOS E PERFIL DE FESISTENCIA DE SHIGELLA IDENTIFI
CADOS MO PERICDO DE 1984-1987.

1,.K. NAKAHARA:; A.M.G.DIAS: C.T.CALZADA: E.KANO: G.R.F.
VALLE.

Instituto Adolfo Lut=z

Visando determinar ©S SCTrogrupos € sorotipos de Shigel-
la predominantes no nosso meic, foram estudadas 7066 ce
pas identificadas na Segdo de Bacteriologia deste Ins-—
tituto, no periodo de 1984 a 1987. Foram também reali-
sados testes de sensibilidade a antimicroblanos em uma :
amostragem a fim de conhecer o seu perfil de resistén- |
cia. As cepas identificadas procediam de hospitais pe
didtricos, hospitais gerais e centros de satide de varias
iocalidades do Estado e da Capital, sendo as cepas, na i
sua grande maioria, isoladas de coprocultura. Para a |
identificacio soroldgica foi utilizada a metodologia |
descrita por Pessda e col. (Rev.Inst.Adolfo Lutz, 38
(2):129-39, 1978). Os testes de sensibilidade acs anti |
microbianos foram realizados segundo a técnica de Bauver:
e col (Am.J.Clin.Pathol., 45:493-6, 1966). Os resulta
dos obtidos foram: Shigella flexneri, 58,35%; Shigella
sonnei, 36,04%: Shigella dysenteriae, 3,14% e Shigella
boydii, O, 26%. Lo taxas de resistencia de 100,00% para
sulfametrim, 86,306% para tetraciclina, 50,00% para ampi.
cilina e 45,45% para cloranfenicol foram consideradcs
significativos, visto que sao drogas de st freguente
no iratamento de shiguelose. Os resultados obtides su |
gerem que, & semelhangaldo que ocorria nas décadas ante,
riores, a Shigella flexneri e Shigella sonnei sic os SO
rogrupos mais frequentes e 2 multirresistencia destes
microrganismos vem aumentando no nosso meic, e 96% das
cepas estudadas foram resistentes a 4 ou mais antimicro
bianos. -




AVALIACEC DA
NOS ANTI—Sh

O

o resisténcia entre antimicrobi
ncs e anti-sépticos foi avaliada em 189 amostras de.
Psmuﬁomowas aepuginosa provenientes do ambiente hospita
lar {155) e nao hogpitalar {(34). A atividade dos aﬂt¢m¢
iﬁrogianos e antinsegtlcos foi testada pelo método de di
fusao e o de diluigao em agar, respectivamente,

Observamos que as amostras de origem hospi-
tarar foram mais resistentes aos antimicrobianos com
as maiores taxas para agqueles utilizados no paﬁs(Bf 8%
a gentamicina, 30,5% a carbenlc131na, 2L, L% a tobfamlcl
na, 18,2% a amicacina, 18% a ceftriaxona e 13% a cefota

xwmd)do gue entre agu eles de origem }<:+r'<';1—~hc>swplLalar,E
(2,9% para carbenicilina e cefotaxima, 3% a amicacina,
(8 2A a ceftriaxona e 6% tobramicina). As resisténcias.

cruzadas entre gentamicina-~tobramicina e gentamicina- a
mlca01na foram respeotlvamente 20,8 e 12,2% entre as a-!
mostras provenientes de pacientes. Nao foram encontra
das diferencas eatre os meios de Agar Tripticase Scja e
ﬁgar Muellier~Hinton na determinacgao da atividade "in vi
itro' dos germicidas. As menores concentragoes lﬂlbltorl,
s minimas foram as apresentadas pelo timerosal(8 mg/l)
e as maiores para © cloreto de cetilpiridinio;
(4.096 mg/1). O P.V.P.T foi mais influenciado pela pre|
senga de protelﬂas no meio de cultura guandc da avalia-
pao de sua atividade.

A susceptibilidade das amostras de P.aerugii
nosa de origens hospitalar e extra-hospitalar 20s anti-|
septﬁcos ﬂao variou, ao contraric do OuSQfV&uO para an-

timicrobianos. 4 susceptibilidade aocs anti-sépticos nio
se mostrou diretamente dependente Jda resisténcia aos an!
timicrobianos.A relagdo de resisténcia entre estes agen|
tes nao foi observaud. ‘

Aux{lio CAPES/CNPq
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COLONIZACEO FECAL POR ENTEROBACTERIAS RESISTENTES AC TN
TELORITO E ANTIMICROBIANOS EM PACIENTES HOSPITALIZADOS.

S.A.C. MELC, E.A.R. CASTRO, J.A.A. PEREIRA, I.SUASSUNA.
SERVICO DE MICROBIOLOGIA E IMUNOLOGIA-FCM-UERJ

Estudamos amostras fecais de 57 pacientes em 2 esté-
gios ao de internagdo, antes e apds 7 dias,(12 e 22 es—
tigio) visando detectar enterobactérias resistentes ac
fon telurito, utilizando meio MacConkey-telurito de po-|
tdssio (25ug/ml) como meio seletivo. As cepas isoladas .
foram identificadas bioguimicamente e para elas foi de-.
terminado o perfil de resisténcia a um conjunto de anti
microbianos. Analisamos os conteddos plasmidiais das ce.
pas por eletroforese em géis de agarose (0,8%). FPoram:
realizados ensaios de conjugagdo bacteriana para E.coli
¥12, com selecao dos transconjugantes em meio contendo
rifampicina {1l00ug/ml) e telurito de potassio {25ug/ml).

- Encontramos uma prevaléncia de cepas resistentes ao
fon telurito significativamente maior entre pacientes
de 2¢ estdgio (p 0,01). Algumas espécies bacterianas !
(C.freundii, P.mirabilis, p.ex.), sé foram isoladas em
pacientes de 2¢ estagio. Encontramos 84% das cepas re-
sistentes ao telurito no 1® estdgio e 86% das cepas do|
22 estédgio.com pelo menos um marcador de resisténcia a;
antimicrobianos. A maloria das cepas apresentou eleva—
‘do n? de bandas plasmidiais, incluindo bandas de alto
peso molecular. Para 6 cepas com resisténcia ao fon te
lurito sem resisténcia aos antimicrobianos testados,nao;
conseguimos transferir a resisténcia por conjugagac so-
mente para uma cepa resistente ao ion telurito e a te-
traciclina e trimetoprim-sulfametoxazol obtivemos a
transferéncia. O aumento da prevaléncia de resisténcia
a0 ion telurito em conjunto com © maior nimero de espé-
‘cies pacterianas isoladas no 29 estagio revelam aspec-—
itos da colonizagado intestinal no ambiente hospitalar.
As espécies bacterianas isoladas no 2¢ estagio estao en
tre agquelas particularmente associadas a infecgOes hos-
pitalares. A resisténcia ao ion telurito associada a xe
sisténecia a antimicrobianos na maioria das cepas estuda
‘das indica a utilidade daquele marcador na andlise de
fendmenos relativos a epidemiologia da resisténcia bac-
teriana hospitalar.
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EXPERIENCIA "IN VITRO" COM NOVA QUINOLONA-LOMEFLOXACINA
—~FRENTE A AMOSTRAS BACTERIANAS HCSPITALARES

Montelli, A.C.; Decarlis, R.M.S.T.; Watanabe, D.S.4. &
Sadatsune, T.

ITnstituto de Biociencias e Faculdade de Medicina,UNES?P,
Botucatu, Sao Paulo

A Lomefioxacxna € um novo composto quinoldnice de lar
go espectro de agao e com proprledaaes farmacocindticas
gue possibilitaram sua utlllzagao sistemica. Reconhece-se
em todo o mundo que bactdrias isoladas de pacientes hos
pltallzados apresentam, em geral, elevados indices de
r351stenc1a aos antimicrobiancs, com tendencia a eleva~
gao progressiva no correrT do tempo. Nesta investigaggo
efetuou-se a comparacgao da atividade "in vitro" de Lome
floxacina, Cefotaxima, Norfloxacina e CGentamicina fren-—
te a 720 amostras das seguintes bactérias: E. coli(120)]
Klebsiella pneumoniae (120),Pseudomonas aerGginosa(120L
S. aureus (120}, Entexobacter sp(60), Serratia sp (60) ,
Proteus mirabilis (edy, Proteus indol (6 ) isoladas
de materiais clinicos diversos de paclentes internados
no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Bo
tucatu, de janeiro a junho de 1988. Concentragao inibi-
toria minima (CIM) de cada amostra foi determinada pe
lo metodo da diluicao de droga em meio de cultura sbéli-
do (Muller Hinton Agar), utilizando-se concentragoes an
timicrobianas de (,25-0,5-1,0-2,0-4,0-8,0-16-32-64~-128 &
256mcg/m1 A comparagao de at1v1daée reallzada pelos pa
rametros CI50y, CIggy e faixa de varlagao das CIM para
cada droga e grupo bacteriano, permitiu verificar que
a atividade da Lomefloxacina foi similar ou superior ao
da Norfloxacina, Cefotaxima e Gentamicina para E. coli,
Klebsiella, Enterobacter, Proteus mirabilis, Proteus in
dol + e §S. aureuws {Clggy g lmcg/ml}; sua atuvagao em re
lacao a Serratia sp CC1907 = 2,0mcg/ml) e, principalmen
te, P.aeruginosa (CIggy = 128mcg/m1) fol menor do que g
da Norfloxacina e da Cefotaxima. Conclui-se ser a Lome-—
floxacina droga de grande atividade antimicrobiana
megmo frente a germes de origem hospitalar e resistentes
a outros antimierobiancs de recorhecido wvalor.
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ATIVIDADE "IN VITRO" DE DUAS QUINOLONAS {PEFLOXACIN E
LOMEFLOXACIN) COMPARADA A AMIKACINA E CEFTRIAXCNE CON
TRA PATOGENOS HOSPITALARES.

A.G. Peres; M.G. Silva; D. Silva; M.T.S. bhavid; P.P.
Gontijo Filho & L. 5. Fonseca

Departamento de Micreobioclogia Médica do Instituto de
Microbioclogia da Universidade Federal do Rioc de Janel
Yo.

A atividade das guinolonas frente a amostras de
estafilc e enterococos (260), enterobactérias (4053} e
de P.aeruginosa (158} de origem hospitalar fol compa-
radaz com a de Amikacina e Ceftriaxone.

As concentragdes minimas inibitdrias para os 4 an
timicrobianos {Amikacina, Ceftriaxone, Pefloxacin =
Lomefloxacin) foram determinadas pela técnica de di-
luicdoc em Agar, utilizando-se o replicador de Steers.
Os MICs de Lomefloxacin e Pefloxacin, exceto para
S. faecails, foi igual ou inferior a Tug/ml. Os valo-
res obtidos para a Amikacina e Ceftriaxone, antimicro
hianos ja em usc nos hospitais brasileiros, foram u—
sualmente muito mais elevados.

Hrgao financiador: CNPg
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AVALIACAO DA ATIVIDADE ESTERILIZANTE-DE PASTILHAS DE
PARAFORMALDEIDO

®.U. Graziano: T,I, Cianciaurllo & P.P. Cotnijo Fitho

Fscola de Enfermagem da USP e Instituto de Microbiolo
gia da UFRJ

A atividade esterilizante de pastilhas de parafor-
maldeido foi avaliada pela tecnica da "Assoclation of
Official Analytical Chemists" que utiliza cilindros de
penicilina contaminados com esporos de Bacillus subtilis
e Clostridium sporogenes, e e exigida para © registro
de produtos gue reinvindiguem este nivel de acao germi
cida, junto a "Environmental Protection Agency" _{(EUA)
e Divisao de Saneantes Domissanitarios do Ministerio da
salide (Brasil). Apds a anadlise de varias concentragtes
de paraformaldeido e tempos de contato optou-se pelo
tempo de exposigac de 4 horas, concentracido de 3g /cm?
e temperatura de 509C, condigbes nas quais ficou eyvi-
denciada a acdo esporocida do paraformaldeido.

Hrgao financiador: CNPg
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COMPARACAO DOS FAGOTIPOS DE ESTIRPES DE S.aureus TSOLA~
DAS DOS VESTIBULOS NASAIS E DAS MAOS DE SERVIDORES HOS-
 PITALARES.

J.Bedendo; A.M.Uthida-Tanaka; T.M.Moriya; L.B.Garcia
1 & C.L.Cardoso.

 Escola de Enfermagem e Fatuldade de Medicina de Ribei-
rd3ao Preto da USP, Ribeirdo Preto, SP; Departamentos de
Enfermagem e de Analises Clinicas da Universidade Es~
tadual de Maringi, Maringa, PR.

Com esta finalidade, investigamos no presente trabalho,
© isolamento de amostras de S.aureus a partir dos ves-
tibulos nasais e das mios de 112 funcionarios do ser-
vi¢o de enfermagem de um hospital geral, de 150 1lei-
tos, da cidade de Maringa, PR.

‘A coleta do material dos vestibulos nasais foli efetua-
.da através do emprego de "swabs" esterilizados e das
maos pela técnica do saco plastico. Utilizou-se o agar
manitol salgado para isolamento primario. As placas e-
xaminadas diariamente, foram incubadas na estufa a 35°C
‘por 24-48h e mantidas a temperatura ambiente poxr mais 2
‘a 3 dias; selecionando-se 1 a2 coldonias para estudo. As
i colonias foram identificadas como S.aureus pelas carac-
‘teristicas morfotintoriais, utilizacdo do- manitel, e
.producdo de coagulase. As amostras de S.aureus foram
jtestadas frente aos fagos do conjunto basico interna-
‘cional, incluindo-se também fagos dos grupos: experi-
‘mental e extra. A tipagem foi feita a 1 e a 100 "RTD".

82,69% (43/52) das estirpes de S.aureus estudadas fo-
ram lisadas pelos fagos utilizados, observando-se a o-
corréncia de 27 diferentes fagotipos. Aproximadamente
25% (26/112) dos voluntdrios ensaiados apresentaram S.
aureus concomitantemente nos dois sitios amostrados,
verificando-se o isolamento de cepas identicas, isto &,
de mesmo fagdtipo, em 10 {38%) destes individuos.

Os resultados evidenciam o potencial de risco represen
tado pelos portadores nasais de S.aureus na dissemina—
¢ao deste patogenc hospitalar, particularmente através
das maos contaminadas.

Auxilio: CNPg 404362/87-7.
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STAPHYLOCOCCUS AUREUS EM PORTADORES SAO0S DE DIFERENTES CATEGORIAS
DE ENFEEMAGEM DO BOSPITAL DAS CLINICAS - FMRPUSP: FAGOTIPOS E RE-
SISTENCIA A ANTIBIGTICOS.

B.M. OLIVEIRA SANTOS* & A. M. UTHIDA TANAKA®*
% FEscola de Enfermagem de Ribeirao Preto-USP
%% Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto-USP

0 objetivo deste trabalho € estabelecer o reconhecimento da iden
tidade de 499 amostras de Staph-aureus isoladas de 799 portadores
saos de diferentes categorias de enfermagem do HC ~ FMRP frente !
agcao de diferentes antibioticos e da fagotipagem. Dessas, 80,87 fo
ram tipaveis pelos fagos do Conjunte Basico, 6,8% pelos fagos expe
rimentais e 12,4% foram nao tipaveis(N.T.). Da colecac de amostras

fagotipaveis, 54(13,4%) foram lisadas pelos complexos epidemito ™o

hospitalares — 52,52 A, 80,8t" e "83A, 84, 85", 78(19,3%) o foran
por um e/ou mais fagos do complexo "94,96" associado(s) ou nao afa
gos de outros grupos e 91(22,6%) amostras foram lisadas pelos fa 3
gos do complexo "3A, 3C, 55, 71". Dessas, 26(28,6%Z) foram isoladas
de elementos de enfermagem atuantes em unidades de Pediatria, Obs-
tetricia, Ginecologia e Bercarios(Normal e Prematuro e Patolégico)
56,0% dos elementos de enfermagem com amostras simultaneas na cavi
dade nasal, mao direita e/ou esquerda, tzveram fagotipos identi
cos, demonstrando a colonizacao por um unico fagotipo,num mesmo in
dividuo. A maioria das amostras caracterizou-se por modelos de an-
tibiograma com resisténcia a, no maximo, dois antibioticos.0s mods
los de reagao a tres ou mals antlbloticos demonstram uma p0351ve1
tendencia na mao esquerda, concentrando—se entre os elementos de e
fermagem dos grupos A e B. A conjugacao dos resultados do antibio-
grama e da fapotipagem revelou correspondéncia entre fagotipo e rd
sisténcia aos antibidticos e a deteccao de alguns portadores cod
amostras “epidemicas hospitalares™.
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ESTUDO DA PREVALENCIA DE PORTADO%ES DE S. AUREUS, ENTRE ALUNOS DE
iMA ESCOLA DE ENFERMAGEM (RIBEIRAO PRETO) .

M.A.AraGjo; A.M.Tanaka e 0.C.Castro

Laboratorio de Referéncia Nacional — Fagotipagem de S. aureus
Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologla da Facul
dade de Medicina de Ribeirao Preto — USP.

Programou~se um estudo longitudinal da prevalEncia de portadores
de 5. aureus, para um grupo de 20 alunos de Enfermagem, coOom amos—
tragens em 3 regioes N.G.M., realizadas durante os 4 anos de curso,

utilizando—se mesma metodologia.
Resultados e Conclusoes.

No 1¢ ano de curso encontrou-se 9 portadores dos quais,5 alberga
vam cfpas com caracteristicas epidemicas hospitalares (fagotipagem
e antibiograma simplificado).

No 29 ano o numero de portadores elevou-se para 14(70%) - 13 in—
dividuos portavam amostras epidemicas hospitalares.

No ano seguinte, 15 dos 18 portadores encontrados, exibiam tais
cepas e no ultimo ano a totalidade do grupo caracterizou=se  COmoO
portadora.

0 antibiograma das amostras revelou predominancia do modelo R.SS58

para as cepas extra hospitalares e resisténcia a 2 ou mais antibid
a ad

ticos para aquelas com fagotipos epidemicos hospitalares.
No grupo estudado cbservamos:

19 a narina como a fonte mais importante de cépas epidemicas hos
pitalares, o numero de alumos portadores nesta regizo, aumentou de]
L vezes no ultimo ano em relacao ao 19 de estudo.

29 aumento da preval@ncia, sensivel e progressivamente, cOm o
contacto dos alunos com o ambiente hospitalar que comega OCOYTEX &4
partir do 29 ano de curso.

30 ocorrencia de portadores persistentes e de portadores intermi
tentes. B

40 em portadores persistentes (70%) a tendéncia foli manter—se cQ
lonizado por cépas epidemicas hospitalares. ]
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STAPHYLOCOCCUS AUREUS: FAGOTIPAGEM DE 390 CEPAS ISOLADAS DE  UNIDA

DE DE QUEITMADOS.
M.C.M. SOUZA™; .Y, 170%; L.M.S. JTO*
Faculdade de Ciencias Farmaceuticas de Ribeirao Preto — USP

A tipagem foi realizada no laboratorio de fagot ipagem
de Staphylococcus aureus do Departamento de Parasitologia, Micro

biclogia e Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto -
USSP, sob a orientacao da Prof2 Dr? Ana Maria Uthida Tanaka, com,
o emprego de 30 fages, sendo 23 do ConJunto Basico internacional e
7 experimentais. A fagotipagem e o metodo internacionalmente ace;
to para se realizar estudos ep:demloiogicos sobre Staphylococcus

‘aureus. Com o objetivo de se averiguar a identidade das cepas de
'S.aureus presentes nas lesoes de queimaduras, foram submetidas a
fagot ipagem 390 cepas de S.aureus das quais, 234 asoiadas das ie
?soes de gueimaduras, 4! das fossas nasais saliva e maos dos pa:
‘cientes; 32 das fossas nasais, saliva e maos dos funcionarios e 3
élsoladas do ambiente/fomites da Unidade de Queimados do  Hospital
‘das Clinicas de Ribeirao Preto - USP. Destas cepas, 93,3% foram
ftlpavels, sendo que 71,2% a 1 x RTD e 28,8% a 100 x RTD dlstribu:
édas em 114 padroes bacteriofagicos. O grupo Il foi o prevalente,
'em ambiente/fomites (65,8%), funcionar ios {33,3%) e pacientes
(24,4%). Os padroes bacteriofagtcos 3A e 3A/3C foram os mais fre
quentemente isolados de todas as tres procedenCIas Estes dados
parecem comprovar a existencia de um circulo vicioso de contamina
cao hospitalar entre profissionais—portadores, pac:entes e amblen
te/fomites, demonstrando & necessidade de observagaa e manutengao
da cadeia assepttca para rompimento do elo de transmissao.
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'STAPHYLOZOCCUS AUREUS: ESTUDO DE SUA OCORRENCIA HOSPITALAR B4 PA|
\CIENTES, EM FUNCIONARIOS E EM FOWITES DE UNIDADE DE QUEIMADOS.

{M.C.M. SOUZA®; 1.Y. ITO*; D.0. AZEVEDO®*; N.C.A. OLIVEIRA®

Faculdade de Ciencias Farmaceuticas de Ribeirao Preto-USP

Escola de Enfermagem “Ana Neri”-UfRJ

De 1.003 materiais analisados, provenientes de pacientes
gqueimados, de funcionarios (medicos, enfermeiros e atendentes) e
?do ambiente/fémites da Unidade de Queimados do Hospital das Clini
icas, Ribeirdo Preto, USP, no periodo de 1985 a 1986, 373  (37,2%)
gforam positivos para S.aureus. Dos materiais de pacientes, 51, 2%
resultaram em cultura positiva, seguidos dos de funcionarios con

33,3% e do ambiente/fomites com 20,0%. Considerando diferentes ni

gchos em pacientes e funcionarios, encontrou-se, respect ivamente:pa
'ra as fossas nasais, 58,8% e 53,3%} para as maos, 50,08 e 27,6%
para a saliva 47,1% e 19,4% de amostras positivas. Esses dados
sugerem a necessidade de observancia da cadeia asséptica, ob jet:

vando o bloqueio da cadeia epidemiologica da infeccao hospitalar.
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ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E FAGOTIPAGEM DE AMOSTRAS DE
STAPHYLOCOCCUS AUR Us TSOLADAS DE PACIENTES HOSPITALI

ZADOS EM JOAD PESSOA.

SANTOS F¢, Lauro; FREITAS, Francisca [nes de Souza

Laboratorio de Bacteriologia do Nucleo de Medicina

Tropical/ Universidade Federal da Paraiba.

Foram utilizadas em um estudo preliminar 57 amostras
clinicas de lecoes cutineas e subcutdneas de pacientes
do Hospital Universitario da UFPb. tendo sido isolados
78 tipos bacterianos com uma predominancia de 44,87 de

Staphviococcus aureus,

Dessas amostras 34,27 foram resistentes 3 Oxacilina
com uma média de 57,17 de resisténcia a todo o grupo de
antimicrobianos testados, e 11,47 apresentaram resisten
cia cruzada a Oxracilina e Gentamicina com um nivel de
resistencia de 89,27 i bateria de drogas utilizada. A
fagotipagem dessas amostras demonstrou uma predominin-
cia dos grupos II,III e V do conjunto biasico internaci
onal, que estao na maioria dos casos relacionados com /

lesoes cutaneas e infeccoes cruzadas.
Pretendemos comparar estes marcadores tradicionais /
com a analise de plasmideos de DNA por eletroforese em

gel de agarose, em conjunto com o Labeoratdério de Gena-
tica de Microrganismos (CCEN/UFPb), e ja dispomos dos /

primeiros resultados.

Trabalho financiado pelo CNPq. Proc.n® 409,026/88.
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AVALIACAO PRELIMINAR DO ISOLAMENTC DE CEPAS DE S.aureus
RESISTENTES A OXACILINA EM SERVIDORES HOSPITALARES.

C.L.Cardoso, M.C.Bronharo, T.U.Nakamura & L.B.Garcia.

Laboratorio de Microbiologia, Depto.Analises Clinicas,
Universidade Estadual de Maringa, Maringa, PR.

Diversos pesquisadores, em diferentes paises, tem des-
tacado a importancia do ressurgimento de cepas de S.au-
reus resistentes a oxacilina comc agentes de infecgoes
hospitalares. No entanto, poucos trabalhos referem o
papel de portadores assintomaticos na epidemiologia
destas infecgoes. Com o objetivo de investigar este as-
sunto em nosso meio, estudamos a prevaléncia destes mi-
crorganismos nos vestibulos nasais de 60 funcionéarios
do servigo de enfermagem de um hospital geral, de 150
leitos, da cidade de Maringa, PR.

A coleta do material foi realizada através do emprego
de "swabs" esterilizados, utilizando=-se agar manitol
salgado com e sem oxacilina {4 ug/ml) para isolamento
primé&rio. As placas, examinadas diariamente, foram in-
cubadas na estufa a 35°C por 24-48 horas e mantidas a
temperatura ambiente por mais 2 a 3 dias, seleclionando
-se para estudo 1 a 2 colonias suspeitas por placa. As
coldonias foram identificadas como pertencentes a S.au-
reus pelas caracteristicas morfotintoriais, utilizagao
do manitol, e producao da coagulase. A resisténcia a
oxacilina foi verificada pelas técnicas de difusio em
dgar pelo sistema de discos e de diluicdo em &gar (CIM,
0,06 a 64 ug/ml).

Dos 60 voluntarios ensaiados 45 (75%) apresentaram S.
aureus nos vestibulos nasais. A prevaléncia de portado-
res de estirpes resistentes a oxacilina foi de 27% {12/
45) . O meio com antibidtico mostrou melhor resultado.

Os achados demonstram que 0s servidores hospitalares co
lonizados com cepas de $S.,aureus resistentes a oxacili-
na, podem constituir fonte para a agquisicio nasal des-
tes microrganismos por pacientes nao colonizados, a e-
xemplo do que ocorre com as cepas de estafilococos sen
siveis a oxacilina., Auxilio: CNPg 404362/87-7.
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DISTRIBUICAO DA CAPACIDADE HEMOLITICA ENTRE AMOSTRAS CE
'Escherichia coli UROPATOGENICAS ISOLADAS DE PACTENTES
INTERNADOS E ATENDIDOS EM AMBULATGRIO

iR.S.P.NOGUEIRA & J.C.A.R.DIAS

Laboratdrio de Genética Bacteriana-Dept? Bacteriologia~

Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ

Escherichia coli é um dos agentes etioldgicos pre-
dominante em infeccoOes do trato urinario. Visando o rast
treio de marcadores neste patdgeno,investigou-se a capa
cidade hemolitica em 300 culturas de E.coli origindrias
de urinoculturas positivas(lOSUFC/ml)de pacientes inter
nados(30)e atendidos em ambulatdrioc{30)do Hospital Uni-

versitdrio Gaffrée e Guinle,Rio de Janeiro,RJ.

i
. - {
As amostras,previamente caracterizadas,foram subme-

tidas ao crescimento em caldo nutriente(DIFCO)a 37°¢C

por 24h,seguindo-se a semeadura em placas contendo agax
nutriente(DIFCO)acrescido de 5%{v/v)de sangue desfibri-
nado de carneiro. Decorrida a incubagao a 372C por 24h
procedeu-se a leitura do teste pela detecgac ou naoc de

halo de hemdélise ac redor das colonias.

Foi possivel o reconhecimento de 31,0% de amostras
hemoliticas,ndoc se verificande diferencgas expressivas
entre os percentuais obtidos para as culturas provenien
tes de ambulatdrio(28,6)e de pacientes hospitalizados
(33,3).

~ . ’ .
A correlagdo entre a capacidade hemolitica e outros
marcadores,como a resisténcia a antimicrobianos, produ-~

¢3c de colicina e tipes de hemaglutinacao,vem sendo in-
vestigada.
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AVALIACEQ DE SONDAS GENFTICAS PARA DETECGAO DE ENTEROPATCGENOS
RACTERTANGS EM FEZES, APGS ENRIQUECIMENTO EM MEIO SELETIVO

M.AM, Vieira, T.A.T. Gomes, B.E.C. Guth & L.R. Trabulsi
Fsrola Pauliste de Medicina, SP

Sondas geneticas que identificam genes associados
‘com a producac de fatores de virulencie em amostras de Escherichial

coli enteropatogenica e Shigella foram avaliadas quanto(acapacidig

de de detectar os respectivos enteropatégenos diretamente em massa
fecal. As sondas utilizadas detectam a producac das enterctoxinas
termo-iabil (LT) e termo—estavel (ST-1 - STh e STp); o fator de

;adesgo tocalizada (EAF) e a capacidade invasora.

Foram testadas 212 amostras de fTezes de criangas
diarreicas e nao diarreicas. Os resultados obtidos foram compara
dos com os dos testes de hibridizagao das colonias de E. coli e |

Shigella, isoladas a partir das respectivas amostras de Tezes.

Com exceggo da sonda de invasibi!lidade que apresentou
‘uma baixa sensibilidade na massa fecal {(41,7%), as demais sondas
apresentaram uma sensibilidade que variou entre 76 e 91%. Todas
‘as sondas apresentaram uma especificidade maior que 95% na massa

fecal.

Apesar de menos sensivel que o teste de hibridizaggo
gde coianias, a hibridiza@éo da massa fecal com as sondas {T~1, ST-1
‘e EAF e um metodo de diagnéstico alternative que dispensa a infra-

estrutura de i1solamento éridentificagéo de Escherichia coli entero

patogénica.
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PERFIL PLASMIDIAL E CARACTERTSTICAS BIDOHTMICAS DE ESCHERICHTA 1
COLT ENTEROINVASORA —

S. Cail & M.R.F. Toledo?

Instituto de Ciencias Biomédicas, USP e 2Discip%ina de Microbiolo
gia, Escola Paulista de Medicina, SP

Foram estudados o perfilplasmidial eas caracteristi-

cas bioqufmicas de 215 amostras de E. coli, de diferentes soroti-

pos, pertencentes aos seguintes sorogruposde E. coli enteroinvasora
(EIEC): 028ac, 0124 e 0136. As amostras foram isoladas em diferen
‘tes pafses, tendo sido caracterizadas atraves de 24 testes bioqui
micos. A invasibilidade das amostras foi pesquisada pelo teste de;
Sereny e o perfil plasmidial, estudado atraves de eletroForese-eﬁw
gel de agarose. Foi observado que todas as amostras dos sorotipos
028ac:H™, 0124:H, 0124:H30 e 0136:H , independentemente do pafsck
origem, foram positivas no teste de Seréﬂy, quando recem-isoladas,
sendo que cada um destes sorotipos apresentou um comportamento bio
qu?mico caracterfstico, o que permitiu caracteriza-los em biosoro
tipos de EIEC. Todas as amostras destes biosorotipos foram incapa
res de descarboxilar a lisina, sendo que 99% delas possuiam o plas
midio de invasao {pINV}, de aproximadamente 140Mdal, embora 50, 5%
destas amostras estivessem negativas no teste de Sereny. Nenhuma
das amostras dos outros sorotipos era portadora deplNV, com exceg:go ddg
uma, do sorotipo 0124:H7, que foi positiva no teste de Serény. As
amostras dos biosorotipos de E1EC apresentaram diferentes padroes
de perfil plasmidial, sendo gue 2 tipos de perfil predominaram,
ocorrendo em 51,8% das amostras. Nas amostras dos outros soroti-
pos, diferentes perfis tambem foram observados, sendo que em 50%
delas nao se verificou ptasmgdio com peso molecular superior a
15Mdal. Independentemente do pa?s de origem, foi observada uma es.

treita correiagéo entre biosorotipos, habiiidade de invasgo, pre—
senga de piNV e perfil plasmidial das amostras.
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AVALTACAD DO PERFIL PLASMIDIAL DE ESCHERICHIA COLI ENTEROPATOGEN! |
_CA CLASSICA COMO MARCADCR EPIDEMIOLOGICO
R.M. Fernandes', T.A.T. Gomes? & L.R. Trabulsi®

lFundagéo Universidade do Rio Grande, RS; 2Escola Paulista de Medi
cina, SP

0 perfil plasmidial de 123 amostras de Escherichia
colt enteropatogénica classica (EPEC) dos sorotipos Q111:H,
O111:H2 e 0119:H6 foi analisado com o objetivo de se avaliar sua
%eFicécia como marcador epidemio!égico. As amostras foram isoladas
?de criancas diarreicas e nao diarreicas entre maio de 1985 e junho
%de 1986; seu conteudo plasmidial foi extraido e visualizado apés

‘eletroforese em gel de agarose.

No sorotipo 0111:H foram encontrados 18 perfis plas
%midiais distintos, dos quais 6 englobavam 68% das amostras. Entre
' as amostras do sorotipo 0111:H2 foram encontrados 26 perfis dtstln
tos, dos quais 9 englobavam 70% das mesmas. No sorotipo 0119: HO Fo
- ram encontrados 18 perfis distintos, 3 dos quais englobavam 48%

das amostras.

W Anal isando-se a distribuiggo temporal dospertisplas
‘midiais dos sorotipos 0111:H e 0111:H2, verificou-se uma distribuil
% géo endemica constituida de microepidemias determinadas pelos prin
i cipais perfis. Verificou-se uma estreita associagao entre alguns
perfis plasmidiais e internacao prévia das criangas portadoras, en

hospitais de Sao Paulo.

0 perfil plasmidial de amostras de EPEC e ummarcadon
: epidemioiégico util pois permite discriminar amostras dentro de un
I mesmo sorotipo. Essa discriminaggo nao foi obtida quando se uti i

? zou biotipagem e determinacao do padrao de resistencia a drogas.
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UTILIZACAQ DA SOROTIPAGEM DE K.pneumoniae EM INFECCUES HOSPITALA~
RES ‘ T '
Watanabe, D.S.A.; Decar}is R.M.S5.T.; Michelin, L.A.

Instltuto de Biociéncias, UNFSP Botucatu, Sac Paulo

Microrganismos do genero Klebsiella tém-se caracteri-
zado como importante agente de 1nfecgoes hospitalares .
Contudo, a 1dent1f1ca§ao usual das amostras em Laboratd
rio de Rotina & insuficiente para o0 rastreamento epide-—
mlologlco de surtos por esse agente.Objetivando-se pes-~
quisar os varios tipos de K. pneumonlae realizamos a so
rotipagem, por meio da Reacac de "Quellung"” de amostras
iscladas de materiais clinicos de pacientes do HC da MB,
em periodo de 3 anos.Foran preparados 37 scros anticap-
sulares a partir de amostras padrao cedidas pele Statens
Seruminstitut. Copenhagen, Dinamarca. A seguir procedeu-—
se a sorotipagem segundo Casewell(J.Clin. Patholn, 28:
33-36,1975). Foram estudadas 577 amostras das quals 3&2
foram isoladas de urina, 137 do aparelho Tespiratorio
20 do sangue e 78 de outros materiais. Os resultados da
sorotlpagem demonstraram que das 577 amostras,278(48,27)
foram tipadas, 266 (46,1%7) nao tlpadas e 33(5,7%Z) com rea
goes cruzadas. Os sorotipos mais frequentes foram: K2
(46) 16,6Z, K54(36) 12,97 e o K30 (25) 9,0%Z. Dos mate
riais cllnlcos anallsados prevaleceram os sorotipos: u-
rina K54, K2 e K30, ap.resp. K2, K54 e K16, sangue e ou
tros materiais K54 e K25, De acordo com a procedeﬁc1a
das amostras, das 412 cepas oriundas das enfermarias as
mais comuns foram os sorotipos K2, K54;K30 e K16 = de
165 cepas do ambulatério os tipos K2, K54 e K25. 0 estu
dc das freguéncias dos sorotipos nas diversas enferma -
rias, mostrou difeérencas significantes na comparacao das
Enf. de Pediatria e Bergirio com as Enf, de Adultoes,res
pectivamente: K2(24,1%) x K2(11,1%),K54(21,7%) x K54
(9,47}, X16(2,4%) x K16(11,17Z). Quanto a sensibilidade
Es drogas, as Klebsiella mostraram-se, de modo gerval, re
Sistentes a sulfametoxazol- —~trimetoprim,cloranfenicol ,ce
falotina,gentamicina e netilmicinay baixa re51stencm pa|
ra cefoxitina e total sensibilidade para amicacina. As
amostras de enfermarias correspondentes: aos sorotipos K2
e K54 revelaram maior resistencia que as de ambulatorio
Ressaltamos as lmpllcagoes dos dados observados com a
epidemiolegia das 1nfecgoes por K.pneumoniae.
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KLEBOTIPAGEM COMO METODO DE IDENTIFICAGAC DE AMOSTRAS HOSPITALARES
Watanabe, D.S.A.; Sadatsune,T.; Michelin, L.A.; Montelli, A.C.

fnstituto de Biociencias e Faculdade de Medicina, UNESP, Botucatu,
Sao Paulo

Nos tltimos anos a Klebsiella sp tem assumido papel de
destaque no problema das infeccoes hospitalares, devido
ao aumento de sua frequencia e a emergencia de amostras
multirresistentes as drogas. A identificacao usual das
Klebsiella & insuficiente para o rastreamento epidemip
iggico de surtos, havendo mecessidade de definigao mais|
precisa das amostras. Com intuito de tiparmos as amo s
tras de K.pneumoniae frequentes no HC e detectarmos suas|
fontes de infecgao, desenvolvemos um metodo de tipagem,
determinando—se a sensibilidade das amostras a 14 tipos
de Klebocinas. As amostras produtoras e indicadoras de
klebocinas foram cedidas pelo Central Public Health,Colin
dale. Foram isoladas de varios materiais clinicos amos-
tras de K.pneumoniae de pacientes hospitalizados no HC
da FMB em periodo de 3 anos. A seguiy procedeu—se a ti
pagem, segundo EDMONDSON, A.S5. & COOKE, I.M. (J.Hngamg
82: 207-223, 1979). Das 568 cepas estudadas, 334 proce-—
deram da urina e 234 de secregoes ou de outros materiais
clinicos. A tipabilidade observada foi de 80Z para am—
bos os grupos de amostras, sendo Os Klebotipos mais
frequentes: na urina - 1288D(17Z); 1258D(77) e 88621
(4,0%Z); nos demais materiais cliniecos houve grande dis-
persao de klebotipos, destacando-se apenas o 1288D(9.5%).
Importante aplicaggo pratica da klebotipagem foi Tegis-
trada na elucidagao de surto de Septicemia por Klebsiella
em 6 ecriancas do bercgario do HC da FMB(em 1986): foranm
isoladas 9 amostras de K.pneumonliae de hemocultuyras des
tas criangas; Z amostras dos alimentos parentexrais qud
ainda se transfundiam a 2 dos recem—nascidos implica 4
dos; 2 amostras dos frascos de solugao de lipidio e de
amincacidos, componentes bisicos do alimento preparado.
Todas estas cepas nao foram sorotipadas com 0S SOTOSIes
tados {("Quellung"),mas apresentaram—se como Klebotipa
1288D. Concluiu-se gque o alimento parenteral foi o vei-
cuioc comum gerador do surto de infecgao hospitalar. A
preende-se,assim, o valor da Klebotipagem como instru -
mento util no estudo dos surtos hospitalares por K.
pneumoniae.
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Aesistotipegem ce Sroteus nixehilis isolados de infecgBes urindrias.

. ALVES STLVA; G. VITAL ALVARES PESSCA & R. MITIO YANAGUITA

Departamemtg de Microbiclogia do Instituto de Cléncias Biomédicas

gda Universidade de SHo Paulo.

200 cépas de Proteus mirabilis isoladas de infecgbes url
i ficadas pela técnica de Resistotipagem onde
faoram testadeos os seguintes compostos guimicos a diferentes con -

centracBes? Selenito de sédio, Cetrimida, verde malaguita, acri -
b1 1 3 ¥

ﬁ)
|.-...J
o
|\l
)
B
]
H
o
l‘ s
-]
'8
I.,...l

ye)
(T
+4
! =1
=
]
o
o

)
U
On
Q.
!—
o

acetato de Clorhexidina
Nossos  resultados demonstraram gue o volume de 1,2 ml
das solugles estodues & diferentes concentragBes, mostrou  malor

Jmero de resistotfipos, sendo B8 (C) (D) E (G), o resistotipo mais

—t

:equentemente isclada.
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proticinotifa de Proteus mirabilis isolados de infecgbes uringd -

rias.

{ . ALVES SILVA; G.VITAL ALVARES PESSOA & R. MITIO YANAGUITA

Departamento de Microbiologia - Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de S&o Paulo.

200 cépas de Proteus mirabilis isoladas de infecgBes u-

rindrias foram identificadas pela produg®o de proticina atra - !

vés da técnica de proticinotipia, onde 55,5% mostraram-se proti-
cinogénicas espontaneamente, sendo os proticinotipos 1, 5> e 9
os mais frequentemente isolados.

As 44,5% das cépas ndo produtoras espontaneamente fo -

ram induzidas pela mitomicina C (1 ug/ml) onde os proticinotipos !

1, 2 e 3 foram os mais frequentemente isclados.
Dentre as cépas induzidas pela mitomicina C, 6,7% mos -
traram-se n3o produtoras de proticinas. '
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PROTICINOTIPIA DE Proteus mirabilis E CARACTERIZAGAC DE
PROTICINAS.

A.T.Tavechio.; T.M.I.Vaz.; S.A.Fernandes.; 5.S.0.Buschi
neili.: H.Tanaka. & K.Irinoc.

Instituto Adolfo Lutz

O Proteus mirabilis constitue em nosso meioc o segundo
agente mais frequente de infecgbes urindrias. A caracte
rizagao destes microrganismos através da prot1c1not1p1a
constituiu o objetlvo principal deste trabalho. Foi
estudada a producaoc, espontanea e apds a indugac por Mi
tomicina C, de proticinas de 200 cepas de P.mirabilis.
A producaoe espontanea foi verificada pela técnica de es
tria descrlca por Cradock-Watson, enquanto que a produ-
¢3o apds a indugdo foi testada pela técnica de "spot”
de Al-Jumaili. A presenga de proticinas fol revelada a-
traves de 24 cepas padroes indicadoras de sensibilidade
as proticinas. A caracterlzagao da prot1c1na mais fre-
gquente foi realizada pela microscopia eletronica. Das
200 cepas estudadas, 183 (91, 5%) cepas foram proticino-
génicas sendo 154 (84,15%) tipdveis. Os proticinotipos
mais frequentes foram tipo 1 com 30,05% e tipo 11 com
21 ,86%. A mlCIOSCOpla eletronica revelou estruturas se-
melhantes & cauda de bacteridfagos, isoladas ou adsorvi
das & parede bacteriana de uma cepa sensivel. A possi
bilidade de classificar a grande maioria das cepas em
diferentes tipos protzcznogenlcos demonstrou a utilida-
de deste método em investigagoes epldemlologlcas de in-
fecgoes por P.mirabilis,. bem como uma possivel aplica-
gao na caracterizagao de outras espécies como P.vulga-
ris, P.myxofaciens, ou géneros relacionados como Provi-
dencia e Morganella.
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INIBICAO CRUZADA ENTRE ESPECIES DO GRUPO  Bacterodides
{ragilis ISOLARDOS DE OTITE MEDIA CRONICA SUPURADA.

‘ E.R. Rocha & M. de Uzeda

Departamento de Microbiologia Medica. Instituto de Mi-
crobiologia da UFRJ.

Bactenoides fragilis & a bactéria anaerdbia mais
frequentemente isolada de infeccdes humanas, incluindo
otite media cronica supurada {(OCMS). No entanto, pou-
cos relatos referem-se a classificacac destes microrga
nismos atraves da produgao de bacteriocinas. Quatorze
cepas do grupo B. fragilis {B.{gragilis 12, B.ovalus 1 e
B. thetaiotaomicnon 1) isolados de OMCS e B.4ragilis RATCC
23745 foram utilizados para a verificacac da atividade
inibitdria "bacteriocin-like". Placas com infuso  de
cérebro e coracao contendo 1% de égar foram inoculiados
com as cepas de Bacferodides pela tecnica de "pour-vlate”,
orificios foram preenchidos com cada cepa a ser testa-
da,e incubadas em jarras de anaerobiose a 379C durante
48 a 96h. 0Os resultados mostraram que dez cepas foram
bacteriocinogénicas, nove foram sensiveis a pelo menos
uma bacteriocina e nenhuma delas mostrou atividade i~
nibitdria contra cepas homOlogas. Diferentes suscepti
bilidades foram verilficadas entre cepas isoladas do mes
mo paciente. A utilizacdo da producdo e susceptibili-
dade a substancias "bactériocin-like" para a classifi-
cacao do grupo B.fragilis isolados de OMCS pode ser um
metodo alternativo como marcador epidemioldgico destes
microrganismos.

Orgaos financiadores: CEPG da UFRJ e CNPg
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SOROTIPOS DE Serratia marcescens DE INFECCOES HUMANES

K.IRINO, T.M.I.VAZ, I.M.LANDCRAF, M.C,.C.BRANDILEONE e
V.5.D.VIEIRA.

Instituto Adolfo Lutz

A S.marcescens vem sendo relatada desde a década de 60
como uma causa freguente de infecgoes de orlgem hospita
ilar. Dada a frequencia de isolamentos destes microrga -
nismos no nosso meio, o obljetivo deste trabalho foi de-
terminar os sorotipos de cepas gque vem sendo isoladas
principalmente a partir de culturas de sangue e liguido
cefalorraquidiano (LCR). Para a identificac¢iao soroldgi
ca foram utilizados 23 soros somaticos (0) e 26 soros
flagelares (H) preparados segundo os métodos descritos
por Le Minor e Pigache. 290 cepas de S.marcescens, sendo
145 de LCR, 102 de sangue, 38 de fezes e 5 de urina e
secregoes, foram submetidas a testes de aglutinagao em
lamina e de imobilizac8c em tubo para a determinacio dos
antigenos O e H, respectivamente. Entre as cepas isola-
das de LCR, os sorotipos 06,14:H12 e 06,14:H4 foram os
mais freguentes, correspondendo a mais de 70% dos 25 so-
rotipos identificados. As 102 cepas isoladas de sangue .
foram classificadas em 30 sorotlpos sendo 06;14%HIZ
06,14:H4 & 0l:H7 responsdveis por 65% dos SOrotlipos.

A maioria das cepas iscladas de sangue, LCR e fezes ,
era proveniente de criangas entre 0-5 anos. Os dois so
rotipos mais frequentes em infecgdes sistémicas, 06,14:
H12 e 06,14:H4, também foram os predominantes entre os
12 sorotipos identificados entre as cepas iscladas de
fezes, sugerindo uma possivel fonte de infecgao, prin-
cipalmente em bergdrios.
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SOROTIPOS E PIOCINOTIPOS DE Pseudomonas aerugincsa

T.M.IBELLI VAZ, K.IRINO, I.M.LANDGRAY, M.C.C.BRANDILEO
NE, V.S.D.VIEIRA.

Instituto Adolfo Lutz

A sorotipagem e a piocinotipia tem sido os métodos mais
frequentemente utilizados na caracterizagao da Pseudomo
nas aeruginosa, um dos agentes mals comuns de infecgoes
nosocomiais atlnglndo especialmente os 1munodepr1m1dos,
gueimados e recem-nasc1dos. Relatos sobre a ocorréncia
de infecgdes sistémicas por P.aeruginosa tem sido fre-
guentes em nosso meio, sende O nosso objeétivo caracte-
rizar as cepas identificadas no Instituto Adolfo Lutz
no periodo de 1974 a 1987. Foram estudadas 195 cepas
de P.aeruginosa sendo a maioria de sangue (84) e ligui
do cefalorraquidiano {88). As cepas foram caracteriza-
das através da sorotipagem utilizando o método de aglu
tlnagao em lamlna Para a plocincotipia foi utilizada a
técnica do "spot" descrita por Fyfe e cols. Os soroti
pos mais freguentes foram 0:6 e 0:11 com 25,64 % e
20,54% respectivamente. Os pilocinotipos predominante -
mente encontrados foram 1,3 e 10 correspondendo a cerca
de 90% das cepas tipadas. Assocla¢des entre determina-
dos sorotipos e plOCantlpOS foram encontradas. Verifi
cou-se que a associagdo entre sorotipo 0:11 e piccino-
tipo 10 & de 100%, o mesmo ocorrendo entre sorotipo 0:5
piocinotipos 1 e scrotipo 0:10 e piocinotipo 1. 87.5%
das cepas 0:4 sao piocinotipo 10, 80% das cepas 0:7,8
sac piocinotipo 1, 60% das cepas 0:6 sdo piocinotipo 3
e 60% de 0:3 330 piocindtipo 5. A ‘caracterizacgac  dos
sorotipos em diferentes piocinotipos mostra a importadn-
cia do uso combinado dos métodos de sorotipagem e pioci
notipia. -
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INCIDENCTA DE_BACTERIAS ANAEROBIAS ESTRITAS EM PACIENTES PORTADO-
RES DE {INFECCAO HOSPITALAR

W.A. Ef Farest & 1. Mimica i

Faculdade de Ciencias Medicas da Santa Casa, Sao Paulo

Foram estudadas amostras provenientes de 200 pacien

tes portadores de inFecqgo hospitatar. Os processos infecciosos !

mais frequentes tinham localizacao intra—abdominal e respiratoria.:

Foram comparadas as porcentagens de 1scolamento obti
do com semeadura direta do material, ou com incubaqgo previa por E
24 ou mais horas em meio de tioglicolato. Tambem foram estudados E
‘em forma comparativa os isolamentos obtidos em meios enriguecidos %
e em meios enriquecidos seletivos contende antimicrobirancs inibidgf
res das bacterias anaerobias facultativas. A incubagao dos mate*;
riais semeados foi Teita em jarra de anaerobiose utilizando como |
geradores anaerobicos o sistema Anacrobac (Probac do Brasil} e

Anacrocult {(Merck Diagnostico).

i

Foram isoladas bacterias anaerobias em 95 (40%) das

7 . s ,/

. im e d e oy g - - G I - ke o s R, ) o " - o
amostras semeadas; em 00% destas amostres Toram encontradas bacte

Irias anaegrobias estritas junto com facultativas e

tras deram origem @ culturas puras de anaercbios esteid

ATy

-~ : . o~ . { s ;
ys Toram bacilos Gram-negativos (43,

robios 1sola

£y
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positivos esporulados (32,

-~ Lo ~ N C g o o
log Gram-positivos nao esporuiados (11,1%).

O avtores concluem gue as bacherias anaerchian 840

ieoladas D Frectioneia de cases de infeccan hosoitalar s s
tsoladas com freglioncia de casos de infecgao hospitatar, € que es

tao disponiveis em nosso meio sistemas adequados de bBaixo custo,

que fazem possive! o isolamento destes agentes em Torma rofineira.;
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; LACTERIAS ANAEROBIAS NO PAuIENTE QUEIMADO GRAVE HOSPITALIZADO ;
. S.L.STLVA;0.M.GONTIJO;C.A.V.DAMASCENO;M.A R, CARVALHO &E 0. CT SALPTNO
| DEPTO DE MICROBIOLOGIA DO INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS/UFMG

f Este trabalho descreve o isolamento, a identificagao e a deter
! minacgao do perfil de susceptibilidade de anaerobios de espec1mes.
! de pacientes queimados graves, incluindo-se uma avaliagao quanti-—|
. tativa de microflora, em anaerobiose.

: Espec1mes clinicos de 21 pacientes da unidade especializada do
. Hospital Joao XXII1I, de Belo Horizonte, MG, foram coletados em
i dois momentos distintos: quando aparecia a secre%ao purulenta ,
" por velta do 49 dia, e quando se observava a formagao de escara e
: reg*ao sub-escara, apos o 149 dia, segulndO*se a tecniea preconx—
. zada por Williams et alii (1984), com adaptacgao para anaerobios.

. Para isolamento, foram utilizados os meios Bacteroides-~Bile- Escu—i
" lina e Agar-sangue suplementado, procedendo-se a 1dent1flca§aopre
. suntiva pelas provas de Gram, catalase, teste respxratorlo e pro— |
. dugao de pigmentos, seguindo-se a identificacao bioquimica de a ~§
! cordo com oS grupos bacterianos, e determinando—se, 0s perfls de.
. susceptibilidade a antimicrobianos, pelo metodo da dllulgao em;
" caldo, segundo Wilkins e Thiel (1973), com modificagoes. Utilizou,
' -se cepa de referencia como controle. E

f As bacrerias anerobias sao usualmente desconsideradas, quando
. se fazem avaliagoes bacteriologicas das lesoes infectadas dos que
i mados. Dos 21 pacientes estudados, isolaram—se anasrobios de 5
i Peptostreptococcus sp e P. acnes(1); Bacteroides produtores de pig
% mento negro (2); Pegfococcus sp{l); P.freudenreichii(l); Clostri-
f d¢ium chauvoei (1). Embora o "momento" dos anaerobios na infecgaodo
; Paciente queimado nao estejz deflnldo na literatura, os resulta —
i dos mostram ainda que ha um maior aumero de bacterias por cm?  de
; pele para cultivos em anaercbiose, quando ja se observa a forma -
¢ao_da escara e reglao sub—escara, momento em que as condigoes das
g lesoes sdo mals propicias para estesmicrorganismos. Saliente — se
 que, o Clostridjum chauvoei e P. aeruginosa foram recuperados em
. altas concentragoes antes e apos o desbridamento. Os perfis_ de
susceptibilidade das cepas isoladas, mostram sensibilidade a malo
ria dos 17 antimicrobianos testados.

| APOTO: CAPES, FINEP, CNPq e CPq/UPMG
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' AVALTACAO BACTERTOLOGICA DAS FERIDAS DE QUEIMADOS GRAVES.

- 8.L.SILVA;0.M.GONTIJO;C.A.V.DAMASCENO ;M. A.R. CARVALHOR". .0, LCISALPTIO
| DEPTQ DE MICROBIOLOGIA DO INSTITUTO DE CIENCIAS wIOLOGILAS/UPMC

; Procedeu-se uma avaliagao qualitativa e quantitativa de bacte:
rias aerobias e facultativas, de lesoes de pacientes queimados gra
ves, incluindo-se os perfis de susceptibilidade a antimicrobianos,
;. ao lado de uma avaliacac dessas bacterias no ambiente.

i De maio a dezembro de 1988, estudaram-se bacterloioglcame1teee_
i pecimes de 21 pacientes queimados da Unidade Espec1a112ada do Hos
i pital Joao XXIIT, de Belo Horizonte, MG., bem como espec1mes ambl;
; enfais de 6 fontes diferentes da proprla Unidade. O numero de CFUY
‘em” de pele foi avaliado segundo Williams et alii(1984). Para en -
: terobacterlas e bastonetes nao fermentadores, o isolamento e a ca’
: agterlzdgao foram ba%eadoa nas caracterlstlcas pelo Gram, motill
i dade, tipo respiratorio, producao de plgmentos, reagoes bloqulml—;
i cas em meio IAL(Pessoa e Silva, 1972; Pessoz e Silva, 1974), oxi~.
C dase e demais provas bioquimicas. Os cocos Gram positivos isola -
dos em agar-sangue, foram identificados de acordo com o preconiza:
do para cada grupo microbiano, Determinaram-se os perfis de sus —f

ceptibilidade, segundo o metode da difuszo em agar de Bauer et .
alii (1966}, ut1117ando se antimicrobianos selecionados adequaﬁaw‘
wente (Lennette et alii, 19853), incluindo-se aquelas de use no

hospital. Utilizaram-se cepas de referancia como controle. ;
) - 5 - . 2 !
segundo a literatura, o numero de 107 bactérias por cm” de pe-.
. {2 nos paclentes queimados e indicative de infecgao para aerdbios
;e iacultatlvos exceto para P. aeruginosa, para a qual o nimero de
Po102 ja blaﬂlflca infecgao. Dos 21 pacientes, isolaram-se: ‘
¢ P.asruginosa (16) e Pseudomonas sp{(0l); ALlneLobacter calcoaceti~!
5 cus(Ul) S.aureus(05); S.epidermidis (04); S.faecalis(02),g: coli ™
{62); Xlebsiella sp(02); Proteus sp(02); Cicrobacter sp{01). De 3.
. dos 6 especimes ambientais isolaram—se: P pseudomallei (03} Acinve !
! robacter calcoaceticus (01); Enterobacter sp(01). Em prattcamen~'
te todos os especimes de pacientes de onde se isolou P. aeru51v0~-
sa (153, o n9 d@ CFU/cm2 de pele estava acima de 102 & #m O de =i
Tes chegou a 167, Os pexrfis de susceptibilidade aos anrimicrobla-—:
! noes mostram re31st§ncia a quase todas drogas testadas .particulac,
% mente , considerando-se as especies de Pseudomonas.

APOTO: CAPES, FINEP, CNPq e CPq/UFMG
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COLONIZAGAO ¥ INFECCAO POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA,
STAPHYLOCOCCUS AUREUS E ESTAFILCCOS CCAGULARE~NEGA
TIVOS RESISTENTES A OXACILINA EM PACIENTES DA UNI-
DADE DE TERAPIA INTENSIVA DO HOSPITAL UNIVERSITA =
RIC DA UGFRJ

A. Schubert* , C.M.N. David**, J.R. Rocco®* & P.P.
Gontijo Filho*

*Departamento de Microbioloeogia Médica do Instituto
de Microbiologia da UFRJ e **Unidade de Terapia In
tensiva do Hospital Unlver81tar10 da UFRJ.

As infecgoes hospitalares representam atual -
mente causas importantes de morbidade e mortalida—
de. A colinizagao de pacientes graves por determi-
nados microrganismos constitue um fator de risco
de infecgoes. Nesta investigagao, 51 pacients in-
ternados na UTI do HU-UFRJ foram monitorados quan-
to a colonizagao por P. aeruginosa, S. aureus e es
tafilococos coagulase negativos resistentes a oxa-
cilina (ECNRO). Os dois primeiros foram isolados
respectivamente de 68,6% e 52,9% dos pacientes,
sendo o trato respiratorio e o reto os sitios de
colonlzagao mais frequentes. Os ECNRO) foram culti

© vados a partir de lesoces cutaneas efou do perlneo

em 39,2% dos doentes. A evolugao para infecgao va-
riocu com ©_microrganismo considerado; desenvolve -
ram infecgao 8 dos 35 pacientes colonizados com

P. aeruginosa, 2 dos 27 colonizados com S. aureus
e 1 dos 20 colonizados com ECNRO. Entretﬁnto, dife
rengas nao foram observadas em relagao a0 grupo N
controle nac colonizado, no qual uma proporgao si-

' milar de infecgoes pelos 3 microrganismos também
é se fez presente.

i
'
3

Orgao Financiador: CNPq
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“AVALIACAC DA IMPORTANCIA DE VEGETAIS COMO FONTE DE IN-|
FECCAC POR Pseudomonas aeruginosa EM PACIENTES HOSPI-
TALIZADOS

C. M., C. Correa; A. Tibana & P. P. Gontijo Filho

Departamento de Microbiologia Médica, Instituto de Mi-
crobioclogia da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Amostras de vegetais cruds foram coletadas das cozi
nhas do Hospital Universitario (HU) - UFRJ e do Hospil
tal de Oncologia (HO) - INAMPS para avaliacao qualita-—
tiva e guantitativa de Pseudomonas aeruginosa . As ce-—
pas de P.aeruginosa isoladas dos vegetais e de pacien—
tes internados nesses hospitais, durante o mesmo perio
do da ccleta dos vegetais, foram caracterizadas fenot1
plcamente através de sorotipagem e piocinotipagem, e
submetidas ac teste de sensibilidade aos antimicrobia-
nos. P.aeruginosa estava presente em 27% dos vegetais
analisados do HU~UFRJ e em 11% dos vegetais do HO -~
INAMPS. Em cerca de 10% - 20% das amostras positivas a
presenca do microrganismo fol superior a 1000 UFC/g.As
cepas provenlentes de pacientes foram mais resistentes
ao grupo dos aminoglicosideos do que as cobtidas de ver
duras, e as isoladas de verduras e de pacientes do HU-
UFRJ mostraram taxas menores de sensibilidade aos anti
microbianes. Os sorotipos 0 detectados predominantemen
te no HU-UFRJ foram €3, 04, 011 e 016 em materiais cil
nicos e 04 e 06 nos vegetais, enguanto nce HO-INAMPS,os
sorotipos predominantes foram 04 e 011 em materiais cii
nicos e 01, (2a, 04 e 011 nos vegetalis. No HU-UFRJ, os
plocinotipos 1 e 10 foram os mais frequentes em mate-
riais clinicos e os piocinotipos 1 e 3 nos vegetais.
No HO-INAMPS, os piocinotipos 1, 3 e 10 foram os mais
frequentes em materiais clinicos e os piocinotipos 10
e 22 nos vegetais.

OrgaosFinanciadores: CNPg, FINEP e CEPEG-UFRJ
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GES PGS CIRURGICAS RO

IINCIDENCIA E ETIOLOGIA DE INFECE
L H0SPITAL UNIVERSITARIO DA UEPDH.

2
| SANTOS ¥9, Lauro; SANTOS, Tolanda B. da Costa: LIMA, M
'Marta V. de Melo; ABRANTES, Maiza Rocha.

Laboratorio de Bacteriologia do Nucleo de Medicina Tro-

pical / Universidade Federal da Paraiba.

£m um estudo prévioc foram processadas 49 amostras [/

ciinicas colhidas a partir de secregao de ferida ciruvr-
%gica de pacientes internos no Hospital Universitario da
UFPb. As amostras foram colhidas com auxilic de 'swab”
%e transportadas ao laboratorio em meic de Stuart (Merck):

iseando processadas atraves de metodologia nadrao para o
i

icsolamento e identificagao bacteriana, acsiw como wnara

'z determinacao de alpguns mzrcadores epidemioldgicos.

i
H

i

i A partir desta amostragem fol obtido o isolawmento de

.78 tipos bacterianos com uma predomingncia do S. aureus

(23,47), seguide de Klebeiella sp, S. epidermidis e I

Escherichia coli (12,87), isclados na mesma Droporgio,
‘sendo outras bacterias isoladas em percentagens MENOTES.
i

Alfm dicsso foram realizados testes de sensibilidade as
drogas, obtendo~-se o padrao de resistencia aos antimi-

crobianos.,

Numa segunda etapa estamos iniciando algumas tecni-
cas complementares cowmo: determinagao da CIM, F¥Fagotipa-
gem de §. aureus e analise de plasmidics, no sentido de

 complementar o estudo epidemiologico.
i

Trabalho financiado peio CNPq. Proc.n® 409.275/88-3.
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TUDO COMPARATIVO ENTRE A TECNICA DO ELISA E DOT- ETTw
SA NA SOROLOGIA DA HANSENIASE

k%)
3

lede i

e

. Saad, M.A.
5. Fonseca.

1

ros, P.P. Gontije Fiiho & L. de

T.aboratbrio de Hanseniase, FICOCRUZ &
Microbiologia Médica do Instituto de

Nentre ag micchacterioses, a hanseniase destaca-—-3se

poY ser uma enfermidade com alta rrchLe cla e paises

Iy

t

sub e em deservolv1me to e de a¢F1c1i controle. Nesta
comuQancagao sao apresentados resul itados de uma ava-

liacgao comparativa entre o método imuncenzimatico em
microplaca (ELISA) e aguele sobre papel de filtro de
nitrocelulose (DOT - ELISA} de uma populagac seleciona
da que inclui 228 scros de 92 hansenianos, 68 contatos
50 individuos sadics e 18 tuberculesos. Os rasultados
foram analisados estatisticamente e sugerem Jue o MELo
Go de DOT-ELISA utilizando o PGL-1 como antigencé Gtil
por se tratar de uma técnica rapida, de Facil leitura
e sensivel para a busca de individuos multi ~bacllares

{formas LL e BL} em comrunidades de altc risco.

Grgaos Financiadores: CNPg e FAPERJ
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AVALIACEO DA  PRESENCA DE ANTICORPOS PARA AS TOXINAS A E
3 DE CLOSTRIDIUM DIFFICILE EM SOROS DE PACIENTES SUBME-
TIDOS A QUIMIOTERAPIA.

A.M. Milhomem & M.F.B.F. Dias

Departamento de Microbiologia Médica do Instituto de Mi

crobioclogia da Universidade Federal do Ric de Janeiro.

A presenca de anticorpos para as toxinas A e B de
Cc.difficile foi analisada através de teste imunoenzima-}
Tico (ELISA) e de neutralizacgdo do efeito citopatico em
cultura de células. Foram considerados como positivos
no teste de ELISA, soros com titulos iguais ou superio-
res a diluic3c de 1:100. Em 140 amostras de sSOros do
grupo controle {doadores de sangue) a prevaléncia des-
tes anticorpos (IgG) foi de 15% para toxina A e de 57%
para toxina B e os titulos variaram entre 1:100 a 1:3200
Em pacientes com tuberculose residual, antes do trata-
mento, uma prevaldncia similar foi observada tanto para
toxina A {19%) como para a toxina B (58%). Em pacientes
com tuberculose e em tratamento houve um aumento de po-
citividade somente para a toxina A (36%). Nao houve
correlagaoc entre a presenga € © titulo destes anticor-
pos com a atividade neutralizante dos sores. Em pacien-
tes com doenca de Cohn houve um aumento significativo
na percentagem de positividade para as duas toxinas
(71%) .

Orgido Financiador: CNPg e FINEP
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PRODUCAO DE ANTICORPOS MONOCLCONAIS PARA TOXINA A - DE
CLOSTRIDIUM DIFFICILE.

A.M. Milhomem & M.F.B.F.,Dias

Departamento de Microbiologia Medica do Instituto de
Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janei
ro.

Foram produzidos 11 anticorpos monoclonais para a
toxina A de Clostridium difficile. Estes anticorpos
nao foram reativos em precipitacao em gel de agarose,
ao contrario do clone descrito por Lyerly et al{1986)
indicando gue o epitono nara o qual foram p produzidos
nao estao repetidos na molecula. Estes monoclonais tan
bem nao apresentaram atividade neutralizante em cultu
ra de celulas concordando com os dados relatados pe-
1os mesmes autores citados. A especificidade destes
anticorpos foi determinada atraves de testes de ELISA
e dot~blot. Consideramos que o emprego destes anticor
pos moncclonals como reagentes analiticos na pesqulsa
de toxina A de Clostridium difficile a parti de espe-
cimens clinicos pode ser de grande utilidade no diag-—
nostico rapido e especifico da colite pseudomembrano—
se.

-

Crgzo Financiador: FINEP
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NEUTRALIZACAO DA TOXINA DIFTERICA "IN VIVO'" POR ANTI-
CORPGCS MONOCLONAIS

M.G.M.Danelli; J.M.Peralta; L.M.Teixeira & L.C.D.Formiga.
Instituto de Microbiologia da UFRJ e Bio-Manguirhos, FIOCRUZ.

A toxina dlfterlca(TD) secretada pele C, dlghtherlae é composra
por duas regloes funcionalmente distintas;: fragmento A(FA),o0 qual
. contém o sitioc enzimaticamemte ativo,responsavel pelo efeito tox1-
~co,e fragmento B(FB),responsavel,pelo menes em parte,pela 11gagao
- a receptores especificos localizados na membrana de células senqx-
i veis.Anticorpos monoclonals(AcsMhs) direcionados para diferentes ;
- regioces da molécula de TD,tém sido utilizados para idemtificacao i
. de dominios que podem estar emvolvidos no processe de entrada da
" TD na celula alvo,na sua atividade enzimatica e na inducao de imu-
nidade protetora.Nesse estudo,a relacac entre a capac1dade de neu-
. tralizacao da atividade tdxica da T™ e a reglao da molécula respon
- savel por esse efeito fol analisada,através de teste de protegac |
_em cobaias,utilizando tres AcsMns,os quais apresentaram diferentes
padroes de reatividade com a TD,FA e FB, quando analisados por
. Western Blot(IIB6-direcionado comntra o FB;IIG6-direcionado contra
.0 FA;I1ID8-direcionado para epitopos presentes em ambos os fragmenj
tos).A administracao,em cobaias,de 400ug dos AcsMns ou de 1000 UA -
da SAD,24 horas antes do desaflo com 250ng de TH,protegeu esses
animais do efeito da toxina,nao havendo alteracdes fisiolGgicas oy
- do comportamento dos animals durante o periode de observacao (6
"dias).Entretanto,aqueles nao protegidos apresentaram alteragoes
fisiologicas e do comportamento, caracteristicas de 1ntox1cagao
. morrendo no terceiro dia ap6s o desafio.Com base nas caracteristid
{cas dos AcsMns estudados e em dados da literatura,acreditamos que
Eos AcsMnsIIG6 e IIDS devam reconhecer epltopos contldos na regiao
IIb do FA.Essa regiao, juntamente com a reglao IIXa do FB,provavel-
mente estam justapostas ao dominio primario de ligacao ac receptox
ou formando um dominio de ligacio secundario.Da mesma forma,e pos-
sivel que © AcMn IIB6 esteja direcionado contra epitopos contidos
-nas regioces III ou IV do FB da ID,sendo a regiao IV responsavel
pela ligacao direta da TD ao receptor de membrana de celulas sen-

siveis.Assim,0s resultados obtidos nos levam a admitir que os tres
AcsMns analisados possam vir a ser de grande utilidade no estudo
molecular da TD e em investigacoes sobre o mecamismo de ligacac e
entrada da toxina em celulas integras.

i Auxilio fipanceirc do CNPq, CAPES, OPAS e CEPG/UFRJ.
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DESENVOLVIMENTO DE UMA VACINA PERTUSSIS DE REFERENCIA
PARA AFERICAO DE ENSAIOS BIOLOGICOS.

A.P, Ferreira, J.F. Martins, E.P. Rels e A.E.C. Cardoso
de Almeida.

Fundacao Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude, Laboratdrio de Vacina Triplice.

ORJETIVOS: A elaboragdo de Imunobioldgicos por Labora
tOrios Produtores requer a utilizag¢do de Materiais Bio-
18gicos de Referéncia. Frente a este quadro, o laboratd
rio de de Controle de Qualidade de Vacina Triplice (IN
CQS/FIOCRUZ) , desenvolveu a Vacina Pertussis para uso
na aferig¢do da Atividade Imunogénica do componente Per-
tussis da Vacina Triplice - DPT (Difteria-Tétano-Cogue-
luche) .

MATERIAL E METODOS: Cepas de Bordetella pertussis
{137 e143), foram crescidas em meio de Cohen-Wheeler e
apbs um periodc de 72 horas, foi preparada uma suspen-
sao com Salina Tamponada com merxtiolate (1/5000), ajus-—
tada a 20 Unidades Opacimétricas/ml e distribuida em
frascos—ampola para liofilizagao.

RESULTADOS E CONCLUSOES: Testes em paralelo com Vacin
nas Padrdes Internacionais (OMS-Organizagao Mundial de
Salide e NIH - National Institute of Health), demonstra-
ram uniformidade dos resultados na avaliagdo estatisti-
ca {linearidade, paralelismo, Dose afetiva 50%) e con -
firmagdo de sua eficacia.
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EVOLUQAO DO GRANULOMA POS-VACINAL NOS LINFONODOS INDUZL
DO PELA VACINA B.C.G.-BRASIL (CEPA-MOREAU)ILUSTRADO st
;TOLOGICAMENTE. i

EE.N.Alves, R.C.Farias, F.H.A.Lima e Silva, G.R.G.Armda,
M.P.Velloso & E.Pereira. é

‘Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Controle
‘de Qualidade em Saltde, Setor de Microbiologia e Imuno-—
‘logia, Laboratbrios de COntrole de Vacina B.C.G. e de
‘Patologla.

. OBJETIVOS. No comec¢o do século Calmette a partir da
atenuacio do agente da tuberculose bovina, Mycobacterl
um bovis, desenvolveu a vacina B.C.G. A cepa primaria
de Calmette e Guerin através de varias passagens fol €0
frendo mutacdes, as gquais, deram origem a outras sub-ce
pas que possuen diferencas genéticas entre si. Uma des—
tas sub-cepas & a Moreau que foi introduzida no Brasil
em 1925 por Arlindo de Assis. Sabendo-se a capacidade
da cepa Moreau em induzir imunidade e hipersensibilida-
de celular e como os elementos presentes nestes djois fe
nomenos sdo os responsaveis pela formacao do granulonaﬁ
‘achamos oportunc fazer um estudo sobre a evolucac do |
granuloma pds~vacinal da vacina B.C.G.-Brasil. i
i MATERIAYL E METODOS: Foram utilizados 30 cobaias com
fpesos na faixa de 250 a 300g e foram inoculados com 50
.doses humanas da vacina B.C.G. intradérmica (dosagem u
tilizada no teste de Auséncia de Micobacteria virulen—
‘ta preconizado pela OMS), por via subcuta@nea na face 1in
terna da coxa direita. Os animais foram sacrificados em
.grupos de cinco na 12, 28, 38, 63, 98 e 182 semana. 08
‘mesmos foram necr0p51ados e os nodulos linfaticos e ba-
co pesados e posteriormente submetidos a exame histolo—
gico.

RESULTADOS E CONCLUSOES: Os resultados obtidos duran-—
te a microscopia nos levaram as seguintes conclusdes: 1
o pico da reacao granulomatosa ocorre na 32 semana; 2-
a partir da 62 semana observamos a regressac do granuld
ma, & gqual & total na 182 semana. N
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AVALIACAC CLINICA E LABORATORIAL (DIAGNGOSTICO) DA TUBER !
CULCSE EM CRIANCAS RESTIDENTES NA' BAIXADA FLUMINENSE (RJ).

J.V. Ferreira; L. de S. Fonseca e P.P. Gontijo Filho

Instituto de Pediatria e Puericultura Martagao Gesteira
e Departamento de Microbiologia Médica do Instituto de
Microbioclogia da UFRJ.

Foi investidada a etiologia tuberculosa em 17 crian
cas (4m. a 3 anos) com manifestacdes pulmonares, resi-
dentes na Baixada Fluminense, internadas no Hospital In
fantil de Nilépolis (PRONIL), através de métodos clini-
cos—~epidemiclegicos, radioldgicos e laboratoriais. Como
controle, foram estudadas 7 crianc¢as com pneumonia ines
pecifica. Obteve-se 52,8% (9/17) de positividade no diag
nosticeo eticlégico atraves de cultura de lavado gastri-
Co. No grupo cultura positiva, o contagio foi referido
em 4 pacientes (44,4%) e o PPD foi positivo {maior que
10mm} igualmente em 4 criancas.

Entre os nao reatores, a maioria (3/5) apresentou
quadro de terapéutica especifica. No grupo sem confirma
¢ao bacteriolégicce (8/17), o contagio foi referido  em
7(87,5%}) e o PPD foi positivo em 5 pacientes (62,5%),dos
guais em apenas 1 fol verificado a existéncia de cica-
triz vacinal de BCG. Em relagao ao diagndstico sorologl
cC através pesquisa de anticorpos IgG anti-PPD, 4 cri
ancas forneceram resultados positivos, em 2 dessas ©
élagnostlco etioldgico nao foi confirmado. Nao foi obser
vada relagao entre o PPD e a producac de anticorpos an
Li-PPD. O grupo controle nao apresentou sorologia posi—
tiva. Os autores discutem a dificuldade de utilizar os
criterios diagndsticos elaborados para as criangas de
palses desenvelvidos em relagao a realidade socio-econd
mica da regiao estudada.

Orgao Financiador: CNPg
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{ AVALIAGAO DE UM METODO RAPIDO (AGLUTINACAO COM PARTICU-
LA DE LATEX) NO DIAGNGSTICO DA TUBERCULOSE PULMONAR COM
E SEM DERRAME PLEURAL.

P.P. Gontijo Filho; N. D. dos Santos; L. Palhano Junior

Departamento de Microbiologia Médica, Instituto. de Mi-
crobiologia, UFRJ, Universidade Federal do Espirito San
tos.

Um teste simples de aglutinagdo de particulas de 13
tex para a detecgao de antigeno de Mycobacterium tuber-
culosis H37Rv, desenvolvido por Krambovits fol avaliado
em 26 pacientes com suspeita clinica de tuberculose e
5 controles com outras patologias respiratorias. O rea-
gente foi preparado pela sensibilizac¢ao passiva de par-
ticulas de latex com imunoglobulina purificada de coe-
lho obtida pela inoculagao de extrato de membrana cito-
plasmatica de M.tuberculosis nesses animais. Os resulta
dos com agqueles obtidos pelos métodos convenciocnais, bem|
com observagoes clinicas, histoldgicas e terapeuticas.O
antigeno foi encontrado no escarro, lavado e aspirado
bronguico de 15 pacientes, dos quais 4 foram negativos
na baciloscopia e cultura, mas em apenas um foi possi-
vel afastar uma etiologia tuberculosa. Em relacao aos
10 casos em que houve derrame pleural apenas um ligquido
pleural foi positivo no teste do latex, enguanto outro,
embora positivo na cultura nao mostrou evidéncia do an-
tigeno micobacteriano. 0s controles também forneceram
resultados negativos. Apesar do numero pequeno de doen-
tes analisados, em funcao da especificidade e sen51b111
dade encontrados,conclulmos que se trata de uma técnica
que pode ser util na investigacaoc da tuberculose, parti
cularmente em quadros extra-util na investigacao da tu-]
berculose, particularmente em quadros extra- pulmonaresj
onde o diagndstico etioldgico & muito dificil.

Orgao Financiador: CNPg
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O Mycobacterium tuberculosis EM MATERIAIS DE ORIGEM
EXTRAPULMONAR .

S.¥.M.Ueki, M.Palaci,M.C.Martins, D.N.Sato, T.Ichi-
kawa.

Instituto Adolfc TLutz — Lab. Central - S.P.

Com a finalidade de isolar e identificar micobac
térias, foram analisadas no setor de Miccbactérias

do Instituto Adolfo Lutz — S.P., no pericdo de ja -
neiro a dezembro de 1988, 416 amostras de pacientes
internadcs em vdrios hospitais de Sao Paulo, com

suspeita de tuberculose. Destas, 157 eram amostras

de pacientes do grupo de risco de AIDS/SIDA.

Os materiais foram submetidos 2 pesguisa direta de
BAAR e & cultura em meio de Lowenstein-Jensen, onde
observou-se crescimento de micobactérias em 47
(*_,29%) amostras. Entre estas, 20(12,73%) eram dos
pacientes do grupo de risco de AIDS. Todas as cepas
isoladas foram 1dent1flcadas como M,tuberculosis
guando submetidas as seguintes provas bloqu1m1ca5°~
produgao de nlac1na reducao de nitrato e produgao
de catalase a temperatura ambiente e inativagao a
68°c. O M.tuberculosis foi isolado nas seguintes a
mostras:—- 25{(53,19%) material de origem gangliocnar
(secrecido e fragmentc);: 15(31,9i%) material de ori-
gem pleural (derrame e fragmento): 03(6,38%) frag -
mento hepdtico; 02(4,26%) fragmento de pericdrdio
vascular: 01(2,13%) secregao de orofaringe e 01
(2,13%) liquido ascitico.

Através desta p051t1v1d de, evidencia-se a 1mportan
c1a da utilizagao do exame bacterioldgico no diag -
ndstico da tuberculose extrapulmonar.
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GASTROENTERITE EM SALVADOR
H. M. N. Guerreiro e M.G.S. Carvalho
Faculdade de Farmacia - Universidade Federal da Ba.
OBJETIVO : Investigar a ocorréncia de Escherichia coli

enteropatogénica (EPEC) e invasora (EIEC), Salmonella
sp, Shigella sp, Campylobacter sp e Yersinia enteroco-
Titica como agentes de gastroenterite.

MATERIAL E METODOS : No periodo de novembro de 1987 a
novembro de 1988 foram colhidas 125 amostras de fezes
diarreicas recem-emitidas ou conservadas em Meio de
Cary-Blair, sendo semeadas em : EMB Agar, 35 Agar,Cal-
do Selenito, Caldo tamponado para enriqguecimento z frio
e Agar Campylobacter {( Blaser).

RESULTADOS : dos 125 pacientes 88,8% eram criancgas,
das quails 71% menores de um ano de idade. A ocorren-
cla de patégenos bacteriandsdeu-se na seguinte ordem:
EPEC 56 (44,8%), Shigella (flexneri 6 e sonnei 2 ) 8
(6,4%), S. enteritidis 4 (3,2%), EIEC 3 (2,4%) e Cam-
pylobacter coli 1 (0,8%). Nao houve isolamento de Y.
enterocolitica.

CONCLUTBES : E. coli enteropatogenica continua sendo

0 mais importante agente de diarreia infantil na faixa
etaria de menores de um ano.

Ressaltamos o isolamento de Campylobacter coli que se-
gundo nosso conhecimento, de acordo. com levantamento
bibliogréfico realizado, & aparentemente o primeiro re
lato de 1solameﬁto desta bactéria como agente de gas-—
treoenterite no pals.
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RO ISOLAMENTO DE Campylobacter coli EM SAIVADOR,

H. M. N. Guerreiro e M. G. S. Carvalho
Faculdade de Farmacia - Universidade Federal da Bahia

OBJETIVO : Relatar o isclamento de uma amostra de C.
colli, asrobio estrito.

MATERIAL E METODOS : Fezes recém emitidas ou conserva-
das em Cary-Blair, foram semeadas em Campylobacter A-
gar (Blaser) e incubadas a 42 ¢C por 72 horas, em am-
biente de CO* ( técnica da lata com vela). Das placas
observadas diariamente era feita coloragac de Gram,
sempre que indicado. Como testes de identifica@éo u -
sou-se motilidade em campo escuro, sensibilidade & a-
. cido nalidixico e cefalotina, oxidase, catalase, cres-
cimento a 25, 35 e 42°C, produgac de H®S pelo papel

de acetato de chumbo e hidrélise do nipurato.

RESULTADO : De uma crianga do sexo masculino de onze
meses de idade, com diarréia hé‘ES dias foi isoclada
uma bactéria Gram negativa em forma de bastonetes en-
curvades, com colonias 1nic1almente puntiformes, nao
hemo11tlcas, mas que Ticaram umidas e espalhadas em
replques subsequentes. Apresentou motilidade em seta,
twblca de Campylobacter. Os resultados foram p051t1 -
vos para os Testes de catalase, oxidase, “edugao de
nitrato a nitrito e produgao de H®S. Nao alterou o
melo de T8I, cresceu a 25, 35 e 42 °C, foi resistente
a acido nalidixico e sensivel a cefalotina, a hidroli-
se do hipuratoc foil negativa.

CONCLUSOES : Os testes utilizados nac foram suficientes
para identificar a espécle de Campylobacter, dadas as

caracteristicas pouco usuals da bacteria. A amostra
fol enviada para o CDC por intermedio do Dgu V.R.
{ Dowell Jr. mendo identificada como Campylobacter cell.
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 PIEDRA BRANCA GENTTAL®

'M.C.A. Meireles, O. Fischman, Z.P. de Camargo, M.H.H. Forjaz,
§R.c. Candido.

Escola Paulista de Medicina, Departamento de Microbiologia, Imuno
logla‘e Parasitologia, Disciplina de Micologia, Sao Paulo, Brasil

Durante o pericdo de 12 meses foi estudada a prevaléncia de pie-
dra branca genital em individios do sexo masculino, escolhidos ao
acaso, na cidade de Sao Paulo. Os paclientes foram agrupados, se—
gundo suas faixas etérias, em 4 grupos: I — 103 criancas entre O
e 10 anos; II - 42 adolecentes entre 11 e 17 anos; III - 267 adul
tos jovens entre 18 e 25 anos; IV ~ 130 adultos, maiores de 25
canos. 0 material fol colhido pela técnica do gquadrado do tapete

' de MARIAT & TAPIA (1966), semeado por impressac, em placas de
Petri contendo agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol ( 0,04
mg/ml }, incubadas a 28°C durante 15 dias, com observagoes dia-
‘rias a partir do 42 dia. O resultade dos cultivos mostrou 23,%% g
( 130 isolados )} de positividade pare Trichosporon cutanewn. Fo-
ram coletados pelos escrotais de 110 desses pacientes dos quais
79,1% ( 187 ) revelaram nodilos piedricos. Piedra branca nao foi
identificada em pacientes menores de 11 anos. Adultos jovens fo—
ram os mals atingidos, representando 33,7% ( 90 ) dos 267 pacien
tes, do grupo examinado. A técnica de coleta de material pelo.—
guadrado de tapete deve ser empregada para o dianostico da piedra
branca.

* Parte da Tese de M.C.A. Meireles "Piedra Branca Genital: estudo
bioquimico e microbiologico de Trichosporon beigelii" para
obtengao do grau de Mestre — EPM 1981. Trabalho realizado com o
auxilio financeiro do CNPg e CAPES.
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TSOLAMENTO DE Rhodotoruls rubra &M PELOS HUMANOS, SI-|
MULANDO PIEDRA BRANCA |

M.F.C. PIRES; C.M. ASSIS; M. W. SZESZS; S.R.B.5.FUKINS
KAS; A. PURCHIO; C.R.P. GANDRA; M.C. GIUDICE

Instituto Adolfo Iutz (Segzo de Micologia)

Depto. Microbiologia do Instituto de Cieéncias Biomédi-
cas 4z Universidade de Sdo Paulo (Segdo de Micologia)

Rhodotorula rubra € considerada levedura oportunista
estando associada 2 uma variedade de processos patold-
gicos no homem. O presente trabalho relata, pela pri -
meira vez em nosso melo, o isolamento desse microorga-
nismo, como agente £tioldgico de infecgao de pelos hu
manos gue ao exame clinico simula Piedra Branca.

B importante ressaltar gque esta levedura ¢ observada
em exame direte, em microcopia eletronica de varredura
e € isolada repetidas vezes de pelos infectsados.
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DIAGNGSTICO LABORATORIAL DIii MICOSES SUPERFICIAIS NO TRIENIO 1985
a 1987.

R.A. Castellucci®; C.E. Levy*; C.M.L.Maffei**

* HC da PMRP - USP, ** Depto. de Microbiologia da FMRP-USP.

As micoses superficlais correspondem a uma das causas mais fre-:
quentes de procura ao dermatologista que se baseia para firmar o
diagnostico no aspecto clinico das lesdes e nos métodos laboratd-
riais.  Estes sao feitos pela pesquisa direta do agente etiologl |
co no material clinico submetido & clarificacao com KCH 3 203 &
no isolamento do fungo, obtido em meio de cultura comc o Agar -

Sabouraud-dextrose acrescido de cloranfenicol, a 259C. O resen—i
te trabalho visa avaliar a distribuicao das Micoses Superficials |

~diagnosticadas laboratorialmente no periodo de 3 anos (1985-1987).
Foram examinados 1659 materiais (escamas, cabelos e raspado de i
unha), sendo que destes 57,4% resultaram em exames negativos,34,9%
em dermatofitoses, 6,5% em Candidose, 1,1% em Pitiriase versico-
lor. A incidencia baixa deste Gltimo, possivelmente se deve a0,
diagnostico clinico firmado nos ambulatorios. Entre as Dermatofi
toses o diagnostico foi obtido em 46,3% através do exame micoldgl
co direto e isolamento do fungo, 43,3% apenas pelo exame micologi
-co direto e 10,3% apenas pelo isolamento do fungo. O dermatofito
mais isolado foi Trichophyton rubrum {07,06%), seguido pelo
Microsporum canis (14,3%) e lrichophyton mentagophytes (11,2%).
Discute-se a distribuigdo destes segundo localizacao das lesdes.
‘Obtivemos o isolamento em um caso de Tinea pedis de Microsporum
nanum. As espécies de Candida mais frequentemente isoladas foram
C.albicans, C.parapsilosis e C.tropicalls .

?Apoio técnico: funcionirias do laboratdrio Micologia do Hospital
é das Clinicas e estagiiria: Jaqueline Otero Silva.
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PROTEINASE COMO FATOR DE VIRULENCIA DE CANDIDA ALBICANS

M.T.SHIMIZU

Faculdade de Odontologia-Campus de Sao Jose dos Campos/UNESP

Pesquisou-se a producao de proteinase, em 17 amostras de

Candida albicans, com ¢ objetivo de se relacionar a presenga;
dessa enzima com a viruléncia para camundongos inoculados por%
via intravenosa. O métode utilizado para detecgao de proteina~§
se foi o descrito por RUCHEL e col. (1982) e o tamanho do halo.
(em Pz) foi medido pela técnica descrita por PRICE, M.F. e col.
(1982). De acordo com o tamanho do halo produzido, dividiu—se}
as amostras em 3 grupos: 1. amostras com Pz entre 0,70 e 0,90 ;o
2. amostras com Pz entre 0,25 e 0,29 e 3. amostras com Pz=1

(sem halo). Todas as amostras foram inoculadas enm camundongosz
por via intravenosa, numa dose de cerca de 1,4.106 células/ané'
mal e observados por até 60 dias. Amostras de Candida do pri -,
meiro grupo, que produzem pouca enzima, matam os animais em’
até 40 dias apos a inoculacao; amostras do segundo grupo, — que.
produzem bastante proteinase, matam os animais mais rapidamﬁnte;
e as amostras com Pz=1l, nao matam apenas parte dos animais ino—i
culados. Nao se pode concluir que a proteinase seja 0 unico fg%
tor de virulencia, pols encontramos amostras Com pouca produgéod
de proteinase que matam rapidamente os animais enguanto que
amostras com bastante producdo da enzima nao matam. Financ. p/
FAPESP 88/3591-6; FUNDUNESP 334/88.
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FOSFOLIPASE EM ESPECIES DE CANDIDA

M.T.SHIMIZU
Faculdade de Odontologia de Sao Josée dos Campos/UNESP

0 obgetxvo deste trabalho foi o de verificar a produgao de fosfo-
lipase, "in vitro", em leveduras do genero Candida. O método u-
tilizado foi o de PRICE e col. (1982). Utilizou—se 35 amostras
de Candida albicans, 12 de C.tropicalis, 10 de C.guillermondii, 8
de C.stellatoidea, § de C. para9511051s e 6 C. krusei. As amostras
foram isoladas de individuos normais e de pa31entes com candidose.
Os resultados obtidos foram os seguintes: 1007 das amostras de (.
albicans e C.parapsilosis produziram fosfolipase; 907 das amos -
tras de C.tropicalis e C.guillermondii; 677 das amostras de C.kru
sei e 45,6% das de C.stellatoides tambem produziram fosfolipase ..
Conclusoces: 1. Apesar de todas as amostras de C.albicans e C.para
psilosis e 907 das de C.tropicalis, tenham produzido fosfolipase
nao se pode afirmar ser essa enzima a responsavel pela viruleén -
cia, pols a porcentagem de amostras positivas das demais espécies
também foi elevada. 2. Nao se observou qualquer relacao entre a—
mostras isoladas de individuos normais e de pacientes com candido:
se e producio dessa enzima. 3. Nao se observou também, até o mo—
mento, relagao entre a presencga dessa enzima e patogenicidade pa-%
ra camundongos inoculados por via intravenosa. ‘
* Trabalho financiado pela FAPESP proc.88/3591-6 e FUNDUNESP proc.
334/88.
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INFLUENCEA DE MEIQS DE CULTIVO, SALINAS E SORC HUMANC NO DIMORFIS-
MO DE CANDIDA ALBICANS.

Sandra de Souza Schiller, Gisele Maria de Andrade e lonice fFelipe,

Departamento de Patologia Geral, Universidade Estadual de Londri-
na.

Tem sido sugerido que a habilidade da Candida albicans produzir
germe tubo no interior de células fagociticas possa estar relacio-
nado com os mecanismos de escape aos agentes microbicidas. Com o
objetivo de estudarmos os mecanismos de escape da {andida albicans,
achamos necessarioc encontrar um meio para © ensaio fagocitico que
por si s nao provocasse dimorfismo no referido fungo. Candida
albicans, crescidas em meio Sabouraud glicose por 24 horas a 259¢,
na concentracac de 106 feveduras/ml, forem colocados em diferentes
meios, a saber: RPMI nos pHs 5.0, 6.0, 7.0 e 8.0; PBS com 1 mM de
€aClz,PBS com CaCly e glicose nas concentragoes de 3,8 mM, 5.0 mM,
e 25 mM; Hank's e soro humano. Apds incubagzo a 37%Cpor 30 minu-
tos, 2 e 4 horas observou-se mudanca de forma, que variou de acor-
do com o meic. A maior porcentagem de germinagac foi obtida com o
soro humano 90,3% e RPMI pH 7.0, 89,1%, seguidos de Hank's 64% PBS

com CaCly e 3, 8 mM de glicose 55 1% apos L horas de incubagao. 0
meio de menor indice de germlnagao foi o PBS com Callz que apresen
tou somente 1% de germe tubo apos 4 horas de incubagao.

Apoio Financeiro: CNPg.
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‘Prevaléncia de sorotipos de C. albicans em diferentes materiais cli
;nicos ;
%BONI"ﬁCIO—SOUZA, E.M.; PAULA, C.R.; GAMBALE, W.; CORREA, B.; PUR

CHIO, A.

C. albicans pode ser dividida em dois sorotipos, A e B, ten
‘do como base as propriedades aglutinantes de anti-soros preparados
com vdrias amostras. A sorotipagem de C. albicans € uma técnica
prética e de fdcil execug8o, podendo servir como mais um dado  no
rastreamento epidemiocldgico destas infecgBes fingicas. Além dis
so, a literatura cita o sorotipo B como o mais refratdrio a cegi
tos antiflngicos, propiciando um maior indice de infeccBes recidi-
vantes. Quarenta e cinco amostras de C. albicans, iscladas de ca

sos de candidose, foram analisadas para se determinar os soroti-

| pos. Dezesseis amostras foram iscladas de escarro, 16 de  mucosa
: oral, 9 de fezes e quatro de unha. Na obtengdo de sorcs hiperimu-
- nes foi utilizada suspensdo celular de €. albicans sorotipo A, pa
ra a inoculagdo em coelhas, segundo esgquema de Hasendever &  MIt
cheil (1961) e protocolo elaborade pela Fundag@o de Ensino & Tec-
- nologia de Alfenas. 0 anti-soro ébtido fol absorvido com células
de €. albicans sorotipo B e fol utilizado nas provas de aglutina-
¢80 em 1&mina. Do total Ces amostras smalisadss 33 (73,3%) pertenciam
ao soratipo A e estavam assim distribuidas: no escarro, obteve-se
10 amostras A (62,5%) e 6 amostras B (37,5%); das secregdes de
mucosa‘oral, obteve-se 13 amostras A (81,2%) e 3 amostras B
(18,7%5; em fezes obteve-se 7 amostras A (77,7%) e 2 amostras B
(22,2%) e nos raspados de unha, 3 amostras pertenciam ao sorogru-
po A (75%) e 1 amostra ac sorotipo 3 (25%). A prevaléncia do soro
tipc A é concordante com os dados da literatura mundial e com 0s

escassos trabalhos naclionais realilzados.
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sensibilidade de Sorotipos A e B de Candida albicans a antifingi-
cos.

CURY, A.E.; BONIFACIO-SOUZA, E.M.; PAULA, C.R.; CORREA, B.; GAMBA -
LE, W.

Departamento de Microbiologia - Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de S3o Paulo.

Diferentes sorotipos de Candida albicans podem causar in
fecgBes em humanos. Estas tém sido tratadas,notadamente com deri-
vado polignicos e imidazdlicos, sem a execucdo prévia de antibio-
gramas, embora existam numerosos relatos sobre a ocorréncia de
cpés resistentes a estas drogas. Com base nestes conhecimentos

este trabalho fol objetivado a avaliar "in vitro® a sensibilidade.
de sorotipos A e b de C.albicans frente a anfotericina B, ao cetg.
conazol e ao miconazol.

Foram estudadas 31 amostras dessa espécie, incluindo 16
sorotipos A e 15 B, as quals foram submetidas a testes para deter
minagZc da CIM e da CFM das drogas em estudo, mediante a execuc8o
de técnicas descritas em trabalhos anteriores. A cgpa fol conside
rada resistente zo agente poliénico quando oS resultados foram
> 4,0 ug/ml e ao agente imidazélico quando foram 3 16,0 ug/ml.

Todas as cépas foram sensiveis & ag8o inibitéria da an -
fotericina B, mas 68,7% das sorotipo A e 73% das B foram resisten
tes 3 agfo fungicida deste antibidtico. Todas foram resistentes &
atividade antifingica dos derivados Imidazélicos.

Nas condigles estudadas, & sensibilidade de C.albicans
aos agentes svaliados fol independente do sorotipo desta levedy -
18.
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CANDIDA ALBICANS ISOLADAS DE PACIENTES AIDETICOS. SOROTIPAGEM, BIO

TIPAGEM E SUSCETIBILIDADE A ANTIBIOTICOS E QUIMIOTERAPICOS.

RICCI, T.A.; MORAES, R.; DE LEMOS, E.A.; MORO, M.; MELHEM, M.5.C.
angd MENDES-GIANNINI, M.J.S.

Departamento de Analises Clinicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéu-

ficas - UNESP, Araraguara.

Foram estudadas amostras de C.albicans iscladas de pacientes al
Gtioos ra vigénela de cardidifse diagnosticada clinicamente. Forem aplicados tes
tes bicquimices, de sorotipagem, bictipagem e sensibilidade "in vitro" a anfcterici
na B, nistatine e cetoconazol. Todos ce experimentos foram feitos em  doplicata.
Quanto acs sorotipos verificcu—se que 68,75% pertenciam ao scrotipo A e 31,25% &g
sorotipo B. Das ancstras analisadas,100% foram tolerantes ao pH 1.4: NeCl: assimi-
laram citrato e foram resistentes 3 safrenina 53% produziram proteinase, 34,74
foram resistentes 3 5 FC, 43,7% & &cido borico, 62,5% ao pericdato de s0dio; 50%
assimilarem uréia, 37,5% sorbose, 90,6% glicina e 100% foram indbides pelo TIC s
meic MacConkey. Foram encontradas mais frecuentemente 9 biotipos, predominends of
tipos 167, 357, 345 e 347, Entre estes predminou o scrotipo A e entre as oSpas 1e
sistentes a 5 FC, 72,7% eram sorotipo B. Verificarse que 1008 das levedwas forem
inibidas na concentragao de 6,25 wy/mt e Nistatina. Bmrelecss a0 Cetoconazolf
15,6% foram inibidos na concentragao de 50 uy/ml e 84,3% cresceram na  oonoentred
cao de 100 wy/mi, sendo que 70,3% pertenciam a0 sorctipo A e 29,7% a0 sorotipo B

CNPg e FUNDUNESP
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hLSLODla me capsulatum EM FPACTIENTES AITDETICOS: ESTH
Lo LABGH { RIAL.

M.F.C. PIRES; S.R

. PUKINGKAS;M.5.C. MELHEM; M.
W. SZESZS; M. C. GI

5.S.
UDICE

INSTITUTC ADCLFO LUTZ (begao de Micologia).

Histoplasma capsulatum fol isolado de trés dife -

rentes amcstras de material bioclogico proveniente!
de pacientes aideticos atendidos no Centro de Refe-

réncia e Treinamentoc da AIDS.

As amostras, secregéo de p&stula, liquido asciti~
co e biodpsia de ganglio axilar, foram semeados  em
dois diferentes melos de cultura :Agar e caldo
Saboudaud dextrose com 200 mg/l de cloranfenicol e
Agar e Caldo B.H.I, com 200 mg/l de cloranfenicol ,
mantidos a 25 e 3700, respectivamente, em estufa '
por 30 dias. Foram realizados exames direto "a fresg
co" e submetidos a coloragac de GRAM e GIEMSA.

Das treées amostras examinadas, em apenas uma (biég

sia de ganglio axilar) foram encontradas formas le

veduriformes, enguanto as outras duas (liquido as
citico e material de pustula) nada foi observado.

As culturespositivaram com até 30 dias apos a se-
meadura, onde observou-se uma colonia de aspecto co
tonoso, de cor creme gue ao exame direto apresenta-
va estalagmbésporos. Foi realizada, com exito, rever
sao das culturas para a fase leveduriforme.
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Cryptocococus neoformans ISCLADC DE DIFERENTES MATE-
FIATS BIOLOGICOS DE PACIENTES HIV - POSITIVO ESTU
DG LABCRATORIAL

M.F.C. PIRES; S.R.B.S. PUKINSKAS; M. W.SZESZS5; M.S.
C. MELHEM; M. L. SIMIONI

INSTITUTO ADOLFO LUTZ (secho de Micologia)

Cryptocgoccus nevformans pode ser pesguisado em vé
rics materiais biolégicos, sendo o liguor 0 de
maior freqiéncia, devido sua predilecgao pelo S.N.C.
A criptocccose pode ser adguirida pela inalagao do
fungo, provocando infecgéo pulmonar localizada ou
digseminagao a cutros Orgaos. No presente trabalho,
C. neoformans fcl isclade de escarro, sangue € con-
teudo de gﬁnglio cervical provenlentesde pacienties
aidéticos

Apés prepa?agéo foram realizados exames diretos "a

fresco" e corados pelos HMetodos de GRAM e GIEMSA !
dos materiais biologicos citados. No escarro verifi
cou-se a presencga de leveduras e no conteudo de gan
glic cervical nada foi observado.

O escarro foi semeado em Agar Sabouraud-dextrose,
Agar B.H.I. a crescido de 200 mg)l de cloranfenicol
e Agar Niger, incubados =a 370C. A hemocultura foi f
realizada no meio de Negroni, incubada a 370C e o
conteGdo de gangllo cervical fol semeado em meic so
lido e liquido de Sabouraud-dextrose e BHI, ambos a
dicionados de 200 mg/l de cloranfenicel, incubados'
a 25 a 37 C, respectivamente.

Apcs © isolamento, ag colonias foram identificadas,

segundc Kriger van Rij, 1984.

Fi66
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Determinacio das variedade de C. necformans através de tipificagfo
bioguimica. Estudo de amosiras isoladas em nossc meio*
CELINA, H. I70; CLAUDETE, R. PAULA; BENEDITO CORREA; WALDEREZ GAM
BALE & ADHEMAR PURCHIO - Depto.de Microbiologia/Instituto de
Ciéncias Biomédicas/USP.

Criptococose € causada por um basidiomiceto, €. neoformans,
F. neoformans, que apresenta duas variedades: C. neoformans var.
neoformans (sorogrupo A/D) e C. neoformans var. gattii (sorogrupc
B/C). A literatura cita diferengas morfoldgicas, sorolégicas, epi
demioldgicas, patoldgicas e metabdlicas entre essas variedades.Com
o 1ntuito de se conhecer a preval@ncla destas variedades, socrogru
pos, em nosso meic, tipificou-se bioguimicamente quarents e cin
co amostras 1soladas de casos de criptococose, e de paclentes n&o
aidéticos, através de seu comportamento nos melos seletivos
G.C.P. (glicina, cicloheximida e vermelho de fenol); A.G.B. (argi
nina, glicina e azul de bromotimol) e C.G.B. {canavanina, glicina
e azul de bromotimol) e através da utilizag8o da D-prolina, como
fonte de nitrogénio. Pela andlise geral dos resultados obtidos
concluiu-se que 26 amostras (57,77%) pertenciam ac sorogrupc A/D
(C. neoformans var. necformans); 17 amostras (37,77%) ao sorogru
po B/C (C. neoformans var. gatitii) e 2 amostras (4,44%) ndo fo
ram sorogrupadas pelos testes empregados. Os dados obtidos sao
concordantes com os da literatura mundial que assinala frequéncia
significante de C. neoformans var. gattii em regiGes tropicais e
subtropicais e em pacientes ndo aidéticos.

* Auxilio FAPESP
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INFECCOES FONGICAS SIMULTANEAS BM PACIENTE TRANSPLANTADO RENAL.

C.M.L.Maffei*; T.S.Mazzocato*; E.Simgo-Trad**: A.M.Uthida-Tanaka*=
L..M.Pagnano**; A.M.F.Roselino-Ribeiro**.

{Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP * Microbiologia
** Dermatologia.

A exemplo dos pacientes aidéticos, os transplantados renais em
SO permanente e necessario de drogas immossupressoras sio fre -
fiuentemente acometidos por infeccgdes oportunistas, na maioria das
Wezes de evolugido rdpida e mal progndstico. A imunodeficiéncia
celular aumenta a susceptibilidade a infec¢Oes fingicas, estas de
etiologia diversificada e quadro clinicos atipicos. O presente
trabalho relata um caso de paciente de 36 anos, masculino, branco
com alotransplante renal ha 6 anos e meio que apresentou simulta-
neamente lesoes hipocromicas com descamacao fina em tronco, lesao
itlcerada atingindo plano muscular em braco direito proximo a axi-
la e lesao vegetante na perna direita, sem comprometimento sisté-
mico. Foi realizado pesquisa de fungos em tais lesdes pelo exame
micologico direto, histopatoldgico e cudtura em Agar-Sabouraud -
Dextrose a 25°C. Da lesao hipocromica de tronco foi realizado a-
penas o exame micoldgico direto que revelou Malassezia furfur.

Da lesdo ulcerada de brago D foi observado no exame direto, leve-
dura capsulada; no histopatoldgico, leveduras coradas pelo mStodo
de Mucicarmin e pela cultura e inoculacdo intracerebral em camun-
dongo, identificado Cryptococcus neoformans. Da les3o vegetante
em perna D, fol observado no exame micologico direto e histopato-
Uogico, presenca de hifas septadas dematiaceas e na cultura, iso-
ado e identificado Aureobasidium pullulans. Discute-se a fre -
uencia da forma clinica de Criptococese, a associacdo de infec -
coes flingicas e a resposta ao tratamento terapeutico que ndo evi-
lenciou boa atua¢ao sobre o fungo dematiiceo.
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Métode fluorescente para o estude da visbilidade de Cryptoceccus |
necformans em amostras de liguor 1
8. CORREA; A. PURCHIO; C.R. PAULA; W. GAMBALE & N.O. CHACON=RECHE j
Depto. de Microbiologia do ICB/USP :

Padronizou-se o método de fluorescéncia (solucdo de diaceta
to de fluoresceina e bromeio de etidio) para andlise de viabilida-
de de células fingicas, em 40 amostras de liguor, provenientes de
casos comprovados de neurocriptococose. A utilizagdo de solugdo:
aguosa de saponina eliminou fluorescéneias interferentes emitidas)
por leucdcitos e hemdcias. Apds o processamento adequado das amos i
tras de 1iguor, foram retiradas aliquotas de 0,1 ml das suspen i
sBes obtidas e misturadas & volumes iguals da scolugdo DF-BE  pre é
parada pouco antes do usc. O tempo de contacto ideal entre as
células e os corantes foi de 30 minutos, resultando perfeita di

Eferenciagéo entre micrrorganismos vidveis (fluorescéncia verde )

e ndc vidveis (fluorescéneia vermelha).
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iMorfogénese de Sporsthrix schenckii “in vivo™ € win vitro® através
1do método de viabilidade pela fluorescéncia

i5. CORREA; W. GAMBALE; C.R. PAULA; S. PALAZZO

Depto.de Microbiologia do ICB/USP

t

A utilizagdo do método de fluorescéncia (solug8Bo de diaceta
to de fluoresceina-DF e brometo de etidic-BE) para o estudo da via
hilidade de alguns fungos em meios de cultivo e em materials cli |
nicos jé foi estabelecida apresentando-se a seguir os  resultados
obtidos no estudo da variagZo da fase miceliana & leveduriforme
win vivo" e "in vitro". Observou-se injetando suspens@o do  fungo
(fase filamentosa) em testiculos de ratos, a presenga de conidios
nos tecidos dos animais apds 48 horas de inocculagdo e, a partir|
desse periodo, houve conversiio dos conidios em estruturas arredon

dadas e ovaladas com brotamento Unico as quais deram origem as for

mas alongadas (naveta). Entretanto, estudos efetuados *in vitro” ,
utilizando meio de Mueller-Hinton modificado mostraram, inicialmen:
‘te, conidios ovalados que se convertiram, a partir de 24 horas, em

leveduras arredondadas e ovaladas que por brotamento Unico ou  por

multibrotamento originaram a forma em naveta. Por outro lado ,
{ obteve-se a formacdo de leveduras por brotamento direto da hifa
na sua parte terminal e através de estruturas semelhantes a clg

midoconideos precursores das formas alongadas {naveta).
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"DETERMINACAC DE INTERLEUCINA-] E FATCR DE NECROSE TUMORAL EM CULTURA
DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS INFECTADOS COM SPORCTHRIX
SCHENCKII".

CARLOS, I.Z.: *CARDOSO, D.B.S.; *ANGLUSTER, J.; *ALVIANO, C.S5. &
**SILVA, C.L.

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraguara-UNESP, *Instituto

de Microbiologia-UFRJ, **Faculdade de Medicina Ribeirdo Preto-USP.

Os mecanismos imunes envolvidos na prevengao e contrcole da es
porotricose nao sao completamente compreendidas, mas aparentemente
incluem ambas respostas humorale celular. As citocinas sao mediado-
res liberados por macrofagos ou mondcitos, essenciais na comunicagao
inter-celular em processos fisiclogicos e patofisioldgicos: desta
cando-se entre elas a interleucina-l (IL-1) e o fator de necrose tu
moral ou caguexina (TNF). A esporotricose foli induzida em camundon
gos Swiss, incculando-se 106 células leveduriformes de S.schenckii
por via intravenosa. Foram realizadas culturas de macrofagos peri-
toneais dos animais infectados durante um pericd de 10 semenas e de ani-
meis normais. As culturas foram estimiladas oa ndo oom lipopolissacaridio. A pre-
senca de IL-1 e BF foi pesquisada nos scorenadantes das culturas. A IL-1 fol ave-
liada,medindo-se a capacidade de indzir a proliferacio em culturas de timdcitos de
camrdonges isogénicos CH/M e J, através da incorporacio de timidina tritiada, e
o T°F pela propriedade que apresenta de lisar cBlulas turorais de camrdangos  ca
lirhagem 1929. (s resultados mostraram uma diminuigao na produgso destas 2 citoci-
ras antre a 42 e 68 semana Ge infeccio, podendo refletir uma depressdo na resposta
imre celular e consequente agravante da doenca, pois tarbém fol reste periodo que
coservou-se rRior taxa e mortalidade nos animais infectados com S.schenckii.

Financiad pela FAPESP e ONRg
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CROMOMICOSE E PARAUOLUIDIOIDOMICOSE: - DESCRIGAC DO PRI
MEIRQ CASO DE INFECCACT CONCOMITANTE DIAGNOSTICADO EM RIBEIRAO PRE

10 - SP.

CM.L.Maffei*; T.S.Mazzocato*; A.M.F.Roselino-Ribeiro, L. O.
Yoshikai**; E. Simdo- Trad**; P. M. Pagnano™”.

Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto - USP * Microbiologia
** Dermatologia.

. A dermatite verrucosa cromopara51tar1a (cromomicose) € uma in -

feccdo cronica de subcutaneo causada por fungos dematiaceos, sen-
do que no Brasil o predominio & de Fonsecaea pedrosoi, acometendo-
trabalhadores rurais de areas tropicais. Monteiro-Gei (comunica-
cao verbal, 1989} tem relatado associagao de tal processo com ou-
tros tipos de infecgao fimgicas em Costa Rica, mas a bibliografia
nacional € escassa a esse respeito. O presentﬁ trabalho visa por
tanto a presentar o 1° caso observado em Ribeirzo Preto de Cromomi~
cose e Paracoccidioidomicose {forma cutanea - pulmonar). Paciente,
sexo masculino, branco, procedente de Serrana (SP), com histdria
de lesoes verrucosa—vecetante em perna direita ha 9 anos. O
dlagnastlco etlologlco foi firmado laboratorialmente por exame mi
coldgico direto e cultura em Agar-Sabouraud-Dextrose a 25°C  que
ev1denc1ou Fonsecaea pedrosoi. Iniciou tratamento com iodeto  de
potassio e hidrazida com melhora. Ha 6 meses apresentou lesdo ul:
‘ cerada em face e posteriormente tosse, dispnéia e dor toracica.
Raio X torax revelou area de Condensagao pulmonar e a bidpsia da
lesao em face revelou Paracoccidioides brasiliensis pela colora -
gao com HE. Foram feitas culturas em Agar Sabouraud-Dextrose e.
meio de Fava Neto a 25°C e 37°C, com 1solamento de fungo dimbrfi-
co com caracteristicas macro e microscopica tlplca de P. ‘
brasiliensis. CIE para paracoccidioidomicose: TItulo 1/512. Foi
iniciado tratamento com ketoconazol com melhora clinica de ambas

infecges fumgica,no entanto o exame micoldgico das lesBes de Cro
momicose permanecem at€ o momento positivo .
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UTILIZAGAO DO EUCALIPTO {Eucalyptus sp) COMO METODO
SELETIVO PARA O ISQLAMENTC DE Fonsecaea pedrosol.

T.I.E,SVIDZTHSKI; R.FRESSATTI; FLHERRERL & T,C.R.M, de
OLIVEIRA.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA.
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS.

A cromomicose e uma infecgao fungica tendo como a-

. gente mais comum Fonsecaea pedrosol. Acomete tecidoes

subcutaneos e cutaneos, apresenta evolugao cronica e
progressiva, incidinde principalmente em trabalhadores

rd
~da area rural. Localiza-se mals frequentemente nas

extremidades (membros inferiores e superiores )} inca -
pacitando estes individuos para o trabalho. No diag-
nostico laborateorial, além da pesquisa direta do agen-
te, € indicada a cultura e posterior identificagao do
fungo. Esta porém é dificultada pelo fato das lesdes
apresentarem-se frequentemente nulti-infectadas com

imicrorganismo de associagao, estes normalmente crescem
~rapidamente inviabilizando o desenvolvimento do refe-

rido agente que em mnelos convencionals e de crescimen-
to lento. O presente trabalho propae o estudo do com—

‘portamentc de alguns destes contaminantes ( Candida sp
' Staphylococcus aureus e Aspergillus sp ) associados a.

cepas de F. pedrosoi quando cultivados em casca de eu—
calipto e incubada a 252C. $S. aureus e Candida sp nao
apresentaram crescimento, Aspergillus sp cresceu dis-'
cretamente sem formar colonias delimitadas enguanto |
que F. Qedrosoi desenvolveu de forma caracteristica.
Em fungao da dificuldade de desenvolvimento dos conta-— |
minantes, perfeito desenvolvimento de F. pedrosoi em;
casca de eucalipto, conclui~se que materilais com sus~§
peita de cromomiccse devem ser pesquisados através da!
metodologia convencional e paralelamente em cultiveo na!

casca de eucalipto para malor seguranga de dlagnost1c01

|
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ESTUDO DA ESPECIFICIDADE DOS EXO-ANTIGENOS PRODUZIDOGS
A PARTIR DE ALGUNS FUNGOS.

IT.I.E.S5VIDZINSKI, R.FRESSATTI, T.G.V.SILVEIRA, S.M.A.
ARISTIDES & F.HERRERO.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA.
DEPARTAMENTO DE ANALISES crLiurcas.

O objetivo deste trabalho foi verificar a especifi-
cidade dos exo- antlgenos obtidos de Paracoccidioides
brasiliensis , Histoplasma capsulatunm , Spordthrix
schenckii , Fonsecaea pedr0501 e Aspergillus sp. A
partir de cada solugao antigénica imunizou-se coelhos
obtendo desta forma respectivos antisoros s com os
quais realizou-se reagao de Imunodifusac Radial de
Mancini. Cada soro fol incorporado a gelose em pla-
cas individuais, apods solidificagao foram feitos ori-
ficios que receberam cada um dos cinco antigenos puros
e diluidos 1:2 , 1:4 e 1:8. Depois de serem incuba-
dos a 352C por 48 horas, mostraram nitidos halos de
precipitacao apenas os orificios onde coincidia o
respectivo antigeno, em todos os demails orifticios
nenhuma reacao pode ser observada. Os resultados a-
cima comprovam a especificidade dos exo—antigenosg




353
F175

OBTEN@AO E DhTERMINAgAO QUIMICA PARC 1Al DE ANTIGENOS
DE CELULAS LEVEDURIFORMES DE PARACOCL}QiOIDEL
BRASILIENSIS

M.A. RESENDE, M.L.SCROFERNEKER, T.F. BARROS, J.S.HAM-
DAN, J.R.,P. MARTINS, R.S. SOARES, A. STEIGLISH-SOTO ’
M. AMPERSSAM & C. FAVA NETTO

Dept? de Microbiologia do Iastituto de Ciencias Biold-
gicas da UFMG e Dept9 de Microbiologia do Instituto de
Biociencias da UFRGS

Foram obtidos antfgenos lisados e metabolicos de
celulas leveduriformes de 5 amostras de Paracoccidioi-~
des brasiliensis. Os antigenos lisados foram prepara -
dos segundo tecnica de Lacaz et alii (1967) enquanto
que os metabdolicos foram obtidos apos cultivo do fungo
em meio liquido a 309C, durante 4 semanas. Adicionou-
se mertiolate a 1:5000 e 3 cultura foi filtrada em pa-
pel Whatman. O filtrado obtido foi dializado contra
agua destilada e concentrado cerca de 100 vezes por
pervaporagao ventilatdria. Apos a liofilizagao dos an~-
tigenos os 13ipides foram extraidos com cloroformio-me~
tanol e purificados com KCl. Foram entao determinados
©s valores de lipides totais, fosfolipides {(tecnica
de Chen, Toribara & Werner, 1956), esterois totais (Mo

ore & Bauman, 1952), proteinas (Lowry et alii, 1951)

¢ carboidratos pelo metodo de antrora (Morris, 1948),
Os antigenos lisados apresentaram sempre teores mais
elevados de todas as subst@ncias dosadas. Nos antige-
nos metabolicos a concentracao de lipides totais vari-
ou de 466 a 266 mg/ml enquanto que o teor de proteinas
ficou entre 235 a 170 mg/mL. Os carboidratos sao com-
POstos basicamente de hexoses em todos os antigenos e
as concentracoes dessas substancias oscilaram entre
320 a 245 mg/mL nos antigenos metabodlicos.
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ANALISE IMUNOQUIMICA DE ANTIGENO POLISSACARIDED DE PARANICCIDFROIDES

BRASTIIENSIS.

MENDES-GIANNINT, #1.J.S.; TOSCANO, E.; DEL NEGRO, G.B.; GARCIA,N.
o, LIRID, V.A., & ASSIS, C.M.

Faculdade de Ciéncias Farmaceuticas-UNESP, 14800 ~ Araraquara;
LIM-53-HC; Faculdade de Midicina-USP; Instituto Med.Trop. Sao

Paulo; Instituto Adolfo Lutz.

Antigeno polissacaridico tem sido utilizado em intradermo-
reacoes e no teste de fixacac do complementc. Neste trabalho,es
te antigenoc foi avaliadc por SIS-PAGE e imumoblot. Nove diferen-

tes cepas de P.brasiliensis foram individualmente cultivadas a

352 C por 20 dias em meio de proteose-peptona e o antigeno pre-
parado de acordo com a técnica de Fava Netto. Apds o fracicna-
mento dos antigenos fol cbservado um total de 15 bandas variando
de 90 a 16 KD nos extratos das cepas 265,339, SN e 113. Antige-
nos de 48 e 32 K estavam presentes em todas as cepas, exceto no
extrato Adel e 192. Banda de 110 e 86 KD foi observado em alguns
extratos quando os géis foram corados por PAS. O padrao geral de
imunoblot do extratce SN mostrou 1 a 5 bandas reativas com peso mgQ
lecular variando de 16 a 86 KD, Anticorpos para os componentes de
30 e 86 XKD estavam presentes na mailoria dos soros de pacientes.
Assim parece ser relevante a fragao de 86 KD por aparecer em to-
dos os extratcs e ser uma glicoproteina reconhecida pela maioria

Aas s0ros.

Wiy - LIM - HC
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ISOLAMENTO F CARACTERTZACAC DA GLICOPROTEINA b 3 « NO SORO DE

PACIENTES COM PARACOCCIDIOIDOMICOSE

MENDES-GIAMNINT, M.J.S5.; SHIKANAI-YASUDA, M.A.. FERREIRA, AW. &
MASDTR, AL

Faculdade de Ciencias Farmaceuticas-UNESP, Araraquara; Hospital

das Clinicas da FMSP; Tnstituto Med. Tropical Sao Paulo.

A glicoproteina de 43 K, presente em filtrados de cultura de

P.brasiliensis € reconhecida por todos os soros de pacientes tan-

to da fase aguda {juvenil) ou cronica (adulta) e a queda no titu-
lo deste anticorpo correlaciona-se com melhora ~linica. Fol esty
dada a presenca deste antigeno no soro de pacientes para verificar
se € liberada do fungo em doenga ativa. O antigeno foi isclado do
soro de pacientes por cromatografia de afinidade empregandc soro
de coelho anti fragao 43 K. Os ehmtos foram avaliados por  SDS-
PAGE e imunoblot. Com gel corado pela prata, verificou-se a pre-
senca de 5 bandas incluindo o antigeno de 43 K. O imuncblct desta
preparagao mostrou gue esta fragao foi reconhecida especificamen-
te quando se utilizou sorc de coelho anti fragac 43 K ou soro de
pacientes. Este antigenc estava presente no sorc de pacientes cli
nicamente ativos tanto com a forma aguda (juvenil) ou cronica (a-
dulta). Depois de 10 meses de tratamento, o antigeno fol ainda
detectadc, sendo negativo em soros de paclentes com 2 anos de tra
tamento, ou em pacientes considerados curados e em SOrosS nNOrmais.
A presenga da proteina de 43 K nestes pacientes pode ser um 1mpor

tante fator na modulacao da resposta imune de pacientes.

CNPg - FINEP - LIM - HC
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STUDY OF THE ACTIVITY OF HUMAN EFFECTOR CELLS ON THE
IN VITRO GROWTH QF P.BRASILIENSIS

Sugizaki, M.F.; Peragoli, M.T.S5.; Mendes, R.P.; Mar-—
ques, S.A.; Iwasso, M.T.R.

Instituto de Biociencias e Faculdade de Medicina, Bo
tucatu, UNESP, Sao Paulo

The ability of blood non-adherent mononuclear cell
{effector cells) in limiting the in witro growth of
Paracoccidioides brasiliensis was 1investigated in 8
patients with paracoccidioidomycosis and 30 healthy
volunteers selected according to their positive or
negative skin reaction to paracoccidioidin. After
incubation with or without effector cells for 18 h
at 379C, the wviability of P.brasiliensis was determined
by production of germ tubes in a slide culture after
incubation at 259C, for 48 h. This technique Thas the
advantage of being easy to perform and 1is accomplished
in less time than that required for the colony-forming
unit method. Healthy positive paracoccidioidin reactors

presented the same levels of P. brasiliensis growth
inhibition as those of negative skin testing individuals
suggesting that the effect Is not dependent on

previous sensitization. On the other hand the growth =
inhibiting ability of effector rells from paracoccidioidomycosis
patients was significantly lower than that of controls.
Based on these findings, one may speculate that effector
cells may play a role in limiting the growth of
P.brasiliensis in vivo, and that their reduced activity

may facilitate the development of the disease.
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EPIDEMICILOGIA DA PARACOCCIDIOQIDOMICOSE *
. &
M.H.H. Forjaz, O. Fischman, M.C.A. Meireles, R.C. Candido, T.M.J.
Silva, M.T.F. Carvalho.

'
t

Escola Paulista de Medicina, Departamento de Microbiologia, Immo !
logia e Parasitologia, Disciplina de Micologia, Sao Paulo, Brasil

O tragado do perfil migratorio residencial —-profissional de
130 pacientes com Paracoccidioidomicose, diagnosticados em Sao
Paulo (Brasil), de 1984 a 1988, permitiu a demarcagéo de 14 "re—
servareas' brasileiras nas regioces Norte -2; Nordeste ~3; Sudeste-
-9, com clima predominantemente tropical.

A maior parte dos pacientes (80,8%) tinha exercido atividades
rurais, enquanto somente 18,5% deles trabalhavam em lavoura na 1
epoca de manifestagao dos sintomas. Tabagiame e etilismo foram fa
tores importantes no desencadeamento ou na recidiva da micose.

0 dlagnostlco foi realizado por exame mlcr‘oscoplco de escarro,
apos dlgestao € enriquecimento com KOH + tinta Parker, permanente
2:1. Materiais de lesao tegumentar e b10p31a foram examinados. A
END3) quantltatlva revelou ser excelente tecnica para acanpanhamnen—
to clinico.

* Parte da Tese de M.H.H. Forjaz "Estudo da Epldemlologla da Para
coccidioidomicose. Rastreamento de areas endémicas e de "reser—
vareas" no Brasil, atraves do tragado do perfil migratomo—rem
dencz_aluprofissmnal de pacientes diagnosticados em Sac Paulo"
para obtengao do gran de Doutor em Microbiologia e Imunoclogia
1989. Trabalho realizado, em parte, com o auxilio financeiro do
CNPq e FINEP.
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TESTES INTRADERMICOS COM HEMILEIA VASTATRIX EM ASMATICOS.
Gambale, W.*;PASQUALY JR., E.*¥%;CROCE,J.#*¥*¥*; PAULA, C.R.*;
Correa, B.* & SOUZA, E.M.* - X*ICBUSP- **Medico alergista,RP,SP.
*XXFMUSP .

Hemileia vastatrix, fungo da subdivisao

Basidiomycotina, ordem Uredinales (ferrugens) e parasita ecologica-

mente obrigatorio inexistindo sem seu hospedeiro. No Brasil, parasi

ta extensivamente folhas de Coffea arabica (cafe) sendo importante

do ponto de vista economico. Por esgsa razao, estudos tem sido con-
- - . - - -
hu21dos visando seu controle e conhecimento especifico. A nivel mun

dial, varios trabalhos tem tentado relacionar representantes de Ba-

'sidiomycotina com alergias respiratorias, mas nada se sabe a respei

to de Hemileia vastatrix. Baseado nessa premissa, preparou-se aler—

geno desse fungo, por extragao a 5% com liquido de COCA e submeteu—
se, em estudo preliminar, 36 individuos com asma bronquica, oriun—
dos de zona cafeeira (Ribeirao Preto, SP) a testes intradermicos.
Desses individuos, 13 {(36Z) tiveram rea§§0 positiva, sendo que 10
mostraram intensidade de reagao 1+ ou 2+, e 3 fortemente positivos,

3+ ou 4+. Esses resultados preliminares indicam que Hemilela vasta-

itrix pode estar relacionado com casos de asma bronquica em zonas

cafeeiras e que pesquisas devem ser realizadas nesse sentido.
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Microbiota fiingica em alimentos envolvidos com quadro de leucoence!
falomaldcia equina (LEME), ocorrcidas nd ano de 1983 _
M.C.A. MCIRELES'; B. CORREA'; A. PURCHID'; 0. FISCHMAN?; W. GAMBA
LE' & C.R. PAULA

1~ Depio.de Microbiologia deo Instituto de Ciénclas Biomédicas-USP;
| 2_ Escola Paulista de Medicd

Foi snslisade e microbicta fUngica de alimentos (milho
integro. milho moide, milho moido com palhs e sabugo, milho mi§5

furadn com sorge e avela), consumidos pov equideos moTios em oo

5]

sequdncia de cinca (5) surtos de Leucoencefalomaldcia equina (LR
Moy no ano de 1988, nos estados do Rio Grande do Sul e Minas 2

! i

P
o3}
-

s. Os animais vitimados por essa micotoxicose apresentavam ma
niTgstagles a nivel de SNC com degeneragies na substéncla branca
de um ou amhos os hemisférios cerearals consequénc5a dez necrose
liguefativa. Os resultados das andlises microieldgicas mostraram
uma populacda fangicz constituids, principalmente, nor Fusarium
moniliforme, presente em 1007 das amostras anslisadas, seguidodos
géneros Rhizopus sp (65,0%), Aspergillus sp (55,5%) e Peniciliium
sp {44,4%). Os mesmos resultados, quando consideradss em teImos |
de UFC, demonst a am que o F. moniliforme Toi c fungo mals preve-;
lente (6,32 x 1% UFC), seguido de Penicillium sp (4,7 x 10" UFC}é
e Aspergillus sp (7,5 x 203 UFC). ‘
Estudos micotoxicolégicos das amostras de alimentos en-
volvidas com o surto e produgdo ®in vitro” de micotoxinas pcr F.

moniliforme, encontram-se em andameni .

Nuilio FOPESP
% fuxilio CAPFES
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Candida Albicans Sorotipcs A e B) em linhagens celula-
res estabelecidas ge rim de coelho. AlteragOes celula

res e morfologia fungica.

CLAUDETE R. PAULA; MARIA JOSE 0. ANGELO; EDSON M. BONE
FACIO-SOQUZA; VIVIANE F. BOTOSSO; BENEDITO CORREA ;!
WALDEREZ GAMBALE - Dept? de Microbigclogias - Instituto
de Ciéncias Biomédicas/USP.

£ulturas celulares tem se mostrado adeguadas ao estudo
dos mecanismos de viruléncia de fungos e das alteracgdes
morfologzcas celulares produzidas pelos mesmos. Suspen
sBes padrdes de C. afbicans A e B e células de rim de
coelho foram cultivadas em meio de Eagle com soro fetal
bov1no, examinadas apds periodos varidveis de 1nCUbagao
e coloragdo com H.E. As culturas incubadas com O S0ro
tipo A apresentaram grande nimero de sincicios, revelan
do o fungo, apds 72 hs, pouca afinidade pelo caorante,:
pseudomicélios bem desenvolvidos e, as vezes, halc
claro, lembrando cdpsula. Com relagdc ao sorotipo B
observou se maior ndmero de sincicios e morfologia se
melhante ao sorotipo A. Discute-se a possivel penetrxdo
dos sorotipos A e B nas células apds 48 hs e 72-96 hs,
respectivamente. !
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Eticlogia e fregllencia da mastite caprina no Estado
do Rio de Janeiro.

M.V. Castro, C.H. Langenegger e J. Langenegger

EMBRAPA, Unidade de Pesguisa em Saude Animal, Rio de

| Janeiro.

23.851 SEROPEDICA, RJ. Tel.: 782-1109.

A medida que se intesifica a caprinocultura de leite
na regiao Sudeste do Brasil, surgem também os problemas decor
rentes da mastite, tanto pelc lado econdmico reduzinde a pro-
dugao e depreciando a gqualidade do leite, guando pelo aspecto
de sadde piblica pois germes patogenicos e substancias antimi
crobianas nocivas podem ser veiculadas pelo leite mastitico.

Em 7 capris localizados nos arredores da cidade do
Rio de Janeiro e na regiac serrana, no municipioc de Petrdpo-
lis, foram examinadas 231 cabras em lactacao, observando os
seguintes procedimentos: a) inspecao e palpacao das glandulas
mamarias; b) teste do CMT (Califormia Mastitis Test) ao pé da
cabra e teste do AMP (Aulendorf Mastitis Probe) em lzborato-
rio; ¢) colheita o mais assepticamente possivel de amostra de
leite de cada metade do ubere; d) plaqueamento, apos enrique-
cimento no proprio leite, em agar sangue; e) iscolamento e
identificacao dos agentes etioldgico. Foram reconhecidas 46
{9,97) mastites eclinicas e 221 (47,97) metades de tbere com
mastites subclinicas diagnosticadas pelo CMT. O exame bac -
teriologico permitiu o isolamento, em 225 (48,4%) metades de
ubere, dos seguintes agentes etiologicos e nos percentuais:
Staphylococcus aureus 12,0%; Staphylococcus epidermidis 30, 67%:
outros Staphylococcus sp. coagulase negativa 39,4%; Strepto-
coccus sp. 3,87; Pseudomonas sp. 9,87, Actinomyces pycgenes
2,2%; Corynebacterium bovis 1,6%; Pasteurella multocida 0,5%.

Tanto o CMT no campo quanto o AMP realizado a nivel
de laboratorio revelaram-se uteis como indicadores da situa-
cao da mastite nos capris. A alta prevaléncia de infecgoes
por Staphylococcus sp coagulase negativa devera merecer aten-
cao especial no prosseguimento da presente pesquisa,




A82
G2
Staphylocosous @uraus. TOTUDCS PRELIMINARES SOBRRE PORTADORES

HOMANO E ANIMAL
M.L.C. e ARGIC: G. GARD & J.L. ANDRIOLT
Faculdade e Ciéncias Agririas e Veterinarias de Jaboticabal-UNESP:

Foram utilizados no presente trabalho, 24 animais bovinos, féreas.
sparenterente sadias em fase de lactagao e dois individucs respog:?
siveis pelo manejo destes animais, BAs amostras de origem  animal
foram cbtidas de dois niches diferentes (Fossas nasais e Ubere)bem
como as iscladas dos manipuladores {macs ¢ wnhas). 0 isolamento
foi realizado em Sgar Mi (3gar hipercloretado gema de ovo)  proce
dendo-se a sequir as provas de patogenicidade (plasmacoagulase ei
Nase) carportamento frente a antibidticos de uso coryente e faggi
tipagem com 0s conjuntos Bisicos Intemacicnais para amostras d‘e
origens humana e bovina. Os individuos analisados apxesentaram
100% de colonizac® por S.auweus nas macs e unhas.Para OS animais,
cerca de 58% apresentavam-se colonizados no Ubere. Resultados,fren
te ao antibiograma mostrou elevada resisténcia & Penicilina e Es
‘treptomicina. O fagotipo mais frequente para amostras humanas e
‘bovinas fol o 42E/102/107, pertencente aocs conjuntos humano e bovi

7

‘no.
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TTTULO: FAMNTIPAGEM DE Stanhylggggggﬁ aureus, [SOLADO DO LETTE DE

VACAS COM MASTTTE.

AUTORES: M A, OUETROZ DE TREITAS & H.MANALMARS

INSTITUTCAD: PESACRO-RIN - LARORATIRIO DE RIOLOGTA ANIMAL

O Btavhvlococcus aureus € um dos mais frecuentes causado
res de mastite em vacas leiteiras com uma incidéncia muito elevada
em nosso meioc, devido ac uso indiscriminado de antibacteriancs no
tratamento. A colonizacao do estafilococo no ubere bovino deve-
ria sunostamente ser de origem bovina, entretanto facos de oriuvem
humana sao suscentiveis as cevas bovinas. 0O objetive foi verifi
car 0s nrincinais facvotines de S.aureus isolados do leite de vacas
com mastite suhciinica. nermitindo identificar a fonte de infeccaco,
fator immortante no eauacionamento de medidas profilaticas. A r;i
naven faoica fol efetuada em 112 cenas de S.aureus isoladas do lei
te de vacas oriundo de 50 rebanhos leiteiros. Na faootinacem foram
utilizadas os coniuntos basicos internacionais de oricem humana e
bovina. Das cenas testadas. 7 nao reaciram aos fagos desses coniun
tos. Do coniunto humano. 20,7% foram lisadas melo faco 81 ¢ 10.7%
nelo faco 54. Do coniunto bovino, 18,75% foram lisados nelos fagos
102/197 e 25.89% nelos fawos 102/107/117. O fano 42E. comum  aos
dois conjuntos 1isou 39,28% das cepas. As cepas de S.aureus a-
rresentaram uma alta variabilidade cuanto aos fagotinos  encontra
dos, senslveis a um elevado nitmero de fagos com relacio aos conjun
tos humanos e bovino.
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TITULO: PESAUISA DE ENTEROTOXINA EM CEPAS DE Staphylococcus
aureus I[SOLADAS DE VACAS COM MASTITE.

AUTORES: M.A. OUEIROZ DE FREITASE H. MAGALHAES

INSTITUTCAQ: PESAGRO-RI0 - LABORATORIC DE BIOLOGIA ANIMAL

A prevaléncia da mastite subclinica foi de 48%, através da.

reacdo leucocitdria pela nrova do 'California Mastitis Test" em.

2317 vacas em lactacao de 86 produtores estratificados entre as

linhas de leite aque abastecem duas cooverativas agropecuarias de

uma bacia leiteira no Estado do Rio de Janeiro. Do total de 2725,

lactoculturas, nrovenientes de 692 vacas. 1026 (37,65%) apresen

taram exame bacterioldgico positivo. O Staphylococcus aureus fol

o agente mais encontrado, sendo isolado de 229 {41,94%) amostras

. de leite em todos os rebanhos trabalhados. A possibilidade de

contaminacdo de nrodutos de origem lactea, por estafilococos e

' sua enterotoxina induziu a vescuisa da mesma em algumas amostras.

desse agente. Fm 93 cepas de S.aureus analisadas apenas uma nrodgé

ziu enterotoxina biotipo A, considerada a de maior ocorréncia nas.

. intoxicacdes alimentares, sendo encontrada em 75% dos  surtos.

Mesmo tendo sido baixo o nimero de cepas enterotoxigenicas, acre
dita-se gque sejam necessarios cuidados com o rebanho leiteiro,
evitando-se misturar o leite de fémas infectadas aos de animais
sadios. Tal procedimento constitui uma ameaga & saide humana, uma
vez que o S.aureus & evidenciado em Indice elevado na maioria dos
rebanhos.
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%TITULO: MENINGOENCEFALITES BACTERTANAS EM BEZERROS

AUTORES: J. ANDRADE DOS SANTOS; M.A. (OUEIROZ DE FREITAS; H.
MAGALHAES; M.I. MUNIZ MEDEIROS; C.H.CAMPELLO COSTA &
E.WALLY VOLLO.

INSTITUICAO: PESAGRO-RIO - LABORATORIO DE BIOLOGIA ANTMAL

A mortalidade de bezerros por salmonelose e colibacilose

éem duas bacias leiteiras do Estado do Rio de Janeiro num periodo:

gde dez anos (643 animais necronsiados) foi de 15,55%{159 casos) e

8,24% (53 casos), respectivamente. Os surtos de salmonelose e co

libacilose manifestaram-se por distdrbios pneumoentéricos e septi .

cemicos, atingindo principalmente bezerros mos nrimeiros 30 dias

de vida. Desses animais foram observados nrocessos inflamat§§
rios do sistema nervoso central, causados mor Salmonella sp.§
(2,51%) e E.coli (1.88%). Os animais apresentavam sintomatolo

gia nervosa antes da morte. Fragmentos de diferentes Orgaos e cé

rebro foram processados por exames bacterioldgicos e histopatolo-

gicos. A S.dublin foi isolada de 3 animais com meningoencefall
te e a S.typhimurium de outro animal com meningite. A meningite
tambem foi evidenciada em um animal do qual se isolou E.coli, so
rotino 0119. Os autores, com base em estudos bacterioscopicos,
culturais, bioquimicos, sorologicos e histopatoldgicos, diagnosti
caram, em bovinos, leptomeningite e meningoencefalite, acreditan
do ser um dos primeiros trabalhos registrados na literatura a com

provar as lesces nervosas € o isolamento das bactérias.
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ESTUDO PE ELEMENTOS GENETICOS EXTRACROMOSSOMICOS DE ESCHERICHIA

COLI AMOSTRA Al4 ISOLADA DE BEZERRO ZEBU COM DIARREIA

F.A.ﬁvilal; R.P.Schocken—lturrinol; R.Lallerz; J.L.Quintanal; P.E.
G.Albertinil

1-Dept? de Microbiologia da FCAVJ-UNESP Campus" de Jaboticabal |,
Brasil; 2-GREMIP-Faculté de Médecine Vetérinaire, Université de

Montréal, Québec, J257C6, Canada

Uma amostra de Escherichia coli, denominada Al4, isclada de  be;

zerro zebu com diarréia mostrou habilidade para aglutinar heméciasg
de carneiro, cavalo e suino, quando submetida ao Teste de hemagﬁgé
tinacao manose resistente NAMR. A amostra mostrou resultados neggg
tives quando testada pela aglutinacao e imunof luorescencia com an

tisoro F5, F4l e F165. A produgao do antigeno fimbrial Al4, medida%

pelo teste HAMR foi mais alta no meio CYE, a 37°C, que no meio de!
Minca. Nao ocorreu hemaglutinacao quando a amostra fol cultivada a
16°C. O teste para a presenca de plasmidio pela eietroforose em
gel de agarose deu resultado negativo. A expressac da hemaglutini
na pela E.coli amostra Al4 pareceu sex controlada por um mecanismo
diferente do observado com ©S antigenos F5 e F165. Estudos

;estgo agora sendo realizados para determimar se a fimbria Al4 e um

importante fator de viruléncia de E.coli isolada de zebu com diar

raia,
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CURA PLASMIDIAL DE Escherichiz coli AVIARIA

U.D.S.Covissi}; G.$.C.T.C.Limal& M.C.Vidotto®

E. coli normalmente & encontrada fazendo par.
te da flora normal intestinal, contudo essas pactérias
podem mostrar-se virulentas causando um grande namero
de casos de gastroenterite, bacteremia, infecgéo do .
trato urinario e meningite neonatal em humanos,septi-
cemia e morte em aves. A viruléncia destas bactérias 7
frequentemente esta relacionada com a presenga de fato
res mediados por plasmldlos.

Em amostras de E.colil patogenlcas responsé—
veis por colibacilose aviaria da regiao de Londrina-PR:
verificou-se a presenga de plasmldlos de alto pesc mo-.
lecular, sendo gue e€ssas cepas apresentam resistencia :
a clorafenicol, tetraciclina, estreptomicina, ampicili:
na e sulfadiazina, produgéo de colicina V e aerobactid§
na (VIDOTTO, 1988 — Tese de Doutorado). Com o objetivo |
de eliminar estes plasmidios para verificar se a viru-
lencia e plasmddial, as amostras foram submetidas a0
tratamento de cura com alaranjado de acridina, dodecil
sulfato de sodic (SDS) e brometo de etidio. Em seguida
as amostras foram testadas para resisténcia a antibio—
ticos, produgac de colicina e aercobactina, patogenici-
dade em pintos de 1 dia e caracterizagao plasmidial a-
traves de eletroforese em gel de agarose para relacio-
nar a susencia de suas caracteristicas com a perda
plasmidial., Dos 3 reagentes utilizados, obteve-se a''cu
ra' apenas dom SDS, sendo que 1 amostra teve cura par-
cial, mas sem perder a viruléncia e outra perdeu 05
2 plasmldﬁos e todas as caracteristicas com excecaoc da
pxodugao de aercbactina, faltando ainda checar sua vi-
ruléncia,,

1- Estagiario do Depto.de Pat.Geral
o2_ Docente de Microbiologia - Depto Pat.Geral/UEL-PR.

Ao I0 b ONPo  BTAGSD.
o v Y Y e

E3



368
G8

FAGOCITOSE DE ESCHERICHIA £0L1I AVIARIAS INVASIVAS.

(ristina Pacheco, Marilda Carlos Vidotto e lonice Felipe

Departamento de Patologia Geral, Universidade Estadual de Londri-
na.

Em trabalho anterior demonstramos crescimento de E. coll UL
14 e 17 no interior de macrofagos estimulados por tioglicolato. No
presente trabalho, procuramos investigar quais o0s mecanismos de es
cape aos agentes microbicidas estariam sendo utilizados por estas
cepas. Os macrofagos foram obtidos da cavidade peritoneal de camun
dorngos suigos estimulados por tioglicolado se colocados para aderi
rem em laminulas de vidro por | hora a 37°. As cepas UEL ik e UEL
17 portadores de plasmidios e produtores de colicina V e aerobacti
na, ambos resistentes ao complemento e a tetraciclina, foram cu?ti
vadas em LB e ressuspensas em RPMI tamponado com Hepes pH 7.0 ra
concentracao de 167/ml. Como controle foi utilizado cepa 711 F e
UEL 14 fixada em glutaraideido. O ensaic fagocitico foi de 30 mi-
nutos e todas as iaminulas foram muito bem lavadas para remocao
das nao interiorizadas e algumas amostras foram reinoculadas por 2
e 6 horas em RPMI. Tanto as amostras coradas em Giensa como as co-
radas em alaranjado de acridina mostraram intensa proliferagao de
E. coli UEL 14 e 17 no interior de macrofagos apds 6 horas de incu
ba¢ao. Nas amostras controles o n? de E. ¢coli permaneceu constan~
te. Comparando-se as curvas de crescimento de UEL 14 e 17 em LBl
pH 4.0 e 7.0 nota-se que sao semelhantes, o que nao ocorre com ai
cepa 7117F que nao cresce no pH 4.0. Sugeramos que pelo fato des-
tas cepas resistirem ao pH acido, elas possam sobreviver no Iinte-
rior de fago-lisosoma. Apds 8 horas de incubacao em LB pH 4.0 ocor
re variac3o de pH para 6.0, Como as enzimas lisosomais atuam num
pH Stimo de 3.5 a 4.0, no pH 6.0 estariam inativas, sendo este umi

possivel mecanismo de escape. |

Apoio Financeiro: CNPq.
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| nologia, Inst. Biclogia/UNICAMP,

OES SOBRE A Escherichia coli ENTEROTOXIGENICA (ETEC)
QUIDEOS (PRIMATES, CALTTRICHIDAE).

INVESTICAG
EM CALITRT

N % N . - .
Alexandro €. T. Carvalho, Eduardec 0. Clsalplno*, Antonio F. Pesg-
tana de Castro™ , Marlene B. Serafim**, Leogenes H. Pereira™ ¥,

s . 1 s . % . . TRk .
Departamentos de Microbiologia e Parasitologia s Instituto
de Ciencias Bioldgicas/UFMG. Departamento de Microbiologia e Tmy

Durante um periodo de cinco anos pesquisamos sistemati
camente os possiveis patogenos intestinais que pederiam acometer
0s saguis das espacies Callithrix peniciliata e C. geoffroyi s
criades em cativeiro, com ou sem diarreia. Nestes animais isola-
mos amostras de E. coli associados ou ndo a alguns enteropatdge—
nos, tals como Campylobacter jejuni, Salmonella sp e rotavirus .
Foram iscladas um total de 115 amostras de E.coli de 28 sagﬁis .
Nestas foi pesquisada a capacidade de produzir enterotoxinas LT
{teste da imuno hemdliise passiva) e STa (teste do camundonge re-
cem~nascido}. As amcstras 40T, 0149 e K12 foram adotadas como
controle de gqualidade positivos e negativos, respectivamente., Em
nenhuma das azmostras de E. colil foi possivel detectar as toxinas
LT ou Sta. Em criancas com diarréia aguda & sabido a associagao
de ETEC com outros enteropatdgenos intestinais. Em primatas do
Velho Mundo com diarreia, foi relatado o isolamento de E. coli
(EPEC) dos sorogrupos (g3 e 0131. Como os primatas calitriqui -
deos (sagllis) sao utilizados frequentemente na investigacao bio-
médica, e estando sujeitos as infecgbes intestinais, & importan-
te esclarecer sua eventual susceptibilidade a ETEC. Nao tendo si
do até o momento descrita a infecgao por ETEC em saguis no Bra -i
sil, faz-se necessarioc a continuacao dos experimentos em curso e
tentar-se a infecgao com cepas sabidamente enterotoxigenicas de
origem humana e animal.

Apoio Financeiro FINEP, CNPq, CPq-UFMG e FAPESP.
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; tomagos de humanos, o Campylobacter pylori, seja o agente etlolo

ULTRAESTRUTURA DE UM MICRORGANISMO ESPIRALADO DA MUCOSA GASTRICA
DE SUINOS.

$.B. Moura, E.N. Mendes, D.M.M. Queiroz, G.A. Rocha, V.H.R. Lei-
te, M.E.F. Fonseca.

Laboratdoric de Pesquisa em Bacteriologia/F.M,~UFMG, Centro de Mi|
croscopia Eletronica/F.M.-UFMG e Setor de Microscopia Eletrdnical
I.M.-UFRJ.

Miecrorganismos espiralados tem sido encontrados na mucosa gas—
trica de diversos animais. Em alguns deles (gato, cachorro, maca
co), essas bacterias parecem produzir alteracoes patologicas. Enl
tretanto, ha fortes evidencias de que ¢ espiralado isolado de es

gico da gastrite do antro e um fator essencial do desencadeamen—
to de ulcera péptica. Neste trabalho sao relatados detalhes ul -

traestruturais de um microrganismo espiralado enconirado na muco
sa gastrlca de suinos que apresentavan gastrite antral. Um conhe
cimento mais detalhado do microrganismo pode formecer subsidios
para uma melhor compreenszo da gastrite humana causada pelo T. PY

lori. Alem disto, come outros microrganismos esplralados, dlstlm
tos do C. pylori, podem ser observados na mucosa gastrica de hu—
manos com gastrite (DENT et al. Lancet, 1987, 2:96) e como este
sao morfologicamente semelhantes aos de suinos, € razoavel dedu-
zir que suinos possam ser fontes de infeccao para humanos. A mi-
croscopia eletronica, o microrganismo apresenta 3 a 8 espiriaig
por célula e parede de gram negativo composta de duas camadas
eletronicamente densas separadas por ocutra camada menos densa .
0 citoplasma contém granulos pequenos e irregulares, NURETOS0S
ribossomos e granulos maiores formados por um corpusculo excen -
trico e eletronicamente densc e um halo claro. Proximo 3 regiao
polar, nos locais de insercao dos flagelos, o citoplasma apreser]
ta uma area menos densa, relativamente livre de ribossomos, Foi
ainda observado, nas extremidades da bactéria a presenca de 3 4
4 flagelos embainhados.
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Surto de brucelose causado por Brucella canis

J. Langenegger, C.H. Langenegger e L.C. Porfirio

EMBRAPA, Unidade de Pesquisa em Saide Animal, Rio del
Janeiro - 23,851 SEROPEDICA, RJ.
Tel.: 782.1109.

Resumo: A brucelose foi diagnosticada em 7 de 14 cles de canil
do Rio de Janeiro. Clinicamente a doenca manifestou-se por abor
tos, sinals de falsa gestacao, esterilidade e histologicamente
por placentite necrética purulenta com inémeras coldnias bacter
rianas no epitélio corionico.

Brucella canis fol isolada de um fetc abortado no terco |
final da gestacao e do sangue de duas cadelas. Do fetoe foram se
meados, em agar de soja triptica-sangue, o conteido estomacal e
o triturade do figado e dos pulmoes. Dos cads foil colhido san ~
gue com anticoagulante ETDA e feitas semeaduras diretas em agar
de soja triptica-sangue e apos enriquecimento em caldo de soja
triptica. Apés 4 dias de incubac3o a 370 C em estufa bacteriold
gica convencional, cresceram coldnias formadas por coco-bastone
tes cujas caracteristicas morfoldgicas, tintoriais e bioquimi -
cas se identificaram com as de Brucella canis.

Na falta de culturas de referéncia de Brucella canis fo
ram preparados antigenos com as culturas isoladas para a  soro
aglutinacdo e imumodifusdo dupla segundo as técnicas de Widal e
Ouchterlony. O antigeno para a soro-aglutinacao constou de sus
pensao bacteriana aquecida e ajustada a concentracao do tubo 2
da escala de McFarland. Para a prova de imunodifusao foi utili
zada o sobrenadante da suspensao bacteriana em igua destilada
1:5 e aquecida por 20 a 120° C.

A soro-aglutinacao dos 14 cies revelou reacdes positi -
vas nas diluicoes de 1:320 a 1:2560 em 6 animais e na imunodifu
sfo reagiram 7. Em 6 animais os resultados coincidiram.
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INFECGAQ EXPERIMENTAL EM FRANGOS, COM LARVAS DE MOSCAS

DESENVOLVIDAS EM CARCACA DE AVES COM BOTULISMO
| :
'R.P.Schocken-Iturrino; F.A.Avila; A.Nader F?; A.Berchieri Ji; A.C.

Paulillo; S.C.P., Berchielli

iDepartamento de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias Campus de Jaboticabal - UNESP

Objetivou-se pesquisar se larvas de moscas que se desenvolvem nas
carcacas de aves com botulismo sao capazes, quando ingeridas por
frangos de corte, de provocar o botulismo. Quatro grupos com 12
frangos cada, foram submetidos aos seguintes tratamentos: Grupo I @
ingestao de larvas de moscas desenvolvidas em carcagas de frangos
sadios e sacrificados; Grupo II: ingestao de layvas  desenvolvidas
em carcacgas de frangos mortos pelo botulismo; Grupo Iil: inoculacaoc
de 3 ml de toxina botulimica, do tipo C, via oral; Grupo IV: aves
controle recebendo alimentacao normal a mesma agua e ragao forneci
Fa ds outras aves, ApOs os tratamentos ao aparecimento de sintomas
laracteristicos de botulismo, retirava-se sangue para detecgao  de
toxina botulinica. Apds a morte eram realizadas necropsias e retira
dos figado, os contelido de inglivio, moela e do intestino para de
tecgao de toxina bd?ulinica e do C.botulinum, segundo a metodologia
de Smith (1977).- .Os resultados demonstraram que frangos que*'ingg
rem larvas de moscas contaminadas com toxina botulinica contraem a

loenca. As larvas nao sZo afetadas pela toxina botulinica.

%Projeto financiade pelo CNPq.
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EFEITO PRO-INFLAMATORIO DO VIRUS DA FEBRE AFTOSA(VFA)E MODULAGAO
IMUNE DO PROCESSO NO MODELO DE PLEURISIA EM COBATAS

H.J.Montassier; G.H.Bechara; M.F.S.Montassier; A.A.Pinto.

Departamento de Microbiologia da Faculdade de Ciencias Agrarias e

Veterindrias Campus de Jaboticabal - UNESP

No presente trabalho, 3 grupos de cobaias, um deles virgem de
imunidade e os outros 2 imunizados com vacina oleosa e hidroxi- sa
poninada contra o subtipo O1 do VFA foram submetidos ao ensaio de
pleurisia, usando-se como agentes indutores o VFA Ol obtido de car
caga de camundongos lactentes infectados e, como controle, o mesmo
material oriundo de camundongos normais. O exsudato pleural foi co
lhido com 24 e 48 horas apds a indugao, tendo-se avaliado o nimero
total e diferencial de leucdcitos, bem como foram estimados, dos
grupos vacinados, o titulo de anticorpos soronmeutralizantes. 0 pro
cesso inflamatdrio desenvolvido com 24 horas nao revelou diferen
cas significantes entre os grupos ensaiados, exceto um aumento dos
mononucleares bos animajs virgens de imunidade e nos imunizadoscom
vacina oleosa estimulados pelo VFA; no 19 caso em relagao aos dema
is grupos e, no 29 caso, somente em relacdo ao seu contreole. No in
tervalo de 48 horas todos os parametros analisados continuaram ma
is elevados nos animais sem imunidade, que receberam VFA, enquanto
que nos grupos vacinados houve redugao da reagao inflamatdria indyl
zida pelo virus, Ademais, a vacina oleosa estimulou um titulo mai|
or de anticorpos, embora essa variavel parece nao ter interferidg

na resposta inflamatdria induzida pelo VFA.




376
G186

SENSIBILIDADE "IN VITRO" DE AMOSTRAS DE Mycoplasma E Acholeplasma%
DE ORIGEM BOVINA TESTADAS FRENTE A 30 DROGAS ANTIBACTERIANAS. .

M.H.T. LIBERAL
E. BOUGHTON

Laboratorio de Bioclogia Animal (LBA) - PESAGRO-RIO - Alameda Sao
Boaventura, 770 — 24.123 - Niteroi-RJ - Brasil
Central Veterinary Laboratory (CVL) - Ministry of Agriculture,

Fisheries and Food - New Haw Weybridge — KT15 3NB Surrey - England

Testes de sensibilidade a antibidticos foram realizados "in vi
tro™ em 10 amostras de Mycoplasma e em 8 amostras de Acholeplasma,
isolados de material bovino, utilizando-se discos impregnados com
prados no comercio. Gentamicina, eritromicina e cloranfeniceol se .
mostraram efetivos contra os dois generos de Mycoplasmatales. To-
das as amostras de Mycoplasma foram resistentes a2 rifampicina, en-~
lquanto todas as amostras de Acholeplasma foram sensiveis. Por ou
trc lado, todas as amostras de Acholeplasma foram resistentes a
sisomicina, enquanto 107 das amostras de Mycoplasma foram sensi-
veis. Nenhuma das drogas antibacterianas que agem como inibidores
da sintese da parede celular foi ativa contra os dois generos de
Mycoplasmatales estudados. Os resultados obtidos foram utilizados
para a confeccao de um perfil de sensibilidade dos organismos tes-—
tados, visando a uma melhor escolha terapeutica para casos diagnos

ticados como infeccao por Mycoplasmatales.
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PADRORIZACAO DE UM TESTE ELISA {Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)g
PARA SORODIAGNGSTICO DE INFECCOES CAUSADAS POR Mycoplasma bovis.

M.H.T. LIBERAL
E. BOUGHTON

Laboratoric de Bioleogia Animal (LBA) - PESAGRO~RIO - Alameda 8ao
Boaventura, 770 - 24.123 -~ Niterci-RJ - Brasil.
Central Veterinary Laboratory (CVL)~- Ministry of Agriculture,

Fisheries and Food - New Haw Weybridge - KT15 3NB Surrey — England.

Em um teste ELISA indireto, desenvolvido para o sorodiagnosti-
co de infeccoes causadas por M. bovis fol avaliada a utilidade do
uso de albumina bovina (BSA) como agente bloquea&ox’dE'reagées inegg
pecificas. Dois tipos de microplacas {fabricadas de cloreto de pgi
1ivinil e de poliestireno) também foram testados para serem usados
como carreadores das reacoes imunoldgicas. O antigeno de M. bovis
foi preparado na sua forma integral (apenas lavado) e como antige
no sonicado para ser aderido a microplaca. Os resultados indicaram
que o uso de BSA nac melhorou a sensitividade ou especificidade do
teste; que o antigeno sonicado de M. bovis apresentou  resultados
mais satisfatorios, e que microplacas fabricadas com cloreto de
polivinil se apresentaram superiores em relacao aquelas fabricadas
de poliestireno mo que se refere & quantidade de ant{geno, anticor
pos e conjugado necessarios para a realizacao da prova imunoenzima

tica.
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_DIAGNGSTICO LABORATORIAL DE INFECCGES POR Hycoplasma bovis UTILE
{ ZANDO-SE O TESTE ELISA (Enzime-linked Immunosorbent Assay).

M.E.T. LIBERAL
E. BOUGEION

lraboratério de Biologia Animal (LBA) - PESAGRO-RIO - Alameda Sio
:gﬁoaventura, 770 - 24.123 - Niterdi-RJ - Brasil.

.; Central Veterinary Laboratb;y {CVL) - Ministry of Agricultrure,
gEFiSheries and ¥Food - New Haw Weybridge ~ KT15 3NB Surrey - England,

Um total de 546 amcstras‘de sore bovino fol coletado (de ani-
'émais vivos e de matadourocs) e as amostras foram testadas para pre
'%senga de anticorpos contra Mycoplasma bovis, utilizando-se o teste
ELIEA indireto. Amostras positivas foram detectadas tanto em ani-
jmais jovens como em adultos, comprovando a‘existéncia no Brasil de
rebanhos bovinos acoméiiaqs de enfermidades causadazs por HM.bovis.
1A interpretagac visual das reacdes obsef#a&as no teste ELISA foi
comparada com & 1eituraréspéctzofotométrica obtida num leitor de
~ |resultados ELISA acoplgdo,a um computador. Visualmente, 33,3 % dos
resultadcs foram interpreﬁados como pbsitivos, comparados com 37,567
usando o espectrofotﬁmetgé, A corfelagéq_entre os dois metodos de
leitura foi muito boa quando anaiisada estatisticamenta(xz = 7,123
~ Ip>0,05). Cutros parametros foram ;oﬁsidezadqs e analisadds & a
jutilizacdo da leitura visuél pafs o teste ELISA foi discutida para
'.se; introduzida em paises e Iaborékérios que ainda nﬁo'diQPSem de

jequipamentos modernos e sofisticados.
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ESPECIFICIDADE DE UM TESTE ELISA INDIRETO PARA HycoplasmabovisUI{
LIZANDO-SE SOROS POSITIVOS PARA OUTRAS ESPECIES DE Mycoplasma.

M.H.T. LIBERAL
E. BOUGHTON

Laboratorio de Biologia Animal (LBA) - PESAGRO-RIO - Alameda Sao
Boaventura, 770 - 24.123 - Niteroi-RJ — Brasi].

Central Veterinary Laboratory {CVL) - Ministry of Agriculture,
Fisheries and Food - New Haw Weybridge — KT15 3NB Surrey -~ England.

A especificidade de um teste ELISA indireto para sorodiagnosti
co de infecgoes por Mycoplasma bovis foi testada para reacoes cru
zadas com outras especies do microorganismo, utilizando-se soro de
bovinos naturalmente infectados por outros Hycoplasna testados pe
lo Teste da Fixacao de Complemento, e soro de 92 animais sabidamen
te positivos para Mycoplasma californicum e Mycoplasma bovis. Os
resultados do ELISA provaram que nao ha reacao cruzada entre as es
pécles de Mycoplasma estudadas por este teste, e em todos o8 casos
onde o resultado de ELISA foil de densidade ética (DO) superior a
0,600, um tftulo de 1/10 a 1/160 foi detectado pelo teste da Fixa
cao de Complemento. Quando o soro positivo para M. bovis foi testa
do em microplacas aderidas com antigeno de M. californicem, 85,7
foram negativos e 14,3% foram inconclusivos pelo ELISA. Quando sc
ros positivos para M. californicum foram testados em microplacas
aderidas com antigeno de M. bowis, 45,57 foram negativos e 54,5 ¢
foram inconclusivos pelo ELISA. Em nenhuma amostra de soro foi ob
i8ervade resultado positivo, tanto para M. bovis como para K.
californicum, utilizando-se o teste ELISA.

— e s e it
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ASPECTOS TECNICOS OBSERVADOS EM TESTE ELISA INDIRETO PARA  DIAGNGS-
TICO DE INFECCOES CAUSADAS POR Mycoplasma bovis.

M.H.T. LIBERAL
E. BOUGHTON

| Laboratorio de Biologia Animal (LBA) - PESAGRO-RIO - Alameda Sao

Boaventura, 770 - 24.123 - Niteroi-RJ ~ Brasil.
Central Veterinary Laboratory (CVL)—~ Ministry of Agriculture,
Fisheries and Food - New Haw Weybridge ~ KT1l5 3NB Surrey - England

_ Trés parametros principais foram analisados em um teste ELISA
indireto desenvolvido para o diagndstico de infecgoes causadas por
iﬁycoplasna bovis: 1) reprodutibilidade dos resultados; 2) tempo 1i
_mite para a leitura dos resultados; e 3) armazenagem de micropla-
cas contendo o antigeno ja aderido a elas. Os resultados indicaram
que a variacao em termos de demsidade otica (D0O), observada nos
mesmos s0ros bovinos testados em dilas diferentes (variagio entre~
~testes) ou em microplacas diferentes (variacao intra-testes), fol
muito pequena quando analisada pelo coeficiente de varlacao e des-
vioc padrao encontrados. Um atraso de até 15 minutos na leitura das
reacoes enzimiticas desencadeadas durante o ELISA, apos a coloca-
cdo do acido terminador, nac alterou a classificacao dos resulta~
dos obtideos comc positivos ou negativos, permitindo que um mailor]
numero de amostras seja testadc por vez. Dentre as formas testadas
para armazenagem das microplacas ja cobertas pelo antigeno, ficou
provado que a mals efetiva e aqnela em que & dileicao orima do an
tigeno € distribuida pela microplaca, sendo essa entao selada e co
locada a 4°C até a época de sua utilizacao. Resultados satisfatd

rios foram obtidos até 8 meses apos & Bua DPTEPATACAs.
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DERMATOFITOS EM GATOS SEM LESOES CLINICAS APARENTES- Moritani,M.
M¥; Gambale,W¥*;Larsson,C.E.*;Correa,B.**;Paula,C.R.**% Barbosa,
A.T.*% — #*Fac.Med.Vet.e Zoot.USP- ** Inst.C.Biomedicas USP.
- Do ponto de vista epidemiologico, os animais
domesticos assumem importante papel na transmissao das dermatofi—L

toses ao homem. Nesse sentido novos rumos surgiram a partir de

- pesquisas demonstrando que esses animais domesticos podem ser pqgé
. tadores de dermatofitos sem apresentarem sinais clinicos de infggg
: cao. Dentre esses animais, o gato apresenta particular interesse :
é pelo fato de ter habitos domiciliares, possibilitando seu comtac—
; to mais intimo com o homem. Baseado nesses aspectos relevantes,

i selecionou~se gatos sem lesoes na pele e pelos e pela tecnica de
; Mariat & Adan—Campos, procedeu-se ao isolamento de dermatofitos.

i Paralelamente avaliou-se a possibilidade de utilizacao de exame

% clinico com luz de Wood para detectar-se esses portadores saos.

' Ate o momento, 36% dos gatos examinados foram portadores de Mi-

. crosporum canis e 29% de M. gypseum. O exame clinico com luz de

Wood foi negativo em 1007 dos animais examinados. Esses dados su-—
gerem, a exemple dos obtidos por outros autores, que o gato tem

um papel de destaque como reservatorio de dermatofitos, principal
mente de M. canis, responsavel por Tinea em criangas em nosso

meio,

~ Auxilio FAPESP Proc. 88/3994-3
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AVALIACAO MICROBIOLOGICA DE CAUDAS DE LAGOSTAS BENEFI

CIADAS POR DIFERENTES INDUSTRIAS NO ESTADO DO CEARA
T. FEITOS5A, N. A. N. MACHADO e M. E. L. VASCONCELLOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA ;
DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS-CENTRO DE CIEN |
CIAS AGRARIAS-LABORATORIO DE MICROBICLOGIA

Foram adquiridas caudas de lagostas congeladas em se-
te diferentes industrias beneficiadoras nc Estado do
Ceara, totalizando 202 amostras,no periocdo de um ano
{julho/86-agosto/87).

As amostras eram trazidas ao laboratorio em caixas
isotermicas e submetidas a analises bacteriologicas
apos descongelamento,

Os testes bacbeﬁlo1oclcoq constaram de COﬁLagm de
bacter"as mescfilas e determlnagao do Numero Mais
Provavel (NMP) de bactéerias do grupe coliforme fe-
cal. A metodologia aplicada foi a recomendada pelo
ICMSF (1985)

Os resultados obtidos mostraram gue em rel agqe =3 cog
tagem de bactérias mesof11as, 12% das amo
rigem B, 16% de origem D, 14% de origem F
origem G, apresentaram contagem acima do =
mitide pela DINAL (1987), enguanto gue em rel
NMP de coliformes fecais somente 1,7% & 0,3% de amos
tras de origem B e D, respectivamente, ultra apassaram
o padac microbioldgico fixado.




STAPHYLOCOCCUS AUREUS E COLIFORMES FECAIS NO QUEL
JO DE COALHO DO ESTADO DO CEARA

T. FEITOSA, N. A, N. MACHADO e M. E. L. VASCONCELLOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTO-CENTRC DE CIEN
CIAS AGRARIAS-LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Foram examinadas bacteriologicamente 21 amostras de
gueljo coalho procedentes de trés municipios do Es
tado do Ceara.

As amostras foram obtidas nc local de processamento

e submetidas a analises microbiolégicas nos periodos
de zero, 7, 14, 21, 28, 80 e 90 dias. As primeiras a
nalises foram realizadas no periodo maximo de seis

noras apos a obtencao das amostras, sendo as demails |
armazenadas 2 temperatura ambiente e analisadas pos-— .
teriormente.

As analises bacteriolégicas revelaram niveis elevados
de microrganismos indicadores de condigoes higienico-
sanitério,sugerindo providéncias de ordem teonolégice
e estudos para ¢ estabelecimento de padroes regulameri
tares.

No que diz respeitc a presenga de 3, aureus, o0s resul
tados evidenciaram que apenas as amostras da regiao |
A apresentaram contagens acima do nivel maximo per-
mitido pela DINAL (10°/g).




OCORRENCIA DE BOLORES E LEVEDURAS E DE BACTERIAS DO
GRUPO COLIFORME FECAIS EM BISCOITO SALGADC DO TIPO
"CREAM CRACKER".

N. A. N. MACHADO, T. FEITOSA, M. E. L. VASCONCELLOS
e J. C, GASPAR JUNIOR.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS-CENTRO DE
CIENCIAS AGRARIAS-LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DE
ALIMENTOS

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a quali
dade mlcroblologlca de blSCOltos salgados do tipo
""Cream Cracker", com relacao a presenga de bolores e
leveduras e de bacterlas do grupo coliformes fecais.
Ametodologia usada foli a recomendada pelo ICMSF (1985)]%
i

Foram analisadas 51 amostras de biscoitos salgados de
quatro marcas (A, B, C, D), sendo 15 (29,4%) de A,
17 (33,3%) de B, 11 (21,6%) de C e 8 (15,7%) de D.

Somente em relacac a marca B , todas as amostras ana-
lisadas estiveram dentro dos limites de padoes micro
biologicos estabelecidos pela DINAL (31987), tanto pa
ra bolores e leveduras quanto para coliformes fecais,
ainda que a maioria das amostras das marcas A, C e D
também estivessem nesses limites. Uma (1,96%) unica
amostra das:%1- analisadas,de marca C, ultrapassou o
maximo permitido para coliformes fecais {maximo de
1/g), enquanto que seis (11,8%) amostras, sendo uma
(1,96%) de marca A e cinco (9,8%) de marca D, supera
ram os limites maximos permitidos para bolores e leve
duras (maximo de 10°/g).




FERMENTACEC ALCOOLICA DE BETERRABA ACUCAREIRA POR 7. MO-
BILIS cpd B S. CEREVISIAE 1Z 1504. '

M.C. DIEZ JEREZ E I. MACIEL DE MANCILHA.
DEPTC. DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS - UFV -~ VICOSA - MG.

Considerando a necessidade de estudar outros microrganis
mos além das leveduras, assim como outras fontes de ma-
térias primas além da cana-de-agucar, para a producdo de
etanol, o presente trabalho consistiu em realizar um es—
tudo comparatlvo entre a levedura S. cerevdisiae ¥IZ 1904
e a bactéria 7. mobifis CP4, utilizando suco de beterra-
ba agucareira {Befa vuﬂaa&&a i..} como fonte de sacarose.
Ctimizou—-se © melo de fermentagao gquanto a adigao de d1~
ferentes fontes de N e P, presenca ou auséncia de rontq
de magnésic (MgSO4x7H20) e/ou extrato de levedura. o=
rudou—-se também o efeito da variacidc da concentracdo de
extrato de levedura e o usc de pantotenato de calcio co-
mo seu possivel substituto. Os resultados foram compara
dos com aque1es obtidos com o suco de beterraba agucarel
ra sem adigac de nutrientes.

A determinacao de acucar redutor e acgucar redutor totai
foi realizada pelo método do dcido dinitrosalisilico !
{(DNS), a massa celular foil estimada pela medida da turbl
dez a 600 nm e o etancl produzido por cromatografia ga-
s0sa. *

Verificou-se que a auséncia da fonte de Mg ndo afetou o
consumo de aguicar por 1. mobilis CP4 e gue a presencga de
extrato de levedura seria o fator limitante na fermenta-
¢do por este microrganismo. Por outro lado, a ausénciaf
de Mg guanto a de extrato de levedura afetaram s;gnlflca_
tivamente a fermenragao por S. cerevisdiae IZ 1504.
0 maior consumo de aglcar por ambos os microrganismes

foi verificado na concentracdo de 10 g/L de extrato de§
levedura. O©Os resultados também mostram que o extrato de
levedura pode ser parcial ou totalmente substituido por
pantotenato de cadlcio sem afetar a cinética da fermentaw
cdo por ambos o0s microrganismos. Em geral, 7. mo bl i
CP4 apresentou maior eficiéncia de converséo que §. ced
nevisiae IZ 1804 em todas as condicgdes estudadas. i
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